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1 Einleitung

Die Epilepsie gehort weltweit zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen. Es wird
angenommen, dass die Inzidenz in Industrielandern wie Deutschland etwa 50 pro 100.000
Personen pro Jahr betragt. In ressourcenarmen Landern ist sie vermutlich noch hoéher
(Sander, 2003). Ursachlich dafiir ist eine Ubererregbarkeit von Neuronen im Bereich des
zerebralen Cortex. Da bei etwa 40% der Betroffenen pharmakologisch keine Anfallsfreiheit
erreicht werden kann, erhdht sich der Forschungsbedarf mit der Frage nach alternativen
Therapien und Krankheitsmodifikationen (Kramer & Riegg, 2021). Ein umfassendes
Verstandnis Uber die molekularen Prozesse wahrend der Epileptogenese ist dafir von
entscheidender Bedeutung. Die Forschung hat gezeigt, dass Entziindungsprozesse - unter
Beteiligung des Immunsystems - zum Tod von Neuronen beitragen. Dieser Fakt scheint, in
Kombination mit einer Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke (BHS), eine wichtige Rolle fur die
Epileptogenese zu spielen (Marchi et al., 2012). Die Entziindung ist dabei sowohl fir die
Entstehung der Epilepsie als auch fir die Anfallshaufigkeit durch eine erhdhte neuronale
Erregungswahrscheinlichkeit von Bedeutung (Prinzip ,Anfélle durch Anfalle*) (Friedman,
2011).

1.1 Temporallappenepilepsie

Die Definition der Epilepsie umfasst die folgenden drei Elemente: ,(1) Vorgeschichte von
mindestens einem Anfall, (2) Dauerhafte Verdnderung im Gehirn, wodurch die
Wahrscheinlichkeit kunftiger Anfalle erhoht wird und (3) Assoziierte neurobiologische,
kognitive, psychologische und soziale Stérungen® (Fisher et al.,, 2005). Die
Temporallappenepilepsie (TLE), die im Fokus dieser Arbeit liegt, macht mit Gber 60% den
Groliteil aller Epilepsien bei Erwachsenen aus (Téllez-Zenteno & Hernandez-Ronquillo, 2012).
Die International League Against Epilepsy (ILAE) unterteilt die Temporallappenepilepsie in die
mesiale und laterale TLE, wobei die am haufigsten auftretende Form mesialen Ursprungs ist.
In diesem Bereich befindet sich der Hippocampus, dessen neuronaler Verlust und die
Ausbildung von dichten Gliosen zu einer strukturellen Lasion - der Hippocampussklerose -
fihren (Wieser et al., 2004). Zu den mdglichen strukturellen Atiologien gehéren Traumata,
Infektionen, Tumoren oder genetisch bedingte Fehlbildungen. Auch Fieberkrdmpfe in der

Kindheit lassen sich in der Anamnese von Betroffenen haufig finden (Scheffer et al., 2018).



Durch die epileptogene Neigung des Hippocampus kommt es charakteristischerweise zu fokal-
komplexen epileptischen Anfallen. Sie gehen einher mit Bewusstseinsstérungen in
Verbindung mit diversen motorischen und sensorischen Begleiterscheinungen, Automatismen
und Sprachstérungen (Westmoreland, 1996). Zudem koénnen psychiatrische Komorbiditaten
wie kognitive  Einschrankungen, Angstzustande und Depressionen, sowie die
Unvorhersehbarkeit der Anféalle die Lebensqualitat der Betroffenen stark mindern (Gaitatzis et
al., 2004). Um eine geeignete Therapie einleiten zu koénnen ist die rechtzeitige
Diagnosestellung auRerst wichtig. Bei fokalen Epilepsien empfiehlt die Deutsche Gesellschaft
fur Neurologie in ihrer aktuellen S2k-Leitlinie ,Erster epileptischer Anfall und Epilepsien im
Erwachsenenalter” (2023) als Mittel der ersten Wahl die Monotherapie mit Lamotrigin,
alternativ mit Lacosamid oder Levetiracetam. Lamotrigin inaktiviert spannungsabhangige
Natrium- und Calciumkanale in Neuronen und senkt dadurch die Reizweiterleitung. Bei
genetischen generalisierten Epilepsien kann Valproinsaure zum Einsatz kommen. Durch die
pharmakologischen Therapieversuche mittels Antikonvulsiva reduzieren sich zwar die Anfalle
bei den Betroffenen, eine verbesserte Langzeitprognose kann dadurch allerdings kaum
erreicht werden (Thijs et al., 2019).

1.2 Klassifizierung von Epilepsie und Anfallstypen

Im Jahre 2017 wurde eine neue Klassifikation von Epilepsien und Anfallsformen durch die
ILAE veroffentlicht. Diese spielt eine wichtige Rolle fiir die Einschatzung von Symptomen und
die Entwicklung neuer antikonvulsiver Therapien. Bei einer dreistufigen Diagnostik werden die
Anfallsform, die Art der Epilepsie sowie das Epilepsiesyndrom voneinander unterschieden.
Dabei werden sowohl das klinische Bild als auch die EEG-Befunde berlicksichtigt (Scheffer et
al., 2018). Die erste Stufe differenziert Anfalle mit fokalem, mit generalisiertem oder mit
unbekanntem Beginn. Unter der Voraussetzung, dass die Diagnose ,Epilepsie” bereits gestellt
wurde, unterteilt sie bei der zweiten Stufe die Art der Epilepsie in ,fokale Epilepsie,
generalisierte  Epilepsie“, ,kombiniert generalisierte und fokale Epilepsie® sowie
Lunklassifizierte Epilepsie“ (Fisher, Cross, D’'Souza, et al., 2017). Bei den fokalen Formen
unterscheidet man unifokale und multifokale Anfalle sowie Anfalle, die eine Hemisphare
betreffen. Es kdnnen unter anderem bewusst (einfach fokale) und nicht bewusst erlebte (fokal-
komplexe) Anfalle, der fokale nichtmotorische Anfall und der fokale Anfall mit Ubergang zu
einem bilateral tonisch-klonischem Anfall unterschieden werden. Bei der generalisierten
Epilepsie zeigt sich eine bilaterale Hirnbeteiligung, die aber nicht zwingend den gesamten

Kortex betreffen muss (Berg et al., 2010). Dabei kommt es grundsatzlich zu einem



Bewusstseinsverlust und verschiedene Anfallsarten wie Absencen, myoklonische, atonische,
tonische oder tonisch-klonische Anfalle kénnen auftreten. Eine weitere Form, die ,kombinierte
generalisierte und fokale Epilepsie” beschreibt diejenige Gruppe, die sowohl generalisierte als
auch fokale Anfalle erleidet. Wenn eine Epilepsie besteht, aber keine ausreichenden
Informationen fir eine Zuordnung vorhanden sind, wird sie als ,unklassifiziert“ eingeordnet.
Unter die dritte Stufe fallt die Diagnose des Epilepsiesyndroms. Sie beschreibt ein Cluster von
Merkmalen bestehend aus der Anfallsart, der Elektroenzephalografie (EEG) und weiteren

klinischen Befunden.

1.3 Elektroenzephalografie bei Epilepsie

1.3.1 Das physiologische EEG

Die Elektroenzephalographie ist ein Funktionsdiagramm, welches die Aktivitat der Hirnrinde
abbildet. Sie stellt das alteste und wertvollste Instrument in der Epilepsiediagnostik dar
(Feyissa & Tatum, 2019). Durch eine raumliche und zeitliche Summation postsynaptischer
Potenziale an den Dendriten der Pyramidenzellen entsteht eine Potenzialdifferenz, die tUber
zwei Elektroden abgeleitet werden kann (Hoppe et al., 2007). Negative Potenziale zeigen im
EEG nach oben, positive nach unten. Die Elektroden werden beim Menschen fiir eine
oberflachliche Ableitung anhand des internationalen 10-20-Systems nach Jaspers auf dem
Kopf platziert (Sinha et al., 2016). Man unterscheidet zwischen bipolaren und unipolaren
Ableitungen. Bei der bipolaren Ableitung wird die Spannungsdifferenz zwischen zwei elektrisch
aktiven Elektroden abgeleitet. Bei der unipolaren Ableitung befindet sich die zweite,
sogenannte Referenzelektrode weiter entfernt vom Ort der Potenzialanderung (Stohr & Kraus,
2002). Neben der oberflachlichen Ableitung existiert zudem die Mdglichkeit der invasiven
Ableitung. Diese ist beim Menschen jedoch nur gelegentlich indiziert, beispielsweise bei der
Frage nach der Ursprungsregion fur die Indikationsstellung und zur Vorbereitung fur eine

operative Epilepsie-Therapie (Zumsteg & Wieser, 2000).

Die synchrone Aktivierung verschiedener Neuronen erzeugt ein wellenformiges EEG-Signal.
Die entstehenden EEG-Potenziale ergeben uber ein langeres zeitliches Intervall eine
Frequenz, die man als EEG-Rhythmus bezeichnet (Stéhr & Kraus, 2002). Als
Hintergrundrhythmus bezeichnet man dabei diejenige physiologische Aktivitat, die in der

okzipitoparietalen Hirnregion dominiert. Der Grundrhythmus ist genetisch vorprogrammiert.



Die Grundtatigkeit kann in den unterschiedlichen Hirnregionen variieren und wird differenziert
in die folgenden vier Hauptzusténde: (1) Alpha-Rhythmus (8-13 Hz), tritt auf im entspannten
Wachzustand mit geschlossenen Augen, (2) Beta-Rhythmus (13-30 Hz), liegt bei
Aufmerksamkeit und Konzentration vor, (3) Theta-Wellen (4-7 Hz) sind meist mit Schlafrigkeit
verbunden und (4) Delta-Wellen (< 4 Hz) kommen hauptsachlich im Tiefschlaf vor (Tatum et
al., 2006). Als zusatzliche Beschreibungsmerkmale, neben der Frequenz, kénnen unter
anderem die Amplitude (unter 20 pV: niedrigamplitudig, Gber 100 ym: hochamplitudig) sowie

die Wellenform (monomorph, polymorph, biphasisch, etc.) dienen.

1.3.2 Das Anfalls-EEG

Synchron ,feuernde® Neuronen erzeugen abnorme epilepsietypische Potenziale, die ebenfalls
im oberflachlichen EEG nachweisbar sind. Man unterscheidet hierbei zwischen interiktalen
epileptiformen Entladungen (IED) und iktalen Mustern. lktal bedeutet im wértlichen Sinne ,im
Anfall“, wahrend die IED zwischen den Anfdllen auftreten. Sie bewirken keine
Funktionsstorung des Gehirns, stehen allerdings im Verdacht, kognitive Einschrankungen bei
Betroffenen hervorzurufen (Aldenkamp et al., 1996). Es handelt sich dabei um sogenannte
Spikes (Spitzen), Sharp waves (steile Wellen) oder Komplexe aus spitzen oder steilen Wellen
mit nachfolgender langsamer Welle, die auf einer langen Nachhyperpolarisation beruht (Hoppe
et al., 2007). Spikes sind steil ansteigend, meist hochamplitudig und dauern zwischen 20-70
ms. Sharp waves sind mit 70-200 ms langer anhaltend. Spike-wave-Komplexe bestehen aus
einem oder mehreren Spikes mit einer langsamen Welle. Mehr als drei aufeinanderfolgende
Spikes werden als Polyspikes bezeichnet (Stéhr & Kraus, 2002). Auf die meisten Spikes oder
Wellen folgt in der Regel ein langsamer Ausschlag. Das Fehlen deutet meist auf ein Artefakt
hin. Es ist auBerdem zu beachten, dass wahrend des Schlafs teilweise auch physiologische

Spikes und Wellen auftreten kénnen (Tatum et al., 2013).

Ein epileptischer Anfall wird definiert als ,ein voribergehendes Auftreten von Zeichen und/
oder Symptomen die auf eine abnorme Ubermaflige oder synchrone neuronale Aktivitat
zurtickzufuhren sind“ (Fisher et al., 2005). Die iktalen Entladungen kénnen sich wiederholende
Spikes und Wellen sein und sind sehr variabel in ihrer Morphologie, Frequenz und Amplitude
(Chen & Koubeissi, 2019). Haufig verlangsamt sich die Frequenz, die Amplituden nehmen zu
und die Verteilung weitet sich aus (Rosenow et al., 2015). Ein klassisches iktales Anfallsmuster
eines Versuchstiers wird in Abbildung 1 gezeigt. Die EEG-Aufzeichnung wahrend eines Anfalls

ist von Vorteil, damit eine korrekte Klassifizierung erfolgen kann. Zusatzlich sollte die



Diagnostik mithilfe einer griindlichen Anamnese sowie klinischen Untersuchung komplettiert
werden.

Haufig gestaltet sich die Aufzeichnung eines Anfalls-EEG beim Patienten in der
Akutversorgung schwierig und kann daher meist nur bei einem Status epilepticus durchgefiihrt

werden.

Anfallsbeginn
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Abbildung 1: Ausschnitt eines fokalen Anfalls bei Versuchstier M3

Der Ausschnitt zeigt einen Anfall (iber die Dauer von etwa 55 Sekunden. Zu sehen sind epilepsietypische EEG-
Verédnderungen mit Spitzen, deren Amplitude im Verlauf des Anfalls deutlich zunimmt. Am Ende treten vermehrt
Spike-Wave-Komplexe auf.

1.4 Experimentelle Untersuchung der Epilepsie

1.4.1 Das Pilocarpin-Tiermodell

Tiermodelle fir TLE basieren auf der Induktion eines Status epilepticus (SE) durch

systemische Injektion von Pilocarpin oder Kainsaure. In dieser Arbeit wurde ausschlief3lich



Pilocarpin verwendet. Bei Pilocarpin handelt es sich um einen muskarinischen Acetylcholin-
Agonisten der, wenn zerebral oder systemisch injiziert, epileptische Anfalle auslésen kann.
Dabei bindet er an M1-M3-Rezeptor-Subtypen und hat einen parasympathischen Effekt auf
den Organismus (Panarese & Moshirfar, 2023). Urspriinglich wurde Pilocarpin, welches aus
den Blattern einer siidamerikanischen Pflanze extrahiert wird, in der Medizin zur Therapie des
akuten Glaukoms eingesetzt. Turski et al. (1983) beschrieben erstmals seine epileptogene
Wirkung auf den Organismus und wiesen in Versuchen mit Ratten besonders im Bereich der
Amygdala und des Hippocampus erhebliche neuronale Degenerationen wie die
charakteristisch pathologische Sprossung von Moosfasern nach (Shibley und Smith, 2002).
Die meisten Tiermodelle bendtigen, ahnlich wie beim Menschen, einen Zeitraum von einigen
Wochen, um epileptische Anfalle zu entwickeln (Hoffman et al., 1994). Auf den ersten Status
epilepticus, der Ublicherweise bis zu einigen Stunden anhalten kann, folgt ein symptomfreier
Zeitraum von mehreren Wochen (im Tiermodell und beim Menschen). In diesem findet ein
struktureller Umbauvorgang statt, den man als Epileptogenese bezeichnet. Des Weiteren
kommt es bei den Tieren, die Pilocarpin intraperitoneal verabreicht bekommen zu spontanen
Anfallen, ahnlich denen bei Epileptikern. Die genannten Merkmale weisen auf eine besonders
hohe Ubereinstimmung mit Patienten hin, die unter der haufigsten Form, der
Temporallappenepilepsie, leiden. Aus diesen Griinden hat sich das Tiermodell bereits seit
einigen Jahrzehnten in der Forschung an den Entstehungsmechanismen und moglichen

Therapien fir Epilepsie als sehr geeignet und nutzlich erwiesen.

1.4.2 Video-EEG-Telemetrie

Die Video-EEG-Telemetrie ermoglicht eine sehr genaue Diagnostik von Anfallen,
insbesondere der Anfallsart und hat sich daher bereits seit langer Zeit als zuverlassige
Methode in der Epilepsieforschung bewahrt (Benbadis et al., 2004). Mithilfe einer synchronen
Registrierung von EEG-Signalen und Videoaufnahmen ist es moglich, zwischen fokalen und
generalisierten Anfallen zu unterscheiden. AuRerdem kdnnen Storartefakte, wie sie zum
Beispiel durch Bewegungen des Tieres beim Putzen oder bei der Nahrungsaufnahme
entstehen, leicht von richtigen Anfallen unterschieden werden. Damit ist die Diagnostik von
epileptischen Anféallen wesentlich sicherer als die alleinige Interpretation der EEG-Ableitungen.
Bei den Tieren dieser Studie liegt ein weiterer Vorteil im Implantieren der kabellosen EEG-
Elektroden. Sie kbnnen weder verrutschen noch bei einem Anfall Verletzungen herbeiftihren.
Zudem koénnen die Tiere sich ungestort von den EEG-Kabeln in ihren Kafigen bewegen. Auch

beim Menschen ist diese Kombination, beispielsweise bei stationdren Epilepsie-Patienten,



moglich und sinnvoll, um eine eindeutige Klassifizierung vornehmen zu kénnen. Da bei den

Ratten zwei Elektroden implantiert werden, ergibt sich insgesamt nur eine EEG-Ableitung.

1.5 Die Rolle des Immunsystems bei Epilepsie

Um einen optimalen Schutz vor Krankheitserregern zu bieten, besteht das Immunsystem aus
zwei Teilsystemen: Die angeborene Immunitat, die fir eine schnelle allgemeine Bekampfung
von fremden Organismen zustandig ist und das erworbene oder adaptive System zu denen
die T- und B-Lymphozyten gehdren. Es dauert einige Tage, bis sie aktiviert werden um
spezifisch auf eine Infektion reagieren und ein immunologisches Gedachtnis ausbilden zu
kdnnen. Wahrend sie die Oberflache kérpereigener Zellen abtasten, differenzieren die CD8'T-
Zellen mithilfe von MHC-I-Molekdlen in kdrpereigen und kérperfremd und erkennen potenziell
pathogene Peptide. CD4'T-Helferzellen bendtigen die Prasentation des extrazellularen
Antigens mithilfe Antigen-prasentierender Zellen durch MHC-Klasse-II-Oberflachenmolekule
(Korn & Kallies, 2017). Nach dieser Antigenerkennnung ist zunachst eine Kostimulation durch
weitere Faktoren wie CD28 notwendig, damit die T-Zellen aktiviert werden. AnschlieRend
kommt es, vermittelt durch verschiedene Zytokine, zu einer Proliferation von T-Zell-Klonen, die
das spezifische Antigen erkannt haben. Abhangig von Zytokinen und anderen Signalen, die
wahrend der Aktivierung prasent sind, differenzieren sie sich daraufhin zu Effektor-T-Zellen.
Wahrend sich CD4*T-Zellen zu verschiedenen Subtypen von Helfer-T-Zellen entwickeln, die
andere Immunzellen aktivieren und koordinieren, werden CD8'T-Zellen zu zytotoxischen T-
Zellen, die Makrophagen aktivieren und infizierte Zellen abtéten kdnnen (Murphy & Weaver,
2018).

Basierend auf der Erkenntnis, dass verschiedene epileptische Erkrankungen mit
unterschiedlichen Ursachen die Aktivierung von entzindlichen Prozessen ohne ein primar
entzliindliches Ereignis (Vezzani und Granata, 2005) gemein haben, soll auf die Bedeutung
des Immunsystems fur die Epilepsie ein besonderer Fokus gelegt werden. Die
Entzindungserscheinungen wurden sowohl in experimentellen als auch bei menschlichen
Fallen von Temporallappenepilepsie mit einhergehender Hippocampussklerose beschrieben
und zeigen, dass spezifische Entziindungswege wahrend der Entstehung einer Epilepsie

aktiviert werden und im Gewebe chronisch fortbestehen (Ravizza et al., 2008).



1.5.1 T-Zell-vermittelte Autoimmunitat

Nur etwa 10% der T-Zellen Uberleben den Selektionsprozess im Thymus wahrend der
Fetalzeit. Das entstehende T-Zell-Repertoire soll fremde Antigene korrekt identifizieren und
eine Autoreaktivitdt vermeiden. Aus noch unbekannten Grinden werden bei einer
Autoimmunerkankung autoreaktive T-Zellen, die durch Selektionsfehler entstehen und
normalerweise durch Suppressorzellen kontrolliert werden, nicht erkannt. Dies hat zur Folge,
dass korpereigene Strukturen angegriffen werden und eine chronische Entziindung mit
Schaden im betroffenen Gewebe resultiert (Davidson und Diamond, 2001). Durch bestimmte
Molekulabschnitte eines Antigens, auch bezeichnet als antigene Determinante bzw. Epitop,
wird eine spezifische Immunantwort ausgelést. Nach einer Ersterkennung eines bestimmten
Epitops werden die Antigene durch Phagozytose aufgenommen und auf der Zelloberflache
prasentiert. Jedoch wird lediglich eine kurze Sequenz potenzieller Determinanten eines
Antigens vorgestellt, sodass die ubrigen Peptide stumm bzw. ,kryptisch® verbleiben. Ihnen
gegenuber besteht infolgedessen keine T-Zell-Toleranz (Sercarz et al., 1993). Vermittelt durch
B- oder T-Zellen kann es nach einer ersten Aktivierung im chronischen Verlauf zu einer
Vermehrung der Autoantigene und damit zu einer sogenannten Epitopausbreitung kommen.
Das heildt, es findet eine Ausdehnung der Immunreaktion tber das anfangliche Antigen hinaus,
also gegen eigentlich unschéadliche Autoantigene, statt (Vanderlugt et al., 2000). Die
Autoimmunitat entsteht wahrscheinlich durch T-Zellen, die durch eine erhéhte Freisetzung von
kryptischen Epitopen aktiviert werden. Warum dies passiert, wurde noch nicht vollstandig
geklart. Es konnte sein, dass sie durch ein bestimmtes Ereignis, wie beispielsweise einer
lokalen Entziindung, ,sichtbar“ werden (Lanzavecchia, 1995). Auch zahlreiche Umwelt- und
genetische Faktoren spielen eine wesentliche Rolle fir die Atiologie (Chi et al., 2023). Sicher
ist, dass das Risiko fur die Ausbildung einer Autoimmunerkrankung mit dem Alter zunimmt,

ahnlich dem Risiko, im Alter an Epilepsie zu erkranken (de la Court et al., 1996).

Im Rahmen der Immunuberwachung patrouillieren T-Zellen dauerhaft durch Blut, Lymphe,
Gewebe und Organe. Dabei wird das ZNS unter anderem aufgrund der Blut-Hirn-Schranke
sowie Liquor-Hirn-Schranke grundséatzlich als immunprivilegiertes System betrachtet (Korn &
Kallies, 2017). Kommt es zu einem neurologischen Insult wie einem Krampfanfall, werden
zunachst die angeborenen, unspezifischen Immunzellen aktiv. Schon friih wurde gezeigt, dass
es nach einem Kainsaure-induzierten Status epilepticus zu einer Aktivierung und Proliferation
von Mikrogliazellen, den Makrophagen des ZNS, kommt (Niquet et al., 1994). Weiterhin setzt
eine Entziindungskaskade ein, die das adaptive Immunsystem aktiviert, die Sezernierung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1B, IL-6 und TNF-a fordert und die Durchlassigkeit der

Blut-Hirn-Schranke erhoht (Vezzani et al., 2011). Ein Zusammenhang zwischen Immunsystem
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und Epilepsie konnte bereits bei der Rasmussen-Enzephalitis, einer T-Zell-vermittelten
neurologischen Erkrankung mit refraktarer fokaler Epilepsie, beschrieben werden (Bien et al.,
2002). Hierbei wurde ein spezifischer Angriff durch zytotoxische CD8'T-Lymphozyten auf

Astrozyten und Neuronen im ZNS erkannt (Bauer et al., 2007).

1.5.2 Immunantwort nach Status epilepticus

Im Rahmen der Vorarbeiten an epileptischen Ratten konnte beim Pilocarpin-induzierten Status
epilepticus ein Einfluss der Leukozytenprasenz im Hippocampus festgestellt werden
(Neumann et al., 2017). Uber einen Zeitraum von 28 Tagen wurden die Zellsuspensionen der
Tiere mittels durchflusszytometrischer Analysen untersucht und eine biphasische
Immunantwort nachgewiesen. Innerhalb der ersten vier Tage zeigte sich ein Anstieg der
CD45%-Zellen, welche reprasentativ fir die angeborene Immunantwort sind. Zudem kam es zu
einer vorlbergehend erhéhten Anzahl von CD11b® und F4/80"-Mikrogliazellen im
Hippocampus. CD11b* wird auf CD8'T-Zellen exprimiert und dient als Marker fiir die
Konzentration jlingst aktivierter CD8'T-Zellen, da er beim Ubergang in die Gedachtnisphase
herunterreguliert wird. Zudem kénnen CD8'T-Zellen phanotypisch schwierig von kiirzlich
aktivierten Effektor-T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen unterschieden werden (Zimmermann,
1996; Christensen et al., 2001). Bei F4/80-Glykoprotein handelt es sich um ein Antigen flr den
F4/80-Rezeptor auf der Zelloberflache der meisten Gewebemakrophagen und somit auch auf
Mikroglia im Gehirn.

Nach etwa 28 Tagen kam es zu einem Anstieg von CD3"T-Lymphozyten. Diese Untergruppe
von T-Zellen spielt eine wichtige Rolle bei der adaptiven Immunantwort und der
Antigenerkennnung. Mittels qRT-PCR wurde zwischen CD4* und CD8*T-Zellen differenziert.
An Tag 28 war das CD8’/ CD4"- Verhaltnis bei den Pilocarpin-behandelten Tieren signifikant
erhéht. Abbildung 2 zeigt, dass eine Gabe des Purin-Antagonisten Mycophenolatmofetil
(MMF) diese verzdgert einsetzende zytotoxische Immunreaktion nachweislich unterdriicken

konnte (Neumann et al., 2017).
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Abbildung 2: Die relative Expression von CD3g nach Pilocarpin-induziertem Status epilepticus
Bei den MMF-behandelten Tieren (mittig) ist die T-Zell-Reaktion nach SE im Vergleich zu den unbehandelten Tieren (rechts)
signifikant vermindert. (Quelle: Neumann et al., 2017)

1.5.3 Mycophenolatmofetil

Das Immunsuppressivum Mycophenolatmofetil ist ein Prodrug der Mycophenolsaure (MPA).
Bei oraler Gabe wird MMF im Dunndarm in die aktive Form MPA umgewandelt. MPA ist ein
selektiver, nicht kompetitiver und reversibler Inhibitor der Inosin-5'-Monophosphat-
Dehydrogenase (IMPDH). Das Enzym katalysiert die Redoxreaktion zwischen
Xanthosinmonophosphat und Inosinmonophosphat zu Guanosinmonophosphat (Neuberger et
al., 2020). Die damit einhergehende Hemmung der DNA-Synthese zeigt sich spezifisch in T-
und B-Lymphozyten, da andere Zellen Purine auf weiteren Wegen synthetisieren kénnen und
daher nicht auf diesen Stoffwechselweg angewiesen sind. Bei den Immunzellen hat MMF
einen zytostatischen Effekt, indem die Produktion von Antikérpern in B-Zellen, die Proliferation
von CD4"- und CD8'T-Zellen sowie die Adhasion von Glykoproteinen an Endothelzellen
gehemmt werden (Bullingham et al., 1998).

In Deutschland ist MPA bei Erwachsenen zur Prophylaxe akuter TransplantatabstolRungen
nach einer allogenen Nierentransplantation in Kombination mit Cyclosporin und
Glucocorticoiden zugelassen. Das Prodrug MMF ist auch bei Leber- und

Herztransplantationen indiziert (Staatz & Tett, 2014). Eine Dosis von 1-1,5 g/ Tag wird
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empfohlen (Villarroel et al., 2009). Die Bioverflgbarkeit von MMF betragt 94%, bei Einnahme
mit fettreichem Essen ist sie jedoch stark reduziert, weshalb MMF nur nichtern eingenommen
werden sollte. Zu den mdglichen Nebenwirkungen zahlen gastrointestinale Beschwerden,
Veranderungen des Blutbilds und des Elektrolythaushalts sowie haufigere Infektionen durch
Bakterien, Viren oder Pilze (Van Laar, 2017). Auch schwerwiegende Krankheitsbilder wie
maligne Lymphome, Malignome der Haut oder Sepsis kénnen auftreten (Staatz & Tett, 2014).
In bestimmten Fallen ist die Einnahme kontraindiziert, etwa in der Schwangerschaft und
Stillzeit, da es stark teratogen wirkt und das Risiko flr kongenitale Missbildungen und
Fehlgeburten erhoht ist (Andrade Vila et al., 2008). Auch bei Patienten mit dem Lesch-Nyhan-

Syndrom darf es nicht eingesetzt werden (Villarroel et al., 2009).

1.6 Hypothese

Die Vorarbeiten durch Neumann et al. (2017) haben gezeigt, dass die frithe Gabe des
Immunsuppressivums MMF die verzogerte zytotoxische T-Zell-Antwort nach einem Pilocarpin-
induzierten Status epilepticus signifikant unterdriicken konnte. Es wird spekuliert, dass das
Vorhandensein von T-Lymphozyten im ZNS langfristig zur Ausbildung einer
Autoimmunerkrankung fuhrt, die mit einer erhdhten Anfallshaufigkeit einhergeht. Durch die
Auswertung von Langzeit-Video-EEG-Analysen an Ratten, die kurz nach einem Pilocarpin-
induzierten Status epilepticus das Medikament MMF erhielten, soll geklart werden, ob dadurch
ein moglicher sekundar prophylaktischer Ansatz gefunden und die Ausbildung einer
chronischen Epilepsie verhindert werden kann. Die Hypothese dieser Arbeit lautet demnach:
Die rechtzeitige immunmodulatorische Intervention mit MMF unmittelbar nach einem Status
epilepticus bewirkt eine positive Krankheitsmodifikation und verbesserte Prognose bei

experimenteller Epilepsie.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

Die folgende Studie wurde am Institut fir Physiologie der Universitat Rostock unter
kontrollierten Bedingungen durchgefuhrt. Untersucht wurden dabei insgesamt sechs
mannliche  Wistar-Ratten (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland)
unterschiedlichen Alters. Anfangs erhielten sowohl die Placebo- als auch die Versuchstiere
das Medikament Pilocarpin bis ein Status epilepticus auftrat. Den Versuchstieren wurde
daraufhin Mycophenolatmofetil injiziert. Mit mindestens vier Wochen Abstand zum ersten
Status epilepticus wurden die EEG-Elektroden implantiert. AnschlieRend wurden die Tiere in
ihre Kafige gesetzt und Uber eine Aufnahmeplatte am Boden dauerhaft bis zum Lebensende
ein EEG, gekoppelt mit einem synchronem Video, telemetrisch aufgezeichnet. Die
gewonnenen Daten wurden anschliefend ausgewertet und analysiert. Die Tiere wurden
gemal definierten humanen Endpunkten getbtet, bevor sie in einen moribunden Zustand
verfallen konnten. Die nationalen und internationalen Richtlinien Uber die ethische
Verwendung von Tieren (Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei
Mecklenburg-Vorpommern, AZ: 7221.3-1.1-013/10 und 7221.3-1.1-019/13) wurden bei allen
Verfahren berlcksichtigt. Entsprechend der gesetzlichen Bestimmungen wurden die
Etablierung der experimentellen Epilepsie (Pilocarpin-Tiermodell), die Applikation von
Mycophenolatmofetil sowie die Sender-Implantation von Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des
Instituts durchgefuhrt. Dabei wurde alles getan, um das Leiden der Tiere sowie die Anzahl der

untersuchten Tiere zu reduzieren.

2.1.1 Das Pilocarpin-Tiermodell

Fir die Induktion einer Epileptogenese erfolgte bei allen sechs Tieren der Placebo- und
Versuchsgruppe bei einem Alter von 32 bis 34 Tagen die intraperitoneale Injektion von
Pilocarpinhydrochlorid (340 mg/kg, geldst in Aqua dest.). Um periphere cholinerge Wirkungen
durch das Pilocarpin zu reduzieren, wurde 30 Minuten vorher der Acetylcholin-Rezeptor-
Antagonist N-Methylscopolamin (1 mg/kg i.p., geldst in NaCl) gegeben. Die Pilocarpin-Gabe
wurde so oft vollzogen, bis ein Status epilepticus resultierte. Etwa 40 Minuten nach Beginn
des Status epilepticus wurde dieser durch eine Injektion von Diazepam (2-10 mg/kg i.p.)

beendet. Die Tiere erhielten eine zweite Injektion (170 mg/kg i.p.), wenn innerhalb von 60
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Minuten kein SE folgte. Tiere ohne Pilocarpin wurden hierbei nicht untersucht, da bereits
gezeigt werden konnte, dass bei diesen Tieren keine Anfélle zu erwarten waren (Bajorat et al.,
2011).

2.1.2 Verabreichung von Mycophenolatmofetil

Die Tiere der Placebogruppe (P1, P2 und P3) erhielten ausschliellich Pilocarpin. Die Tiere
der Versuchsgruppe (M1, M2 und M3) erhielten sowohl Pilocarpin als auch
Mycophenolatmofetil. Dafir wurde ihnen eine Bolusinjektion MMF (20 mg/kg) direkt an Tag O
nach Pilocarpin-induziertem SE verabreicht. Dieser Vorgang wurde einmal taglich tber vier
Tage (also bis zum dritten Tag nach SE) wiederholt. Abbildung 3 zeigt schematisch den
zeitlichen Ablauf in Tagen ab der Geburt (Tag 0), Uber die Pilocarpin-Gabe sowie die MMF-

Verabreichung bei den Versuchstieren bis zum Beginn und zum Ende der EEG-Aufzeichnung.

34 48 56
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34 48 53
P2 Y %
32 114 122
P3 Y > &,
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32-35 88 112
M2 \E ! > a
32-35 89 169
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YPilocarpin-Gabe § MMF-Gabe » EEG Start ® EEG Stop Aufzeichnungszeitraum

Abbildung 3: Zeitachse des Versuchs

Dargestellt ist jedes Tier (Placebotiere: P1-P3 und Versuchstiere: M1-M3) ab Zeitpunkt der Geburt (Tag 0) bis zum
Lebensende. Die Pilocarpin-Gabe erfolgte bei allen Tieren zwischen dem 32. und 34. Tag. Das Alter bei EEG-
Beginn war bei jedem Tier unterschiedlich. Die gelbe Markierung gibt die individuelle Ldnge der EEG-
Aufzeichnungen wieder (P1: 9 Tage; P2: 6 Tage; P3: 10 Tage; M1: 52 Tage; M2: 25 Tage; M3: 81 Tage).
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2.2 Video-EEG-Telemetrie

In den folgenden Unterkapiteln wird das Verfahren der Video-EEG-Telemetrie detailliert
beschrieben. Zunachst wurde den Versuchstieren in einer kurzen Operation ein Transmitter
verbunden mit zwei Elektroden unter die Haut implantiert. Nach einiger Zeit konnten die Tiere
in ihre Kéfige gesetzt werden. Unterhalb jedes Kéfigs befand sich ein Receiver, der dauerhaft
und kabellos ein EEG aufzeichnete. Eine Kamera nahm parallel dazu die Videospur auf. Im
Anschluss an die Aufzeichnung wurden die Daten an einen Computer Ubermittelt und

ausgewertet.

2.2.1 Sender-Implantation

Die Sender-Implantation fur die EEG-Ableitung erfolgte in einem routinierten und bewahrten
Verfahren durch Mitarbeiter des Instituts fur Physiologie in Rostock. Dafur wurden die Tiere
zunachst gewichtsadaptiert (siehe Tabelle 1) intraperitoneal mittels Xylazinhydrochlorid
(10mg/ kg Rompun®) und S-Ketaminhydrochlorid (100 mg/ kg Ketanest®) anasthesiert.
Daraufhin erfolgte eine Rasur der Haare am Hinterkopf sowie Desinfektion der Haut mit 70%
Ethanol und Bacillol®. Fixiert wurde das Tier am Kopf in einem Stereotaxierahmen (Narishige,
Tokio, Japan). Sobald Lidschluss- und Ruckziehreflex der Hinterpfoten nicht mehr
funktionierten, war sicher, dass die Narkose wirkte. Dann begann die Operation mit einem ca.
30 mm langen Schnitt, der vom Kopf bis zum Nacken reichte. AnschlieRend wurde die Haut
mit einem stumpfen Instrument vom Knochen ab prapariert. Subkutan wurde daraufhin eine
kleine Tasche gebildet, in der die Transmitter platziert werden konnten. Die Implantation der
zwei Elektroden erfolgte gemal Herstellerangaben. Dafur wurden mittels eines zahnarztlichen
Bohrers kleine Locher in den Schadelknochen gebohrt. Die Position der ersten Elektrode (E1)
befand sich 4 mm lateral der Mittellinie und 2-3 mm posterior von Bregma (Schnittpunkt aus
Sutura coronalis und Sutura sagittalis). Die Position der zweiten Elektrode (E2) lag etwa 5 mm
anterior von Lambda (Schnittpunkt aus Sutura lambdoidea und Sutura sagittalis), ebenfalls 4
mm lateral der Mittellinie (siehe Abbildung 4). Die Elektroden wurden durch leichtes Umbiegen
der Spitze vorsichtig fixiert, bevor der lichthartende Haftvermittler Heliobond des Herstellers
Ivoclar vivadent® aufgetragen und mittels UV-Lampe fir 20 Sekunden gehartet wurde.
AnschlieRend wurde ein dinnflieRendes Komposit mit dem Namen Compoglass Flow,
ebenfalls von Ivoclar vivadent®, aufgebracht und erneut fir 20 Sekunden lichtgehartet. Fir die
Befestigung der Enden war eine trockene Oberflache wichtig, da Haftvermittler und Kunststoff

ansonsten keine gute Haftkraft besitzen. Anschlief3end wurde die OP-Wunde mit einem nicht-
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resorbierbaren Polyester-S-PET-Faden der Starke 5-0 (Catgut®) vernaht. Im Rahmen der
postoperativen Nachsorge wurde das Schmerzmittel Metamizol 100 mg/ kg fur die Dauer von
insgesamt drei Tagen verabreicht. Die Sterilisation der Instrumente erfolgte thermisch durch

einen FTI-Sterilisator. Alle Transmitter wurden nach Gebrauch mit Actril® gereinigt.

Tabelle 1: Gewicht der untersuchten Tiere bei Sender-Implantation
(n.e. = nicht erhoben).

Tier P1 P2 P3 M1 M2 M3
Gewicht bei Sender- n.e. n.e. 5559 285¢ 330 g 4759
Implantation

Lambda

okzipital rostral

Abbildung 4: Schematische Aufsicht auf den Rattenschédel

Dargestellt wird Bregma als Schnittpunkt aus Sutura sagittalis und Sutura coronalis sowie Lambda als Schnittpunkt
aus Sutura lambdoiea und Sutura sagittalis (rote Punkte). Die Markierungspunkte fiir die Bohrlochkoordinaten der
Elektroden (E1 und E2) sind blau dargestellt.
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2.2.2 Messplatz und Datensicherung

Die Experimente fanden in einem abgeschlossenen Raum statt, der speziell fur die
Messungen und die Datensicherung eingerichtet wurde. Die Unterbringung der Tiere erfolgte
in Einzelkafigen, sodass sie wahrend des gesamten Versuchs freie Bewegungsmaoglichkeiten
besalRen. Es wurde sichergestellt, dass jederzeit Zugang zu Wasser und standardisierten
Futterrationen bestand. Die Raumtemperatur wurde konstant zwischen 20 und 24°C gehalten,
wahrend die relative Luftfeuchtigkeit etwa zwischen 40% und 60% betrug. Die Experimente
wurden mithilfe des Telemetrie-Systems ETA-F20/ Dataquest ART 4.2 von Data Sciences
International (DSI™), St. Paul, MN, USA, durchgefuhrt. Um einen regelmafRigen Tag-Nacht-
Rhythmus bei den Tieren zu simulieren, wurde das Licht taglich von 6 bis 18 Uhr eingeschaltet
und von 18 bis 6 Uhr ausgeschaltet. Die Videoaufnahmen wurden mithilfe einer speziellen
Hell-Dunkel-Netzwerkkamera mit Infrarotfilter vom Typ Axis 223M (Axis Communications,
Lund, Schweden) durchgefihrt. Um die Qualitat der nachtlichen Aufnahmen zu verbessern,
wurde Uber jedem Kafig eine kleine Lampe mit blauem Licht angebracht. Ein Beispiel fiir den

Messplatz ist in Abbildung 5 zu sehen.

Ratte
mit
Transmitter

Receiver

Data
Exchange
Matrix

Computer

Abbildung 5: Video-EEG-Uberwachung am Messplatz
Die erhobenen EEG-Daten werden von dem implantierten Transmitter der jeweiligen Ratte an den Receiver
unterhalb des Kiéfigs libertragen und (iber eine Data Exchange Matrix an den Computer gesendet.
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2.2.3 Auswertung der EEG-Daten

Mittels der DSI Software NeuroScore™ wurden die gewonnenen EEG-Daten ausgelesen und
parallel mit der synchron aufgezeichneten Videoaufnahme manuell ausgewertet. Abbildung 6
zeigt ein NeuroScore ™-Bildschirmfoto. Die Videospur des Tieres verlief parallel zum EEG.
Dieses wurde mit einer variablen Zeit, meist mit 10-30 Sekunden, abgespielt, und konnte bei
Anfallen angehalten und in Echtzeit betrachtet werden. Die Abtastrate betrug 500 Hz.

Tierkennzeichen und
Datum der Aufnahme

Zeitausschnitt
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Abbildung 6: Bildschirmfoto mit EEG-Spur und Video-Spur bei NeuroScore™
Die Auswertung der EEG-Spur erfolgt zeitgleich mit dem aufgenommenen Video. Der Zeitausschnitt war frei
wéhlbar.
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Bei beiden Anfallstypen zeigte sich ein deutliches Anfalls-EEG. Die Unterteilung in die Art des
Anfalls (fokal oder generalisiert) wurde Uber die Videoauswertung vorgenommen. Der fokale
Anfall wurde anhand folgender typischer Merkmale differenziert: motorische Anzeichen wie
myoklonische oder tonische Aktivitat, atonische und klonische sowie epileptische Krampfe
(Fisher, Cross, French et al., 2017). Bei den Tieren zeigte sich dies konkret in einem Verharren
in versteifter Kdrperhaltung verbunden mit einer Uberstreckung der Extremitaten (siehe
Abbildung 7). Auch Automatismen wie beispielsweise ein Gahnen traten haufiger auf.

Hinsichtlich der Dauer der Anfalle wurde eine kumulative Anfallsdauer ermittelt. Diese wurde
definiert als die Gesamtdauer der EEG-Aktivitdt und den ersten klinischen Anzeichen eines
Anfalls (je nachdem, was zuerst auftrat) bis zur Beendigung des letzten iktalen Phdnomens

(klinisch oder elektrografisch, je nachdem was zuletzt auftrat).

Abbildung 7: Bildfolge eines fokalen Anfalls
Die Dauer betrégt etwa 30 Sekunden (ein Bild alle 3 Sekunden). Zunéchst kommt es zu einem Verharren in
versteifter Haltung, dann zu einer Uberstreckung der Vorderpfoten mit Anspannung des gesamten Korpers.
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Der generalisierte Anfall manifestierte sich durch eine Vielzahl motorischer Aktivitaten,
darunter tonisch-klonisch, klonisch, tonisch, myoklonisch, myoklonisch-tonisch-klonisch,
myoklonisch-atonisch, atonisch und epileptische Krampfe. Typischerweise verlief dieser Anfall
in drei Phasen: Zunachst trat eine tonische Phase auf, die durch eine anfangliche Versteifung,
einen Sturz sowie Bewusstlosigkeit, gegebenenfalls begleitet von einem kurzzeitigen
Atemstillstand, charakterisiert war. Oft waren dabei grof3e, lichtstarre Pupillen zu beobachten.
Anschlieend folgte eine klonische Phase, die von heftigen Zuckungen im gesamten Korper
gepragt war. Schliel3lich kehrte das Bewusstsein zurlick, und es setzte eine Phase der
Erschopfung ein (Krdmer & Ruegg, 2021). Interessanterweise wurde sowohl bei Kontroll- als
auch bei Versuchstieren wahrend eines generalisierten Anfalls oft ein regelrechtes
"Umherfliegen" innerhalb ihres Kafigs beobachtet, wie in Abbildung 8 dargestellt. Diese
Beobachtung unterstreicht die Intensitdt und Unkontrollierbarkeit der motorischen
Manifestationen wahrend eines generalisierten Anfalls, unabhangig von der

Behandlungsgruppe.

Abbildung 8: Bildfolge eines generalisierten Anfalls

Die Dauer des Anfalls betrug etwa circa 42 Sekunden (ein Bild alle 3 Sekunden). Die drei Phasen sind deutlich zu
sehen: 1. Tonische Phase mit einer anfénglichen Versteifung und anschlieBendem Sturz; 2. Klonische Phase mit
heftigen Zuckungen im gesamten Kérper; 3. Erschépfungsphase.
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2.3 Statistik

Alle Daten wurden mittels Microsoft Excel 2021 und dem Statistik-Programm Graphpad Prism
9 analysiert und ausgewertet. Dabei wurden in einigen Fallen Mittelwerte (X) und
Standardabweichungen (+) berechnet. Die statistische Signifikanz zweier unabhangiger
Stichproben wurde bei Normalverteilung mittels eines ungepaarten Student-t-Tests oder bei
nicht normalverteilten Ergebnissen mittels des Mann-Whitney-U-Tests bewertet. Zur

Bestimmung der Signifikanz wurde ein 95%-Konfidenzintervall gewahit.
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3 Ergebnisse

Um eine strukturierte Darstellung zu gewahrleisten wird dieses Kapitel wird in drei Abschnitte
unterteilt. Zunachst werden die drei Placebotiere, anschlieBend die drei Versuchstiere
vorgestellt. Dabei visualisiert die erste Abbildung jeweils die zeitliche Abfolge der einzelnen
Anfalle und deren Klassifizierung seit Beginn der EEG-Implantation bis zum Ende der
Aufzeichnung. Fiir eine bessere Ubersicht werden die Tage weil und die N&chte grau
markiert. Die zweite Abbildung veranschaulicht die variierende Dauer der einzelnen Anfalle im
Verlauf der Aufzeichnungsperiode, wobei jeder Balken einen Anfall reprasentiert. Im dritten
Abschnitt erfolgt eine Zusammenfassung der Ergebnisse. Hier werden die Placebo- und
Versuchsgruppe besonders im Hinblick auf die durchschnittliche Anzahl und die Art der Anfalle

verglichen.

3.1 Placebogruppe

3.1.1 Placebotier 1 (P1)

Wahrend der neuntdgigen EEG-Aufzeichnung bei Tier P1 wurden insgesamt 32 Anfalle
registriert, wovon sich 17 als fokale und 15 als generalisierte Anfélle darstellten. Die
durchschnittliche Haufigkeit von 3,6 Anféllen pro Tag lag unter dem Gesamtdurchschnitt aller
Placebotiere (X = 6,3). Die Art der Anfalle war mit durchschnittlich 1,9 fokalen und 1,7
generalisierten Anfallen pro Tag sehr ausgeglichen. Dennoch offenbaren sich zum Ende der
Aufzeichnung tendenziell mehr generalisierte Anfalle (siehe Abbildung 9). Zudem war
innerhalb der letzten drei Tage eine Zunahme der Haufigkeit der Anfalle mit Clusterung zu
verzeichnen. Die Verteilung der Anfélle im Tag-Nacht-Vergleich stellt sich sehr ausgewogen
dar. 17 (563%) der Anfalle fanden tagsuber statt und 15 (47%) ereigneten sich in der Nacht.
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Abbildung 9: Ubersicht aller Anfille bei Tier P1 in Abhdngigkeit von der Tageszeit

Die Dauer der einzelnen Anfalle wird in Abbildung 10 veranschaulicht. Die mittlere
Anfallsdauer betrug 34,66 + 9,82 Sekunden. 91% der Anfalle dauerten unter 30 Sekunden,
9% dauerten zwischen 30 und 60 Sekunden. Der kirzeste Anfall dauerte 4,52 Sekunden,
wahrend der langste Anfall 47,67 Sekunden andauerte. Es kam mit zunehmender
Krankheitsdauer weder zu einer Verkurzung noch zu einer Verlangerung der Anfallsdauer und

sie blieb Uber den gesamten Aufzeichnungszeitraum hinweg sehr variabel.
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Abbildung 10: Ubersicht iiber die Dauer der einzelnen Anfille bei Tier P1
Zur besseren Kenntlichmachung der einzelnen Anfélle wird die X-Achse modifiziert dargestellt. Jeder Strich stellt
einen Anfall dar.
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3.1.2 Placebotier 2 (P2)

Tier P2 erlitt wahrend der sechstdgigen EEG-Aufzeichnung nur drei Anfélle, was eine
durchschnittliche Anzahl von 0,5 Anféllen pro Tag ergab. Interessanterweise waren alle diese
Anfalle generalisiert und es wurden keine fokalen Anfélle beobachtet. Von den drei Anféllen
ereigneten sich zwei (67%) nachts, wahrend einer (33%) tagsuber auftrat. Aufgrund der
geringen Anzahl an Anféllen ist es schwierig, eine klare Tendenz oder eine Abhangigkeit von
der Tageszeit zu erkennen, insbesondere aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraums (siehe
Abbildung 11).
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Abbildung 11: Ubersicht aller Anfille bei Tier P2 in Abhéngigkeit von der Tageszeit
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Abbildung 12 illustriert die Dauer der drei Anfélle. Der erste Anfall dauerte 17,71 Sekunden,
der zweite Anfall 30,27 Sekunden und der dritte Anfall war mit 9,75 Sekunden der kirzeste.
Die mittlere Anfallsdauer betrug 19,20 + 10,33 Sekunden. Diese Ergebnisse zeigen eine
gewisse Variation in der Dauer der Anfalle, wobei jedoch keine klare Tendenz erkennbar ist,

da der Beobachtungszeitraum begrenzt und die Anzahl der Anfalle sehr gering war.

mmm Anfall  ceeeeeeee Mittelwert

50,0 -
45,0 -
40,0 -
35,0 -
30,0 -
25,0 -

20,0 4

Dauer des Anfalls (s)

15,0
10,0

5,0

0,0
1 2 3 4 5 6

Zeit der EEG-Aufzeichnung (d)

Abbildung 12: Ubersicht iiber die Dauer der einzelnen Anfille bei Tier P2
Zur besseren Kenntlichmachung der einzelnen Anfélle wird die X-Achse modifiziert dargestellt. Jeder Strich stellt
einen Anfall dar.
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3.1.3 Placebotier 3 (P3)

In Abbildung 13 werden die Anfallsereignisse von Tier P3 dargestellt. Innerhalb des
Aufzeichnungszeitraums von zehn Tagen erlebte es insgesamt 147 Anféalle. Zum Ende der
Aufzeichnung, unmittelbar vor Tod des Tieres, war eine deutliche Zunahme der
Anfallshaufigkeit zu beobachten, wobei allein am letzten Tag 123 Anfélle verzeichnet wurden.
Da die Anfalle ohne Erholungsphase rasch aufeinanderfolgten, handelte es sich um einen
Status epilepticus. Im Durchschnitt erlitt das Tier 14,7 Anfélle pro Tag, mehr als doppelt so
viele wie der Durchschnitt der Placebogruppe (X = 6,3). Davon waren im Mittel 11,2 fokale und
3,5 generalisierte Anfalle pro Tag. 77 (52%) der Anfélle ereigneten sich tagsiber, wahrend 70
(48%) nachts auftraten (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 13: Ubersicht aller Anfille bei Tier P3 in Abhdngigkeit von der Tageszeit
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Abbildung 14 zeigt eine mittlere Anfallsdauer von X = 48,54 + 62,12 Sekunden. Die kirzeste
Anfallsdauer betrug 11,94 Sekunden. Bei 75% der Anfélle lag die Dauer unter 30 Sekunden,
bei 20% zwischen 30 und 60 Sekunden, bei 5% war sie langer als 60 Sekunden. Dieses
Ergebnis beruht auf einer Zunahme der Anfallsaktivitdt zum Ende der Aufzeichnungsperiode
und damit zum Ende der Lebenszeit. Die Zunahme der Anfallsaktivitat entsprach einem Status
epilepticus (Anfalle langer als 5 Minuten). Zuvor war die Anfallsdauer Uber lange Zeit relativ
ahnlich lang.
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Abbildung 14: Ubersicht iiber die Dauer der einzelnen Anfille bei Tier P3
Zur besseren Kenntlichmachung der einzelnen Anfélle wird die X-Achse modifiziert dargestellt. Jeder Strich stellt
einen Anfall dar.
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3.2 Versuchsgruppe

3.2.1 Versuchstier 1 (M1)

Bei Versuchstier M1 wurden wahrend einer Aufzeichnungszeit von 52 Tagen insgesamt 168
Anfalle verzeichnet. Unter diesen waren 35 fokale und 133 generalisierte Anfélle. Die
durchschnittliche Anfallsrate pro Tag belief sich auf 3,2. Dieser Wert dhnelte dem der anderen
Versuchstiere (X = 3,3). Bei genauerer Betrachtung der Anfallstypen ergaben sich im
Durchschnitt 2,6 generalisierte Anfalle und 0,7 fokale Anfélle pro Tag. Die héhere Anzahl an
generalisierten Anféllen scheint auffallig. Das Versuchstier zeigte eine zunehmende
Anfallsaktivitat gegen Ende der Aufzeichnung. Die Anfélle traten haufig in Clustern auf.
Besonders ausgepragt war dieses Phanomen zwischen Tag 51 und 52 ( siehe Abbildung 15).
In einem prozentualen Tag-Nacht-Vergleich stellte sich heraus, dass 70 (42%) der Anfalle

tagstber und 98 (58%) der Anfalle nachts auftraten.
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Abbildung 15: Ubersicht aller Anfille bei Tier M1 in Abhéngigkeit von der Tageszeit
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Abbildung 16 veranschaulicht die mittlere Dauer der Anfalle, die bei 38,82 + 6,90 Sekunden
lag. Die Spanne reichte von der kirzesten Dauer von 14,23 Sekunden bis zum langsten Anfall
von 60,93 Sekunden. 92% der Anfélle dauerten unter 30 Sekunden, 8% zwischen 30 und 60
Sekunden. Es lieR sich keine eindeutige lineare Zunahme der Anfallsdauer im Verlauf der
Aufzeichnungsperiode feststellen.
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Abbildung 16: Ubersicht iiber die Dauer der einzelnen Anfille bei Tier M1
Zur besseren Kenntlichmachung der einzelnen Anfélle wird die X-Achse modifiziert dargestellt. Jeder Strich stellt
einen Anfall dar.
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3.2.2 Versuchstier 2 (M2)

Die EEG-Aufzeichnungen bei Tier M2 wurden Uber einen Zeitraum von 25 Tagen durchgefuhrt.
Wahrend dieser Periode traten insgesamt 90 Anfalle auf, wobei davon 50 fokale und 40
generalisierte Anfalle waren. Im Durchschnitt ergab dies 3,6 Anfalle insgesamt, mit 2,0 fokalen
und 1,6 generalisierten Anfallen pro Tag. In Abbildung 17 wird deutlich, dass sich eine
auffallige Clusterbildung an den Tagen 7/8, 15/16 und 23/24 ereignete. Ein Tag-Nacht-
Vergleich zeigte eine ausgewogene Verteilung der Anfélle. 42 Anfélle (47%) fanden am Tag
statt und 48 Anfalle (53%) traten nachts auf.
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Abbildung 17: Ubersicht aller Anfille bei Tier M2 in Abhéngigkeit von der Tageszeit
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Abbildung 18 veranschaulicht die durchschnittliche Dauer der Anfélle bei Tier M2. Die kirzeste
Anfallsdauer betrug 16,42 Sekunden, wahrend der langste Anfall 53,56 Sekunden andauerte.
Die mittlere Dauer aller Anfalle lag bei 38,11 £ 8,43 Sekunden. Die Dauer der Anfélle betrug
bei 87% unter 30 Sekunden, bei 13% lag sie zwischen 30 und 60 Sekunden. Es war keine
klare Tendenz hinsichtlich der Anfallsdauer erkennbar, da die Werte eine betrachtliche
Streuung aufwiesen.
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Abbildung 18: Ubersicht iiber die Dauer der einzelnen Anfille bei Tier M2
Zur besseren Kenntlichmachung der einzelnen Anfélle wird die X-Achse modifiziert dargestellt. Jeder Strich stellt
einen Anfall dar.
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3.2.3 Versuchstier 3 (M3)

Uber einen Zeitraum von 81 Aufzeichnungstagen erlitt Tier M3 insgesamt 245 Anfalle, was
durchschnittlich 3,0 Anfallen pro Tag entsprach. Dabei zeigte sich eine nahezu ausgeglichene
Verteilung zwischen fokalen Anfallen mit einer Rate von 1,7 pro Tag und generalisierten
Anfallen mit 1,4 pro Tag (siehe Abbildung 19). Interessanterweise ahnelte die Anzahl der
taglichen Anfalle trotz des langen Beobachtungszeitraums dem Mittelwert aller Versuchstiere
(X = 3,3). In Abbildung 19 ist eine deutliche Clusterung der Anfalle erkennbar, wobei an
manchen Tagen eine signifikante Zunahme der Anfallshaufigkeit zu beobachten war, gefolgt
von Phasen ohne Anfélle. Die Tages- und Nachtverteilung der Anfalle zeigt, dass 113 (46%)
der Anfalle tagsuber und 132 (54%) nachts auftraten. Zwischen den Tagen 54 und 60 wurde

eine kurze Phase mit ausschlief3lich nachtlichen Anfallen festgestellt.
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Abbildung 19: Ubersicht aller Anfille bei Tier M3 in Abhéngigkeit von der Tageszeit
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Abbildung 20 verdeutlicht, dass die Anfallsdauer teilweise recht lang war. Der langste Anfall

erstreckte sich uUber 78,98 Sekunden, wahrend der kirzeste Anfall lediglich 14,79 Sekunden

andauerte. Die durchschnittliche Anfallsdauer betrug 41,14 + 10,23 Sekunden und ahnelte

somit den Werten der anderen beiden Tiere in der Versuchsgruppe. 89% der Anfélle dauerten

weniger als 30 Sekunden, wahrend 11% der Anfalle zwischen 30 und 60 Sekunden

andauerten.
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Abbildung 20: Ubersicht iiber die Dauer der einzelnen Anfille bei Tier M3
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Zur besseren Kenntlichmachung der einzelnen Anfélle wird die X-Achse modifiziert dargestellt. Jeder Strich stellt

einen Anfall dar.
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3.3 Ubersicht aller untersuchten Tiere

Die vorliegenden Werte fur alle Tiere, die in dieser Studie mittels Video-EEG-Telemetrie
erfasst wurden, sind in Tabelle 2 Gbersichtlich dargestellt. P1, P2 und P3 bezeichnen die drei
Tiere der Placebogruppe, mit M1, M2 und M3 werden die Tiere der Versuchsgruppe
gekennzeichnet. Dabei wurden verschiedene Parameter wie der Zeitpunkt, die Art (fokal oder
generalisiert) und die Dauer der Anfalle bei der Datenanalyse bericksichtigt. Um eine
konsistente Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden die Daten entsprechend der
unterschiedlichen Aufzeichnungsdauer bei den einzelnen Tieren ausgewertet. Hierbei wurden
Mittelwerte flr die Gesamtanzahl der Anfélle, sowohl fokale als auch generalisierte, pro
Aufzeichnungstag berechnet. Die Daten zeigen, dass die Aufzeichnungsdauer des EEG bei
den Tieren sehr variabel war. In der Placebogruppe betrug sie zwischen 6 und 10 Tagen. In
der Versuchsgruppe wies Tier M2 mit 25 Tagen die kurzeste Aufzeichnung auf, bei Tier M3
wurden die EEG-Daten Uber 81 Tage erhoben. Bei weiterer Betrachtung der Ergebnisse fallt
die hohe Variabilitdt unter den drei Placebotieren auf. Tier P1 verzeichnete wahrend der 9
Aufzeichnungstage 32 Anfélle, wahrend Tier P3 in nur 10 Tagen 147 Anfalle aufwies. Die sich
daraus ergebende Anzahl der durchschnittlichen Anféalle pro Tag lag in der Versuchsgruppe
nah beineinander und variierte, trotz insgesamt kirzerer Aufzeichnungsdauer, starker in der

Placebogruppe.

Tabelle 2: Zusammenfassung aller experimentellen Ergebnisse

Tier P1 P2 P3 M1 M2 M3
EEG-Dauer (d) 9 6 10 52 25 81
Anfalle gesamt 32 3 147 168 90 245
Fokale Anfalle 17 0 112 35 50 134
Generalisierte Anfille 52 3 35 133 40 111
Anfille gesamt/ Tag 3,6 0,5 14,7 3,2 3,6 3,0
Fokale Anfélle/ Tag 1,9 0 11,2 0,7 2,0 1,7
Generalisierte Anfélle/ Tag 1,7 0,5 3,5 2,6 1,6 1,4
2 Anfallsdauer (s) 34,66 19,20 48,54 38,82 38,11 41,14
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Der durchschnittliche Mittelwert der Gesamtanzahl der Anfélle pro Tag bei den Placebotieren
betrug X = 6,3 + 7,5 Anfélle, wahrend er bei den Versuchstieren X = 3,3 + 0,3 Anfélle betrug
(ungepaarter t-Test, t = 0,6878, df = 4, p = 0,5294). Obwohl die Anzahl der Anfallsereignisse
insgesamt in der Versuchsgruppe verringert war, war dieser Riickgang nicht signifikant. Auch
die durchschnittliche Anzahl von fokalen Anféllen pro Tag war in der Versuchsgruppe (X = 1,4
+0,7) im Vergleich zur Placebogruppe (X = 4,4 + 6,0) ricklaufig. Jedoch zeigte ein ungepaarter
t-Test, dass es sich hierbei nicht um ein signifikantes Ergebnis handelte (t = 0,8390, df = 4, p
= 0,4487). Zuletzt wurde die Anzahl der generalisierten Anfalle pro Tag untersucht. Die
Mittelwertabweichungen zwischen der Placebo- (X = 1,9 + 1,5) und der Versuchsgruppe (X =
1,8 £ 0,6) waren vergleichsweise gering und ebenfalls nicht signifikant (ungepaarter t-Test, t =
0,0493, df =4, p = 0,9630). Weiterhin wurde ein Quotient aus den generalisierten Anfallen und
den Anféllen insgesamt gebildet, um herauszufinden, wie sich diese Haufigkeit verandert hat.
Dieser betrug bei Tier P1 0,5, bei Tier P2 1,0 und bei Tier P3 0,2. Insgesamt ergab dies in der
Placebogruppe ein Wert von 0,57 generalisierten Anfallen pro Anfall. In der Versuchsgruppe
betrug die Haufigkeit von generalisierten Anfallen pro Anfall 0,6 (Tier M1: 0,8; M2: 0,4; M3:
0,5). Dieser Unterschied war minimal und nicht signifikant (ungepaarter t-Test, t < 0,0001, df
=4, p = 0,9999). Abbildung 21 visualisiert die durchschnittliche tagliche Anzahl von Anfallen

bei Placebo- und Versuchstieren mit einer Unterscheidung nach der Art des Anfalls.
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Abbildung 21: Ubersicht iiber die durchschnittliche Anzahl der Anfille aller Tiere
Die Grafik zeigt den Anteil der fokalen Anfélle (in blau) und der generalisierten Anfélle (in griin) sowie den Mittelwert
der Gesamtanzahl der Anfélle fiir jede Gruppe.
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Hinsichtlich der Anfallshaufigkeit zeigte die Auswertung des F-Tests auf Varianzunterschiede
jedoch ein interessantes Ergebnis. Zwischen der Placebo- und der Versuchsgruppe bestand
ein signifikanter Unterschied der Varianzen, sowohl bei der Gesamtanzahl der Anfalle pro Tag
(p = 0,0031) als auch bei der Anzahl der fokalen Anfalle pro Tag (p = 0,0261). Bei den
generalisierten Anfallen konnte kein signifikanter Varianzunterschied (p = 0,2968) festgestellt
werden. Es zeigt, dass es unter Pilocarpin-behandelten Tieren zu einem sehr individuellen

Anfallsmuster kommt und eine breite Streuung der Anfallsaktivitat vorliegt.

Die durchschnittliche Anfallsdauer der untersuchten Gruppen fir jedes Tier wird in Abbildung
22 a) veranschaulicht. Tier P1 wies mit 19,20 + 10,33 Sekunden die kiirzeste durchschnittliche
Anfallsdauer auf. Es ist jedoch anzumerken, dass bei diesem Tier lediglich drei Anfélle
registriert wurden. Bei Tier P3 hingegen war eine besonders grof’e Streuung bei der
Anfallsdauer festzustellen, wobei die durchschnittliche Dauer 48,54 Sekunden und die
Standardabweichung 62,12 Sekunden betrug. Dieser grofe Wert kam durch den Status
epilepticus am Ende der EEG-Aufzeichnung zustande. Insgesamt lag die durchschnittliche
Anfallsdauer der mit MMF behandelten Versuchstiere naher am Mittelwert der
Gesamtpopulation.

Abbildung 23 b) zeigt die durchschnittliche Lange der Anfélle in beiden Gruppen. Da die
Anfallsaktivitat bei Tier P3 am Ende der EEG-Aufzeichnung langer als funf Minuten andauerte,
war dies definitionsgemal als Status epilepticus zu werten. Da es nur einen Status epilepticus
in der gesamten Kohorte gab, wurde dieser nicht in die Anfallsdauerberechnung
miteinbezogen. Insgesamt wies die Placebogruppe somit eine mittlere Anfallsdauer von 34,86
t+ 9,02 Sekunden auf. In der Versuchsgruppe war die Dauer mit 39,84 + 8,85 Sekunden
signifikant hdher (ungepaarter t-Test, t = 6,383, df = 680, p < 0,0001).
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Abbildung 22: Ubersicht der durchschnittlichen Anfallsdauer in Sekunden

a) Mittlere Anfallsdauer eines jeden Tieres (P1-P3 = Placebogruppe; M1-M3 = Versuchsgruppe). Angegeben sind
die Mittelwerte + SD.

b) Mittlere Anfallsdauer der gesamten Placebogruppe (grauer Balken) sowie der gesamten Versuchsgruppe
(schwarzer Balken). Der Status epilepticus von Tier P3 wurde nicht miteinbezogen.
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Pilocarpin-Tiermodell

Das Pilocarpin-Tiermodell hat sich Uber einen langen Zeitraum hinweg als zuverldssige
Methode erwiesen, um die Entstehung einer chronischen Temporallappenepilepsie zu
simulieren. Dabei fuhrt die Entwicklung spontan wiederkehrender Anfélle, begleitet von einer
Hippocampussklerose und der Aussprossung von Moosfasern, zu einer gut dokumentierten
pathophysiologischen Veranderung (Borges et al., 2003). Es ist weitgehend bekannt, dass
Tiermodelle nicht direkt auf den Menschen Ubertragbar sind und einige Unterschiede in der
Anatomie von Hirnstrukturen zwischen Menschen und Ratten bestehen. Es sollte
berlcksichtigt werden, dass der durch die Injektion von Pilocarpin verursachte Schaden im
tierischen Temporallappen moglicherweise ausgepragter ist als im menschlichen
Temporallappen, was zu unterschiedlichen Schlussfolgerungen fiihren konnte.

Dennoch haben neueste Forschungsarbeiten einen bemerkenswerten Befund offenbart: Es
besteht eine erhebliche Ubereinstimmung in der Expression von Hyperpolarisations-
aktivierten und Zyklisch-Nukleotid-gesteuerten (HCN)-lonenkanalen zwischen epileptischen
Ratten und Menschen. Diese Entdeckung zeigt sich besonders deutlich in der Regulierung der
Kanalexpression unmittelbar nach einem Status epilepticus, wobei die HCN1-Expression
langfristig beeintrachtigt ist, wahrend die Beeintrachtigung der HCN2-Expression nur
voribergehend ist (Concepcion et al.,, 2021). Diese Parallelitat zwischen Tier- und
Menschenmodellen legt nahe, dass Nagetiere eine bevorzugte Spezies fiir die Modellierung
von Epilepsie sind und dass die gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen Ubertragbar

sein konnten.

4.1.2 Video-EEG-Telemetrie

In der gegenwartigen Zeit bleibt das EEG das vorherrschende Diagnoseinstrument fiir die
Untersuchungen der Epilepsie. Die erhaltenen Daten wurden mittels EEG-Signalen und
Videomaterial manuell ausgewertet und analysiert. Die Qualitadt der EEG-Aufzeichnungen

hangt dabei mafRgeblich von der Anzahl und Positionierung der Elektroden ab. In der
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klinischen Praxis werden Elektroden gemafly des 10-20-Systems nach Jaspers auf der
Kopfhaut platziert, wodurch insgesamt 19 Ableitelektroden vorliegen. Im Rahmen dieser
Studie wurden bei den Tieren nur zwei epidurale Elektroden implantiert, was dazu flihrte, dass
pro Tier nur ein EEG-Kanal abgeleitet wurde. Durch diese begrenzte Anzahl von Ableitungen
war eine prazise Lokalisation der Anfalle nicht mdglich. Eine tiefere Implantation der
Elektroden ware mit einem erhéhten Risiko fur Verletzungen oder Entziindungen verbunden
gewesen. Aus diesem Grund werden solche invasiven Verfahren bei Patienten meist nur vor
operativen Resektionen angewendet. Fir die vorliegende Studie war das Oberflachen-EEG
ausreichend, da der Fokus auf der Auswertung der Anfallsaktivitdt lag und keine prazise
Lokalisierung erforderlich war. Um jedoch zusatzliche Informationen zur genauen
Klassifizierung der Anfélle zu erhalten, wurden die EEG-Daten mit den entsprechenden
Videoaufnahmen synchronisiert. Dies flhrt nachweislich auch bei Patienten zu einer
genaueren Einordnung der Anfalle und Diagnosestellung (Hui et al., 2007). Alle
Videoaufnahmen wurden manuell durchgesehen. Die Klassifizierung der Anfélle in fokal oder
generalisiert erfolgte nach nach objektiven Kriterien. Nur wenn das EEG mit der
Videoaufnahme Ubereinstimmte und eindeutig ein Anfall zu erkennen war, wurde dieser als
solcher markiert. Es bestand die Moglichkeit, dass die Elektroden trotz Fixierung ihre Position
veranderten, was zu einer Diskrepanz zwischen dem Sender und den Videoaufnahmen fiihrte.
Falls dadurch oder durch andere technische Probleme keine eindeutige Zuordnung eines

Anfalls mdglich war, wurde dieser nicht in die Analyse miteinbezogen.

4.1.3 Placebo- und Versuchstiere

Die Begrenzung der Studie auf eine kleine Stichprobenanzahl wurde bewusst gewahlt, da
diese sich als ausreichend erwies, um einen klinisch relevanten Unterschied zu erfassen. Zur
Verdeutlichung dieser Darstellung wurden kumulative Daten von Bajorat et al. (2011)
herangezogen, die sich ebenfalls mit der Untersuchung von Anfallsfrequenzen bei
Tiermodellen der Epilepsie befassten. Diese historischen Daten wurden unter denselben
Bedingungen erhoben und sind somit reprasentativ. Die mittlere Anfallrate bei neun
untersuchten Tieren betrug 5,9 + 8,3 Anfalle pro Tag, wahrend die Werte der Placebotiere P1-
P3 einen ahnlichen Mittelwert von X = 6,3 + 7,5 aufwiesen. Ein ungepaarter t-Test ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (t = 0,0613, df = 10, p = 0,9923).

Zusatzlich zu den drei Placebotieren dieses Versuchs wurde eine neue Placebogruppe,
bestehend aus zwolf Tieren, gebildet und erneut ein Mittelwert berechnet. Der neue Mittelwert
betrug 6,0 £ 7,7 Anfalle pro Tag. Ein Vergleich mit dem Mittelwert der MMF-behandelten
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Gruppe (X = 3,3 + 0,3) ergab erneut keine signifikante Verringerung der Anfallshaufigkeit (t =
0,5929, df = 13, p = 0,5634). Obwohl eine groRere Anzahl von Tieren fir eine hdhere
Signifikanz wiinschenswert gewesen ware, bestatigt dieses Ergebnis die Entscheidung, nur
eine kleine Stichprobenzahl fir den Versuch auszuwahlen. Neben der fehlenden
Notwendigkeit gibt es tierwohltechnische Griinde, die diese Entscheidung unterstutzen.
Sowohl die Implantation der Elektroden als auch die Verabreichung der Medikamente und die
daraus resultierenden Anfalle stellen fur die Tiere eine erhebliche Belastung dar.

Es wurde streng darauf geachtet, dass alle Tiere einen ahnlichen Gesundheitszustand
aufwiesen, bevor die EEG-Registrierung begann. Da einige Tiere nach der Verabreichung der
Medikamente oder der Implantation des Senders jedoch langer intensiv betreut werden
mussten, flhrte dies dazu, dass die Tiere bei Beginn der EEG-Aufzeichnung unterschiedlich
alt waren. Tier P3 wurde beispielsweise zu einem spateren Zeitpunkt aufgezeichnet als die
Tiere P1 und P2. Die Aufzeichnung von P3 begann an Tag 114, wahrend P1 und P2 bereits
im Alter von 48 Tagen aufgezeichnet wurden. In der Versuchsgruppe war Tier M1 das jlingste
Tier, bei dem die Aufzeichnung an Tag 53 begann. Die Tiere M2 und M3 waren bei Beginn der
Aufzeichnung 88 und 89 Tage alt. Dies kdnnte potenziell zu Unterschieden in der
Anfallshaufigkeit oder -intensitat zwischen den Tieren fuhren, denn ein hdheres Alter geht oft
mit einem erhéhten Risiko fur Anfélle einher (de la Court et al., 1996). Daher ist es wichtig,
diese Altersunterschiede bei der Interpretation der Ergebnisse zu berlcksichtigen, da sie die

Vergleichbarkeit der Tiere einschranken kdnnen.

4.2 Anfallshaufigkeit im Epilepsiemodell

Das Ziel dieser Studie war es, den Effekt einer frihzeitigen Verabreichung von
Mycophenolatmofetil auf die Haufigkeit von Anfallen im Zusammenhang mit Pilocarpin-
induziertem Status epilepticus zu untersuchen. Die mittlere Anzahl der Anfalle pro Tag in der
Versuchsgruppe war geringer als in der Placebogruppe, allerdings war dieser Unterschied
nicht signifikant. Dieses Ergebnis gilt sowohl fur die Anfélle insgesamt als auch fur die fokalen
und die generalisierten Anfalle. Die anfangliche Hypothese, dass eine Behandlung mit MMF
unmittelbar nach dem Status epilepticus zu einer verbesserten Prognose bei den Tieren fihrt,
wurde daher nicht bestatigt. Die Entwicklung einer chronischen Epilepsie mit wiederkehrenden
Anfallen konnte nicht verhindert werden. Diese Studie zeigt jedoch eine erhebliche Variabilitat
der Anfallsaktivitat innerhalb der Placebogruppe. Diese war in der Versuchsgruppe nicht zu
verzeichnen. Interessanterweise erfolgte die EEG-Aufzeichnung bei den Versuchstieren tber

einen langeren Zeitraum als bei den Placebotieren. Dabei hatte dieser Fakt eine wesentlich
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groRRere Varianz erwarten lassen. Die Haufigkeit der Anfalle bei den Placebotieren schwankte
durchschnittlich zwischen 0,5 und 14,7 Anféallen pro Tag. Insbesondere bei Tier P3 wurde eine
deutliche Zunahme der Anfallshaufigkeit am Ende der Aufzeichnung festgestellt. Allerdings ist
zu erwahnen, dass dieses Tier zu Beginn der EEG-Aufzeichnung im Vergleich zu den anderen
Tiere am altesten war (114 Tage). Ein Einfluss des Alters auf die hohe Anfallsaktivitat kann
daher nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Auch bei Tier P1 war eine leichte Zunahme
der Anfélle in den letzten Lebenstagen zu beobachten. Tier P2 zeigte hingegen nur sehr
wenige Anfélle, was die Beurteilung der Anfallsaktivitdt erschwerte. Die mittlere
Anfallshaufigkeit betrug 6,3 Anfalle, wahrend die Tiere der Versuchsgruppe im Durchschnitt
3,3 Anfalle pro Tag erlitten.

Vergleiche mit friiheren Studien spiegeln ahnliche Ergebnisse wider. An dieser Stelle erfolgt
erneut der Verweis auf Bajorat et al. (2011). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen
eine breite Variabilitat in der Anfallsfrequenz und -charakteristik. Die Anfallsaktivitdt der neun
Pilocarpin-behandelten Tiere wurde mit den drei Tieren (P1-P3) dieser Studie zu einer neuen
Placebogruppe (n = 12) zusammengefasst und mit der MMF-behandelten Kohorte verglichen.
Die Durchfiihrung eines F-Tests konnte belegen, dass auch hier ein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Varianzen zwischen Placebo- und Versuchstieren (p = 0,0029) bestand. So
wird die betrachtliche Variation der Anfallsaktivitat innerhalb der Placebogruppe erneut
deutlich und hebt die konsistente Homogenitat innerhalb der Versuchsgruppe hervor. Die
Relevanz, nicht nur die durchschnittliche Anfallsfrequenz zu berlcksichtigen, sondern auch
die Variabilitat innerhalb der untersuchten Kohorten zu analysieren, wird mehr und mehr
offensichtlich.

Die Einteilung der Anfalle in fokal und generalisiert erfolgte anhand klinischer Merkmale. Eine
weitere Differenzierung der Anfallsarten wurde aufgrund fehlender Informationen (nur eine
EEG-Ableitung) und fir eine bessere Ubersicht vermieden. Auch Absencen wurden bei der
Auswertung nicht mitbertcksichtigt. Aufgrund der deutlicheren Auswirkungen und des
Bewusstseinsverlustes wahrend eines generalisierten Anfalls war es fur uns von Interesse zu
untersuchen, ob die Anzahl solcher Anfélle bei den mit MMF behandelten Tieren abnahm. Es
ergab sich, dass das Verhdlinis von fokalen zu generalisierten Anféllen in der
Behandlungsgruppe im Vergleich zur Placebogruppe keine signifikante Veranderung aufwies.
Zusatzlich zeigte sich sowohl in der Placebogruppe als auch in der Versuchsgruppe eine
Clusterbildung der Anfalle, das heif3t, es traten mehr als zwei Anfalle innerhalb von 24 Stunden
auf. Eine einheitliche Tendenz war dabei nicht erkennbar. Auch bei Patienten mit Epilepsie
wird dieses Phanomen haufig beobachtet. Es ist nach wie vor umstritten, warum es dazu
kommt. Einige Studien gehen von einer hormonellen Veranderung aus (de Nys et al., 2024).
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kann ein Einfluss des Immunsystems weitgehend

ausgeschlossen werden.
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Weder in der Placebogruppe noch in der Versuchsgruppe war ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Anféllen und der Tageszeit zu verzeichnen. Im Durchschnitt
wurden in der Placebogruppe 46% der Anfalle wahrend heller Phasen und 54% wahrend
dunkler Phasen verzeichnet. In der Versuchsgruppe war das Verhaltnis mit 45% tagstber und
55% nachts beinahe identisch. Die Studie von Bajorat et al. (2011) kommt zu einer &hnlichen
Schlussfolgerung. Untersucht wurde die Anfallsaktivitat von Tieren zu verschiedenen
Tageszeiten mit dem Ergebnis, dass keine zirkadiane Abhangigkeit besteht. Dennoch kann
eine zeitliche Verteilung der Anfélle im Zusammenhang mit einem Hell-/Dunkel-Zyklus nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Es existieren weitere Studien, die von zirkadianen
Mustern der Anfélle ausgehen und es konnte gezeigt werden, dass Anfalle, sowohl bei
Menschen, als auch bei Ratten haufiger bei Helligkeit auftreten als in Dunkelphasen (Quigg et
al., 1998). Dabei scheint es eine Rolle zu spielen, ob sich die Tiere in einem entspannten oder
aktiven Zustand befinden. Dies erfordert jedoch weitere Untersuchungen. Eine Veranderung
der Anfallsdauer in Abhangigkeit der Tageszeit konnte in dieser Arbeit und auch von anderen
Autoren nicht festgestelt werden (Jenssen et al., 2006).

Interessanterweise zeigte sich, dass die mittlere Anfallsdauer nach Behandlung mit MMF
tendenziell leicht zunahm, anstatt sich zu verklrzen. Durchschnittlich dauerte ein Anfall in der
Placebogruppe 35 Sekunden und in der Versuchsgruppe 40 Sekunden. Statistisch stellt dies
einen signifikanten Unterschied dar ( p < 0,0001). Welche Faktoren die Lange der Anfélle
beeinflussen, lasst sich schwer sagen. Die mittlere Anfallsdauer war in anderen Studien etwas
héher, so betrug sie bei Goffin et al. (2007) beispielsweise 47 Sekunden. Weitere Autoren, die
die Anfallsdauer bei Epilepsie-Patienten untersucht haben, konnten feststellen, dass die Dauer
von fokalen Anfallen im Vergleich zu generalisierten Anfallen deutlich kirzer war. Einfach
fokale Anfélle waren ebenfalls von geringerer Dauer als komplex fokale Anfalle (Dobesberger
et al., 2015). Wir haben bei der Analyse der Anfallsdauer nicht nach der spezifischen Anfallsart
unterschieden. Diese Differenzierung koénnte jedoch in zukunftigen Forschungen von
Bedeutung sein und sollte daher in Erwagung gezogen werden. Bei Tier P3 der Placebogruppe
waren zum Aufzeichnungsende immer langer andauernde Anfalle zu beobachten, die
schlief3lich in einen Status epilepticus mindeten. In der Versuchsgruppe kam es nicht zu
einem solchen Ereignis oder einer auffallig verlangerten Anfallsdauer bei Fortschreiten der
Epilepsie. Die Dauer der Anfélle blieb bei den MMF-behandelten Tieren wahrend der
gesamten Aufzeichnungsperiode ahnlich lang.

Es lasst sich zusammenfassen, dass sich die Anfallsaktivitdt insgesamt nicht signifikant
verringert hat, die Dauer der Anfélle hat sich sogar verlangert. Jedoch hat die Homogenitat
innerhalb der mit MMF behandelten Population signifikant zugenommen. Dies ist besonders
hervorzuheben, da die EEG-Aufzeichnungen der Versuchstiere Uber einen deutlich langeren

Zeitraum erfolgten und eine breitere Streuung zu erwarten gewesen ware. Es drangt sich die
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Frage auf, welche Faktoren zu den individuellen Anfallsmustern in der Placebogruppe
beigetragen haben. Das Immunsystem scheint darauf einen bedeutenden Einfluss zu haben,

weshalb dieses Thema im weiteren Verlauf genauer untersucht wird.

4.3 Antiinflammation als moglicher Therapieansatz

Das zentrale Nervensystem (ZNS) wird oft als immunprivilegierter Ort betrachtet. Dieser
Begriff meint das Fehlen lokaler Immunreaktionen in besonderen Gewebearten wie dem ZNS,
aber auch der vorderen Augenkammer oder den Hoden. Die Entzindungsreaktion im
zentralen Nervensystem unterscheidet sich von der in anderen Korperregionen. Zunachst ist
das ZNS begrenzt durch einen harten Schadelknochen und unelastische Hirnhaute. Eine
Zunahme an Volumen wie bei einer entzindlichen Schwellung wirde den Druck auf das
Gewebe und die Gefalde lebensgefahrlich erhéhen. Weiterhin sind Neuronen hauptsachlich
postmitotisch und daher nicht regenerierungsfahig (Galea et al., 2007). Die Aktivitat wahrend
eines epileptischen Anfalls kann dazu flihren, dass verschiedene Zellen im Gehirn wie
Mikroglia, Astrozyten, Neuronen und Endothelzellen, Entziindungsmediatoren freisetzen
(DiSabato et al., 2016). Dies wiederum kann die Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke
verandern und bewirken, dass normalerweise vom Hirngewebe ausgeschlossene Molekile
und Bestandteile des adaptiven Immunsystems eindringen kénnen. Diese Veranderungen
verstarken die Entzindungsreaktionen im Gehirn und tragen negativ zu einem Anstieg der
epileptischen Aktivitat bei (Engelhardt, 2008). Der Nachweis von zytotoxischen CD8*T-Zellen
im Hippocampus nach Pilocarpin-induziertem Status epilepticus deutet auf eine solche
Neuroinflammation hin. Die Entziindung kann dabei entweder nur voribergehend sein, oder
aber, was vermutet wird, in eine chronische Form tibergehen und zu einem neuronalen Verlust
fuhren (Liblau et al., 2013).

Es wird verstandlich, warum aktivierte T-Zellen, die bei einer Entziindung in das ZNS
eindringen, ein groRes Problem darstellen kénnen und die Immunreaktion im Gehirn eine
andere sein muss, als in der Peripherie. Ob ein Immunprivileg wirklich existiert, wurde in den
vergangenen Jahren haufig diskutiert. FUr ein Immunprivileg sprechen zum einen schwer
uberwindbare Barrieren, Uber die Zellen des adaptiven Immunsystems in das ZNS gelangen
kénnen (Blut-Hirn-Schranke, Blut-Liquor-Schranke und Liquor-Hirn-Schranke) (Dunn &
Isaacs, 2021). Zum anderen ist die Expression von MHC-Molekiilen im Parenchym des ZNS
sehr begrenzt (Wiliams et al, 1980). Das Fehlen eines konventionellen
Lymphdrainagesystems diente anfanglich als weiteres Argument (Head et al., 1985). Neuere

Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass es tatsachlich Lymphgefalde in den Hirnhauten
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gibt, die mit den tiefen Halslymphknoten in Verbindung stehen (Louveau et al., 2015). Eine
direkte Verbindung mit dem ZNS-Parenchym wird zwar durch zwei Gewebebarrieren (Glia
limitans und Blut-Liquor-Schranke) unterbunden, dennoch kénnte die Entdeckung des
lymphatischen Systems im ZNS Hinweise darauf liefern, dass das Gehirn nicht, wie
angenommen, von Immunreaktionen isoliert ist, sondern neuroinflammatorische

Erkrankungen mit einer gestérten Immunfunktion in Verbindung stehen.

4.3.1 Rolle der Blut-Hirn-Schranke

Fir eine stabile Umgebung und die Schadensbegrenzung bei Krankheiten oder Entziindungen
ist eine intakte Blut-Hirn-Schranke immens wichtig. Im Wesentlichen wird sie aus nicht
gefensterten Endothelzellen mit interendothelialen Tight Junctions, den Perizyten sowie der
Basalmembran gebildet (Abbott et al., 2010). Die Perizyten kdnnen durch Kontraktion den
Durchmesser der Kapillare verandern (Peppiatt-Wildman et al., 2006) und bei der Infiltration
von Immunzellen eine Rolle spielen (Armulik et al., 2011). Das ,Patrouillieren® von T-Zellen
durch die Cerebrospinalflissigkeit (CSF) im Bereich der spezialisierten perivaskularen
(Virchow-Robbins-) Raume gehdrt zu einer physiologischen Immuniberwachung. Es wurde
bisher ausschlieR3lich fir CD4*T-Zellen beschrieben (Svenningsson et al., 1993), fur CD8'T-
Zellen gilt dies wahrscheinlich nicht. Zudem kénnen CD4*T-Zellen effizienter an das Endothel
binden als CD8*T-Zellen (Male et al., 1994).

Kommt es im ZNS zu einer Infektion oder einem Anfall, werden, vermittelt durch Chemokine
und Zytokine, zirkulierende Leukozyten aktiviert. Diese kdnnen in das ZNS eindringen, indem
sie an den Gefalkwanden entlangrollen und zunachst adhasiv an das Endothel binden. Fur die
Migration in das ZNS existieren drei mdgliche Routen: 1. vom Blut zum Liquor Uber den Plexus
choroideus, 2. vom Blut zum Subarachnoidalraum und 3. vom Blut direkt in das Parenchym
Uber die Blut-Hirn-Schranke (Kivisékk et al., 2003). Auf der luminalen Seite des Endothels der
postkapillaren ~ Venole werden Integrin-Liganden wie ICAM-1  (interzellulares
Adhasionsmolekul 1), VCAM-1 (vaskulares Zelladhasionsmolekul-1) Selektine (P-Selektin)
und Chemokine exprimiert. Lymphozyten besitzen auf ihrer Oberflache Chemokinrezeptoren,
Selektinliganden wie P-Selektin-Glyokoproteinligand-1 (PSGL-1) und Integrine wie
Lymphozytenfunktions-assosziiertes Antigen 1 (LFA-1, auch bekannt als 32-Integrin). Durch
Wechselwirkungen zwischen P-Selektin und P-Selektin-Ligand sowie ICAM-1 und LFA-1
konnen die T-Zellen transmigrieren, allerdings ist daruber bisher wenig bekannt. Die
Diapedese kann direkt durch (transzellular) oder zwischen (parazellular) den Endothelzellen
erfolgen. Man weil} inzwischen, dass die Lymphozyten dazu in der Lage sind, mithilfe von

Podosomen transzellulare Poren durch das Endothel zu bilden. Dieser Vorgang ist abhangig
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von der Src-Kinase und dem Aktin-regulatorischen Protein WASP (Wiskott-Aldrich-Syndrom-
Protein) (Carman et al., 2007). Es ist belegt, dass es bei Anfallen zu einem vermehrten
Entlangrollen von Leukozyten sowie zu einer vermehrten Expression von
Zelladhasionsmolekulen wie ICAM-1 und VCAM-1 kommt (Fabene et al., 2008). Es ware also
denkbar, dass eine Immunmodifikation der Leukozyten-Endothel-Interaktion einen weiteren
mdglichen Therapieansatz bei Epilepsie darstellt.

Die Veranderungen in der Permeabilitat konnten sowohl bei der experimentellen als auch bei
der menschlichen Temporallappenepilepsie festgestellt werden. Durch die lokal
immunstimulierende Wirkung von T-Lymphozyten, Zytokinen und Chemokinen entsteht ein
Zustand bei dem Entziindungszellen leichter die Blut-Hirn-Schranke durchdringen koénnen.
Dies aufert sich in der Anhaufung von Serumproteinen im Gewebe des ZNS und einem
positiven Zusammenhang zwischen einer verminderten BHS-Funktion und dem Auftreten von
Anfallen bei Ratten mit chronischer Epilepsie (van Vliet et al., 2007). Der Zusammenbruch der
BHS konnte daher wesentlich zu einer Epileptogenese beitragen. Die Struktur der Tight
Junction-Proteine Claudin und Occludin, die die Endothelzellen eng zusammenhalten, wird
wesentlich durch das von CD8*T-Zellen freigesetzte Perforin verandert (Johnson et al., 2014).
Wenn das Plasmaprotein Albumin in das Hirnparenchym eindringt, wird in Nervenzellen eine
Apoptose ausgeldst (Seiffert et al., 2004). Infolgedesse wird ungehindert Glutamat freigesetzt,
was zu weiteren Schaden des Gewebes fiihrt (Zhang und Bhavnani, 2006). Zudem bindet
Albumin an die TGF-B-Rezeptoren auf Astrozyten und aktiviert dadurch die SMAD2/3-
Signalkaskade (Cacheaux et al., 2009). Astrozyten sind die am haufigsten vorkommenden
Gliazellen und besitzen neben ihrer Stitzfunktion weitere wichtige modulierende
Eigenschaften. Innerhalb von Stunden bis Tagen nach einem Status epilepticus kommt es zu
einer sogenannten astrozytischen Transformation (Friedman et al., 2009), die diverse
transkriptionelle Veranderungen mit sich bringt. Beispielsweise resultiert eine reduzierte
Expression von nach innen gerichteten Kaliumkanalen (Kir 4.1), sodass der extrazellulare
Kaliumspiegel ansteigt und NMDA-Rezeptoren Uibererregt werden (David et al., 2009). Zudem
kommt es zu einer verminderten Anzahl an zellverbindenden Gap Junctions sowie einer
beeintrachtigen Glutamat-Homoostase. All diese Effekte haben einen erheblichen Einfluss auf
die neuronale Ubererregbarkeit und beglinstigen (weitere) epileptiforme Aktivitat (Boer et al.,
2008). Auch jungste Studien belegen, dass sowohl bei experimenteller als auch bei
menschlicher TLE vor und wahrend der Anfalle die astrozytare Gutamatfreisetzung erhoht ist
(Vezzani et al., 2023). Es ist unumstritten, dass dies zu mehr Anfallen fuhrt. Es ware jedoch
auch maoglich, dass es sich dabei nicht um die Ursache, sondern lediglich um ein
Nebensymptom der erniedrigten Anfallsschwelle handelt. Denn obwohl die Aktivierung von
Mikrogliazellen und die Rekrutierung von Lymphozyten reprasentativ flr eine Schadigung des

ZNS stehen, handelt es sich nicht um die alleinigen Ausldser fir die Neurodegeneration. Es
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existieren Studien, die besagen, dass die zellulare Infiltration von Immunzellen und eine
Funktionsstorung der BHS nicht zwingend miteinander zusammenhangen missen (Galea et
al., 2007). Die Dichte der Tight Junctions ist im Kapillarendothel am grof3ten, aber aktivierte T-
Lymphozyten kénnen auch ohne eine Neuroinflammation (Zamvil und Steinman, 1990) und
bei intakter Blut-Hirn-Schranke (Perry et al., 1997) in das ZNS gelangen. Dabei infiltrieren sie
hauptsachlich im Bereich der postkapillaren Venolen (Cross et al., 1990) und auf transzellulare
Weise, sodass die Tight Junctions keine hinderliche Barriere darstellen (Ge et al., 2005).
Zudem ist zu betonen, dass die Rekrutierung der T-Lymphozyten durch Mikroglia selektiv in
die von Anféllen betroffenen Bereiche erfolgt (Silverberg et al., 2010). Wenn Mikroglia friih
nach einer Infektion - beispielsweise durch einen Inhibitor - fehlten, hat sich die Schadigung
im Bereich des Hippocampus verschlimmert (Waltl et al., 2018). In Versuchen mit Knockout-
Mausen konnte zudem gezeigt werden, dass sich bei einem Mangel von CD4" und CD8*T-
Zellen die latente Phase der Epileptogenese sogar verkurzt hat (Silverberg et al., 2010). Dies
bestatigt die Relevanz eines intakten Immunsystems fir die Anfallsaktivitat und insbesondere
die Rolle von T-Zellen, einen wirksamen Schutz gegen weitere Anfalle aufzubauen. Die Frage
lautet jedoch, ob diese Reaktion unzureichend ablauft, von welchen weiteren Elementen sie
abhangig ist und ob sie sich im Sinne einer Autoimmunerkrankung womdglich gezielt gegen

kdrpereigene Strukturen richten kénnte.

4.3.2 Bedeutung der Zytokine

Bei der Beantwortung der Frage nach einer entziindlich bedingten Epileptogenese spielen die
Zytokine eine wesentliche Rolle. Sie stellen mit den TLRs (Toll-Like-Rezeptoren) den
Ubergang zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem dar. Unter den TLRs wird
eine Familie von Transmembranproteinen zusammengefasst, deren Aktivierung eine
intrazellulare SignalUbertragung bewirkt. Sie stehen im Zusammenhang mit den IL-18-
Rezeptoren. lhre Stimulation aktiviert Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-«kB
(Nuclear Factor ,kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells), der Gene fir
proinflammatorische ~ Zytokine, = Chemokine, Proteine des Komplementsystems,
Cyclooxygenase-2 und Stickoxide kodiert (Vezzani und Granata, 2005). Die TLRs werden
unter anderem auch durch Hitzeschockproteine, die bei Fieberkrampfen freigesetzt werden
oder durch Komponenten der Extrazellularmatrix, die bei Gewebeschadigung entstehen,
aktiviert (Allan und Rothwell, 2001).

Im Hippocampus von Mausen, wahrscheinlich auf den Dendriten der Kérnerzellen, befinden
sich zahlreiche Rezeptoren fiir das Zytokin IL-1B3 (Takao et al., 1990). Weitere Studien haben
belegt, dass auch bei Menschen mit TLE das Zytokin IL-18 erhéht ist (Sheng et al., 1994). Es
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wird hauptsachlich in aktivierten Astrozyten und Mikroglia, weiterhin in Endothelzellen,
Neuronen und Lymphozyten, entweder nach Hirnverletzungen oder bei wiederholten Anfallen
produziert (Hopkins und Rothwell, 1995) und bindet hochaffin an den IL-1B3-Rezeptor vom Typ
1 (IL-1R1) in Hippocampus-Neuronen. Es bewirkt die Rekrutierung von Makrophagen, die
Anlockung von T-Zellen und die Induktion des Zelladh&asionsmolekils ICAM-1, welches auf
Endothelzellen exprimiert wird. Dieses kann das Integrin LFA-1 auf Leukozyten binden und
eine Lymphozytendiapedese durch die BHS ermdglichen (Zattoni et al., 2011).

Die proepileptogenen Effekte nach Aktivierung des Rezeptors dufern sich zum einen durch
das schnelle Einwirken auf die neuronale Ubertragung, zum anderen langfristig auf die
Gentranskription  (Vezzani und Baram, 2007). Uber den schnellen, nicht-
transkriptionsabhangigen Weg werden im vorderen Hypothalamus Kinasen der Src-Familie
aktiviert (phosphoryliert) und dadurch N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) und spannungsgesteuerte
lonenkanéle verandert. Dies bewirkt eine erhdhte Calciumkonzentration und damit verbunden
eine verminderte Anfallsschwelle sowie eine neuronale Ubererregbarkeit. In Endothelzellen
bewirkt die Src-Aktivierung zudem einen Zerfall der Blut-Hirn-Schranke (Vezzani et al., 2011).
Bemerkenswertenswerterwesie konnte eine Blockade von IL-13 die Leckage der BHS
reduzieren (Marchi et al., 2009). Wahrend es bei einer peripheren Entziindung parallel zu einer
gesteigerten Synthese von IL-1R-Antagonisten (IL-1RA) kommt, wird bei einer zentralen
Entzindung IL-1RA jedoch nur sehr verzogert gebildet. Die Konzentration von IL-1f3 ist
demnach im Gehirn langer anhaltend als in der Peripherie und entziindungshemmende
Mechanismen scheinen unzureichender (Vezzani et al., 2013).

Es wird immer offensichtlicher, dass der finale Verlauf einer Entzindung mafgeblich von der
Produktion der Zytokine, der Dauer der Exposition im betroffenen Gewebe und ihrem
Gleichgewicht zwischen neurotrophen und neurotoxischen Faktoren zusammenhangt
(Vezzani und Granata, 2005). Im physiologischen Zustand fungieren antiinflammatorische
Zytokine als Kontrollelemente, um die potenziell schadlichen Folgen einer Ubermafigen
Entzindungsreaktion einzuddmmen. Dabei herrscht ein kontinuierlich im Fluss befindliches
Gleichgewicht zwischen proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokinen. Es kann
jedoch auch dazu kommen, dass der jeweilige Effekt entweder nicht ausreichend oder aber zu
ubermalig eintritt (Opal & DePalo, 2000). Zudem besitzen beinahe alle Zytokine eine
Mehrfachwirkung und kénnen gleichzeitig sowohl entzindungshemmende als auch
entzindungsférdernde Effekte aufweisen (siehe Tabelle 3). IL-6 gilt beispielsweise als
hauptsachlich proinflammatorisches Interleukin, welches die Expression von Akute-Phase-
Proteinen induziert, andererseits kann es andere proinflammatorische Zytokine wie IL-1 und

TNF-a hemmen und hat somit auch antiinflammatorische Eigenschaften (Xing et al., 1998).
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Tabelle 3: Die wichtigsten Zytokine und ihre Effekte im Uberblick

Zytokin Produzierende Zellen Proinflammatorische Effekte Antiinflammatorische Effekte Referenzen
IL-1 T-Zellen (Th1), Mikroglia, Neurotoxisch; aktiviert natirliche Kann Nervenwachstumsfaktor sowie Ganter et al., 1992
Astrozyten, Neuronen, Killerzellen; Fieber; stimuliert ziliaren neurotrophen Faktor und Rothwell, 1999
Endothelzellen weitere Zytokinproduktion durch  Wachstumsfaktor aus Astrozyten Vezzani et al.,
Makrophagen; bewirkt Mikroglia- synthetisieren 2007
Proliferation
IL-1- RA Mikroglia, Astrozyten, Hemmt spezifisch IL-1a und IL-13 Friedlander et al.,
Neuronen, Endothelzellen 1996
Vezzani et al.,
2000
11-2 T-Zellen (Th1), Mikroglia, Aktiviert adaptive Immunzellen;  Kann neuronales Uberleben fordern; Jiang & Lu, 1998;
Astrozyten Stérung der BHS; stimuliert u.a. Proliferation von Nemni et al., 1992
neurodegenerative Oligodendrozyten
Eigenschaften
IL-4 T-Zellen (Th2), Mastzellen, Fordert Zellwachstum; hemmt u.a. IL- Brown & Hural,
Stromazellen 1, IFNy, TNF-a und IL-6-Produktion; 1997
hemmt Th1-/ férdert Th2- Toi et al., 1991
Differenzierung; hemmt Tumorbildung Tepper et al., 1992
IL-6 T-Zellen (Th2) Mikroglia, Induziert Akute-Phase-Proteine; Hemmt IL-1, TNF-a und IFNy- Barton, 1997
Astrozyten, Endothelzellen Astrogliose, Stérung der BHS Produktion; induziert IL-1-RA sowie Ruzek et al., 1997
Glukokortikoidsynthese Xing et al., 1998

48



IL-10

Makrophagen, Monozyten,
T-Zellen (Th2)

Hemmt u.a. IL-2 und IFNy sowie Th1-

Lymphozytenreaktion

Howard et al. 1992
Lalani et al., 1997

IFNy T-Zellen (Th1), Aktiviert Makrophagen; induziert Jonakait, 1997
Astrozyten, Mikroglia Akute-Phase-Proteine; Fieber; Muchamuel et al.,
Astrogliose 1997
TNF-a Makrophagen, Mastzellen, Induziert Akute-Phase-Proteine; Hemmende Wirkung auf aktivierte T- Cope et al., 1997;
T-Zellen (Th1), fordert Produktion von ICAM-1/  Zellen Kassiotis et al.,
Endothelzellen, Neuronen VCAM-1 sowie NO- Synthese; 2001
erhéht MHC-1/11 Expression; Wilson et al.,
Astrogliose 199818.07.25
16:50:00
TGF-B8 T-Zellen (Th2), Monozyten, Durch SMADZ2/3-Signalweg Neuroprotektiv: férdert Wundheilung Kingsley, 1994

Makrophagen, Fibroblasten,
Epithelzellen

auch neuronale
Ubererregbarkeit und Induktion
proinflammatorischer Zytokine
(IL-1, IL-6)

und Zellwachstum; hemmt
proinflammatorische Zytokinsynthese
(TNF-a, IL-1, IL-6)

Letterio et al., 1997
18.07.25 16:50:00
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Es wird vermutet, dass die Auspragung des neuronalen Schadens durch die Konzentration
der Zytokine moduliert wird. Im Gehirn bewirken Zytokine zudem gravierende Veranderungen
des neuroendokrinen Systems und von verschiedenen Neurotransmittern wie Noradrenalin,
GABA, Acetylcholin und Glutamat. Glutamat ist durch die Wechselwirkung mit Zytokinen
wahrscheinlich auch an neurodegenerativen Prozessen beteiligt (De Simoni und Imeri, 1998).
Untersuchungen an Hippocampusschnitten von Ratten konnten eine erhdhte Konzentration
proinflammatorischer Zytokine (IL-6 und TNF-a) nach einem Kainat-induzierten Status
epilepticus nachweisen (de Bock et al., 1996). Es kommt auRerdem zu neuromodulatorischen
Effekten, die unter anderem die Erregbarkeitsschwelle von Neuronen herabsetzen (Vezzani
et al.,, 2013). Bereits geringe Konzentrationen von IL-1B, IL-6 und TNF-a kénnen die
Langzeitpotenzierung im ZNS hemmen und die synaptische Ubertragung beeinflussen
(Cunningham et al., 1996; Coogan und O’Connor, 1997). Studien zeigen, dass der
Gewebespiegel der Zytokine, insbesondere IL-1, im Alter auflerdem signifikant zunimmt
(Sheng et al., 1998). Auch ein genetischer Einfluss auf die Zytokinproduktion konnte belegt
werden (Westendorp et al., 1997). So hatten Probanden mit einem hohen Verhaltnis von IL-
10 zu TNF-a ein erhdhtes Risiko, an einer Meningokokken-Infektion zu versterben. Dieses
erblich bedingte Zytokinprofil kdnnte eine mdgliche Erklarung fir die hohe Varianz der Anfalle
innerhalb der Placebogruppe sein. Scheinbar senkt eine T-Zell-Unterdriickung die Variabilitat
der Anfélle, indem infolgedesse auch weitere Steuerungselemente wie Zytokine unterdriickt
werden. Da es sich dabei nicht um die Ursache fur die Anfalle, sondern lediglich um einen
modulierenden Faktor handelt, wird die Anfallsaktivitdt dabei jedoch nicht vollstandig
unterdriickt. Ahnlich zu weiteren neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-
Krankheit kdnnte es also auch bei der Temporallappenepilepsie Zytokin-vermittelt zu einer Art
»,1eufelskreis der Entzindung“ kommen. Dabei existiert ein Zusammenhang zwischen dem
Expressionsniveau von Zytokinen und dem Ausmalf’ der Schadigung im Hirngewebe (Griffin
et al., 1994). Die Hirne von Patienten mit Epilepsie weisen neuronale Schaden mit
Neuritenbildung sowie eine beeintrachtigte Calciumhomdostase auf (Margerison & Corsellis,
1966). Dadurch werden Zytokine freigesetzt, die eine verstarkte Aktivierung von Gliazellen
bewirken. Diese produzieren wieder vermehrt Zytokine und I6sen einen Rickkopplungseffekt
aus (Lieberman et al., 1989). So exprimieren bei Epilepsiepatienten aktivierte Astrozyten
beispielsweise vermehrt das Zytokin S100b. Dabei handelt es sich um einen neurotrophen
Faktor, der das Neuritenwachstum férdert (Marshak et al., 1992). Diese biochemischen und
zellularen Vorgange kénnen zundchst entscheidend sein, um das Uberleben von Nervenzellen
zu sichern und die Regeneration von synaptischen Verbindungen, beispielsweise bei Fieber
oder einer Kopfverletzung, zu unterstitzen. Gleichzeitig kdnnten sie jedoch auch die Basis fir
ein erhohtes Risiko spaterer neurodegenerativer Erkrankungen schaffen. Eine

Uberexpression, womdglich ausgeldst durch die verstarkten Riickkopplungsmechanismen,
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kann sich toxisch auf Neuronen auswirken (Griffin et al., 1995). Dies geschieht beispielsweise
durch die Erhéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration, eine vermehrte NO- Produktion
sowie durch freiwerdende und sich ablagernde Amyloidpeptidfragmente (Hu et al., 1996;
Muller et al., 2017). Durch die neuronalen Schaden werden wiederum vermehrt Zytokine wie
das proinflammatorische IL-1 ausgeschiitttet und ein ,Zytokin-Zyklus“ entsteht (siehe
Abbildung 23).

, Zytokin-Uberexpression \

Neuronale Gliazellen-
Schadigung Aktivierung

\ Zytokin-Uberexpression J

Abbildung 23: Der "Zytokin-Zyklus“

Aus einer neuronalen Schédigung resultiert eine Zytokin-
Uberexpression, die Gliazellen aktiviert, was wiederum
eine Zytokinauschiittung bewirkt, die erneut zu einer
neuronalen Schédigung fiihrt.

Es ist interessant, dass bestimmte Zellen des Immunsystems, wie Zytokine, im Laufe von
Autoimmunerkrankungen unterschiedliche Effekte aufzeigen kénnen. So ist beispielsweise
TGF-B bei Multipler Sklerose (MS) zu Beginn der Erkrankung dazu imstande die Autoreaktivitat
zu hemmen (Prud’homme und Piccirillo, 2000), im Verlauf allerdings kann es - durch einen
fibrotischen Umbau - auch einen Schaden im betroffenen Gewebe bewirken (McCartney-
Francis et al., 1998).
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4.3.3 T-Zell-vermittelte Autoimmunitat

Dass die CD8*T-Zellen die Hauptpopulation im Gehirn von Patienten mit MS darstellen und
dabei eine schwere ZNS-Autoimmunitat auslésen, wurde hinreichend belegt (Babbe et al.,
2000; Huseby et al., 2001). Die zytotoxischen Zellen sind dazu in der Lage, an MHC-I, welches
auf Gehirnzellen exprimiert wird, zu binden und die Zellen abzutéten. Dabei kénnen alle
Subtypen von ZNS-Zellen, wie Neuronen, Astrozyten und Mikroglia moégliche Angriffsziele
darstellen (H. Neumann et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass CD8*T-Zellen in vitro sogar dazu
in der Lage sind, Axone direkt zu durchtrennen (Bitsch et al., 2000). Dass sich, beispielsweise
nach einer Virus-Infektion, geweberesidente CD8*T-Zellen (Tissue Resident Memory T-cells,
oder TRM-Zellen) im ZNS-Parenchym befinden, die nach Eliminerung der Infektion dort
verweilen, ist ein Fakt, der ebenfalls immer mehr an Bedeutung zu gewinnen scheint (Wakim
et al., 2010). Dabei sind die TRM-Zellen fir den Schutz des ZNS bei einer erneuten Infektion
mit dem Erreger von Bedeutung. Moglichweise verbleiben sie dort auch nach einer sterilen
Hirnverletzung oder bei einem Fieberkrampf und werden an Orten wie dem Plexus choroideus,
den Meningen oder in perivaskularen Raumen reaktiviert. Sie waren dann schneller dazu
imstande, Zytokine wie beispielsweise IFNy zu produzieren, die dann wiederum weitere Zellen
des adaptiven Immunsystems aktiveren kénnen. Der ,Nachteil* der TRM-Zellen besteht darin,
dass die Empfindlichkeit fir autoreaktive T-Zell-Reaktionen im Gewebe herabgesetzt wird.
Auch neuere Studien belegen einen Zusammenhang zwischen T-Gedachtniszellen und
Autoimmunerkrankungen. In Biopsien von Patienten mit Glomerulonephritis, einer autoimmun
bedingten Gewebezerstérung der Niere, zeigte sich, nach lokalen Harnwegsinfekten oder
einer systemischen Infektion wie einer Sepsis, eine erhdhte Anzahl von TRM-Zellen (Krebs et
al., 2020). Dabei ist bisher jedoch nicht bekannt, ob die TRM-Zellen die Entziindung auslésen
oder sie nur modulieren.

Golombeck et al. (2016) konnten nachweisen, dass CD8*T-Zellen im Gehirn in engem Kontakt
mit Neuronen stehen und eine immunvermittelte Neuropathie bis hin zu einem neuronalen
Verlust bewirken. Insbesondere ist dies bei der Hippocampussklerose, eine der haufigsten
Ursache der Temporallappenepilepsie, der Fall (Lu et al., 2017). Antikérper gegen
Oberflachenantigen-Ziele ~ wie  NMDA-, AMPA- und GABA-Rezeptoren sowie
spannungsgesteuerte Kaliumkanale sind bereits belegt worden (Kirschstein und Kohling,
2023). Bei der Autoimmunenzephalitis kommt es zu einer signifikanten Autoimmunreaktion
gegen das Myelin-Basisprotein (MBP) durch autoreaktive Th17-Zellen (Reboldi et al., 2009).
Die Folge der anhaltenden Neuroinflammation ist eine fortschreitende Gewebeschadigung mit
parallelem Verlust und erhéhter Erregbarkeit von Neuronen. In welchem Mal3e die Antikorper

dafur ursachlich sind, wird zurzeit noch diskutiert. Gegebenenfalls sind es die direkten Folgen
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auf die Neurotransmitterrezeptoren oder sogar die Koexistenz weiterer Antikérper (Kirschstein
und Koéhling, 2023). Auch bei Patienten mit einer speziellen Form der Autoimmunenzephalitis,
der GADG65-limbischen Enzephalitis (LE), konnte die Pathogenitat von CD8*T-Zellen erneut
bestatigt werden. Man hat im Hippocampusparenchym von GADG65-LE-Patienten eine
signifikant erhdhte Anzahl an Perforin-exprimierender CD8*T-Zellen nachgewiesen, woraus
sich ein neuronaler Verlust in der Pyramidenzellschicht und Granulatzellschicht des Gyrus
dentatus ergab. Durch das folglich geringere Hippocampusvolumen war auch die
Gedachtnisleistung bei diesen Patienten vermindert (Dik et al., 2021).

Ein weiteres wichtiges Beispiel fir eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist die seltene
Rasmussen-Enzephalitis (RE). Sie fiuhrt zu einer chronisch-progressiven Entziindung einer
Hirnhemisphare mit chronisch fokalen und sekundar generalisierten Anfallen. Unbehandelt
entwickelt sich eine Hirnatrophie der betroffenen Hemisphare und entsprechend der
Lokalisation kann es neben den Anféallen zu einer Hemiparese, Hemianopsie und kognitiven
Defiziten kommen. Der vorherrschende pathogene Prozess ist ein Antigen-gesteuerter MHC-
I-beschrankter und CD8* T-Zell-vermittelter Angriff gegen Antigene, die auf Neuronen und
Astrozyten im ZNS prasentiert werden (Schwab et al., 2009). Ein Autoantikérper gegen die
Glutamatrezeptor-Untereinheit GIuR3 konnte bei einigen, jedoch nicht bei allen Patienten
identifiziert werden (Mantegazza et al., 2002). Auch Autoantikdrper gegen das Munc18-Protein
mit Infiltration von B- und Plasmazellen sind bereits nachgewiesen worden (Alvarez-Barén et
al., 2008). Zudem sind T-Zellen dazu in der Lage, das Protein Granzym B zu sezernieren,
welches in den Zielzellen der zytotoxischen Zellen eine Caspase-vermittelte Apoptose
induziert (Gahring et al., 2001). Der resultierende Untergang von Neuronen und Astrozyten
fuhrt zu zahlreichen neurologischen Defiziten und der Ausbildung einer refraktaren fokalen
Epilepsie (Rogers et al., 1994). Forschungen konnten zeigen, dass bei Betroffenen eine CD8*
T-Zell-Expansion vorliegt, die bis zu 15 Monate anhalt. Es zeigen sich sogenannte CD8* T-
Zellklone sowohl im ZNS (perivaskular und parenchymal) als auch in der Peripherie. Mittels T-
Zell-Rezeptorsequenzierung wurde die klonale T-Zell-Rezeptor (TCR)-Diversitat ermittelt, die
allerdings nur eine begrenzte Vielfalt zeigte. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
sich CD8* T-Zellen nur aus einer geringen Anzahl an Vorlaufern entwickelt haben mussen, die
auf noch nicht identifizierte Antigene reagieren. Eine chronische Virusinfektion wird ebenfalls
als Ursache diskutiert. Auch ein erster Anfall oder eine Kopfverletzung sind denkbar. Eine
frihe Diagnosestellung und der rechtzeitige Beginn einer Immuntherapie kann die Prognose
fur Erkrankte verbessern. Bei Patienten mit schwer kontrollierbaren epileptischen Anfallen ist
die Immuntherapie oft weniger wirksam und die Durchfihrung einer Hemispharektomie meist

die einzige Chance auf eine dauerhafte Anfallsfreiheit.
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Es wurde gezeigt, dass zwischen Patienten mit TLE und RE kein Unterschied hinsichtlich des
CDB8*T-Zell-Rezeptor-Repertoires besteht (Schneider-Hohendorf et al., 2016). Folglich
konnten die Erkenntnisse der CD8* T-Zell-Pathogenitat also auch auf TLE-Patienten
Ubertragen werden. Die Frage, ob es bei Epilepsie zur Auspragung einer
Autoimmunerkrankung kommt, kénnen wir nicht abschlieBend beantworten. Es existieren
Studien, die besagen, dass autoreaktive T-Zellen gegen Myelinantigene ein Bestandteil des
physiologischen Zellrepertoires beim gesunden Menschen sein kdnnen (Correale und Villa,
2004). Auch wird autoimmunen T-Zellen durch die Freisetzung des Signalstoffs Neurotrophin,
welcher das Uberleben von Neuronen fordert, eine neuroprotektive Wirkung zugesprochen
(Moalem et al., 2000). Es ist anzunehmen, dass die T-Zell-vermittelte Neuroprotektion zwar
eine physiologische Reaktion des Koérpers darstellt, sie sich jedoch meist nicht als wirksam
genug erweist. Die zytotoxische T-Zell-Antwort spricht fir die Ausbildung einer
Autoimmunerkrankung, die im Laufe der Zeit zu funktionellen Veranderungen und einer
weiteren Verstarkung der Neuroinflammation fihrt. Die Multikausalitat und Vielschichtigkeit

der Epilepsie lasst jedoch weiterhin viele Fragen dazu offen.

4.4 Mycophenolatmofetil als Therapiemittel

Die Vordaten durch Neumann et al. (2017) belegen, dass es auch nach Pilocarpin-induziertem
SE zu einem erhohten CD8*/ CD4*Verhaltnis und damit zu einer zytotoxischen CD8*T-Zell-
Antwort im Hippocampus kommt. In einer anderen Studie (Silverberg et al., 2010) wurden die
Gehirne von Mausen nach einem elektrisch stimulierten generalisierten tonisch-klonischen
Anfall untersucht und es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es verzdgert, ab 24 bis
maximal 72 Stunden, nach Anfall zu einer Infiltration von CD4"* T-Zellen, CD8" T-Zellen und
CD4R5" B-Zellen in das ZNS kam. Die CD4*T-Zellen und CD4R5"B-Zellen wanderten dabei
in den Neokortex, die CD8" T-Zellen in den Hippocampus. Insgesamt befanden sich nach dem
Anfall mehr CD8*- als CD4" T-Zellen im Gehirn. MMF konnte die verzogerte zytotoxische
CD8'T-Zell-Reaktion nach einem Pilocarpin-induzierten Status epilepticus unterbinden
(Neumann et al., 2017). Das Medikament wirkt, indem die Purinsynthese in Lymphozyten
unterdruckt, damit die Zahl der aktivierten Lymphozyten gesenkt und die Anzahl an neu
rekrutierten Lymphozyten verringert wird (Lagarde et al., 2022). Der Einsatz von MMF an
Nagetieren mit Epilepsie stellt eine neuartige Vorgehensweise dar, die bisher in diesem
spezifischen Anwendungskontext nicht durchgefuhrt wurde. Folglich existieren keine
vergleichbaren Studien, auf die zurtickgegriffen werden kénnte. Dennoch wurde ein ahnlicher

Ansatz erfolgreich bei anderen Erkrankungen mit vergleichbaren klinischen Merkmalen, wie
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sie bereits beschrieben wurden, angewendet. Die Rasmussen-Enzephalitis, bei der MMF
bereits erfolgreich eingesetzt wurde, ist ein Beispiel hierfur (Orsini et al., 2020). Die behandelte
Patientin war 6,5 Jahre alt und erlitt im Rahmen der chronischen Enzephalopathie mehrere
therapierefraktare fokale klonische Anfalle. Sie erhielt 750 mg/m? in Kombination mit
Carbamazepin und war zum Zeitpunkt der Studie 10 Monate anfallsfrei. Kognitive Riickgange
konnten ebenfalls unterdriickt werden. Ein weiterer Fallbericht (Liba et al., 2015) bei einem
Patienten mit Rasmussen-Enzepahlitis zeigte folgendes Ergebnis: Nach einer Vorbehandlung
mit Methylprednisolon 30 mg/kg sowie sieben monatlichen Zyklen von Cyclophosphamid (750
mg/ m?) wurde 3 Tage lang 600 mg/ m?> MMF verabreicht. Nach einem Jahr zeigte sich ein
Rickgang der entzindlichen Veranderungen und eine Anfallsfreiheit. Schwerwiegende
Nebenwirkungen konnten ebenfalls nicht beobachtet werden. Bei weiterer Einnahme von MMF
und Levetiracetam kam es nach Absetzen der Steroide allerdings zu erneuten Anfallen.

Auch bei Erkrankungen mit potenziell autoimmuner Auslésung zeigte MMF Erfolge. So
belegen jlingste Forschungsergebnisse, dass bei 29 von 36 Patienten mit IgA-Nephritis
wahrend einer dreimonatigen Induktionstherapie mittels hochdosiertem Prednison und MMF
eine vollstdndige Remission erreicht werden konnte (El-Reshaid et al., 2023). Es ist von
Vorteil, dass das Medikament bereits seit GUber zwei Jahrzehnten auf dem Markt und im Einsatz
am Menschen erprobt ist. So hat sich MMF bei der Prophylaxe von AbstoRungsreaktionen
nach Organtransplantationen als zuverlassiges Therapeutikum bewahrt (Kahan, 2008).
Dennoch stellt der Versuch, immunmodulatorisch mittels MMF auf die Epilepsie einzuwirken,
einen neuen Anwendungsbereich dieses Medikaments dar. Obwohl es besser vertraglich zu
sein scheint als andere Immunsuppressiva wie beispielsweise Azathioprin (Lagarde et al.,
2022), existieren zahlreiche Nebenwirkungen. Eine ausflhrliche Risiko-Nutzen-Abwagung

sollte daher zwingend erfolgen.

4.5 Effekte der Inmunsuppression auf die Anfalle

Die Anwendung von MMF zur Immunsuppression hat in dieser Studie keine signifikante
Reduktion der Anfallshaufigkeit bewirkt. Obwohl eine Durchschnittszahl von Anféallen nicht
signifikant vermindert wurde, fiel auf, dass die Varianz der Anfallsraten in der MMF-
behandelten Gruppe deutlich abnahm. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die variable
Auspragung der Erkrankung moglicherweise immunologischen Faktoren unterliegt. Es ware
denkbar, dass MMF an falscher Stelle im Immunsystem interveniert und daher nicht die
erwlnschten Ergebnisse bei der Behandlung der Epilepsie erzielen konnte. Obwohl es bereits

als Therapeutikum in der Transplantationsmedizin eingesetzt wird, ist es bekannt fir seine
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Nebenwirkungen. Diese konnten die Anwendung von MMF in der Behandlung von Epilepsie
einschranken. Zukunftige Perspektiven fir die Behandlung von Epilepsie sollten eine
weiterfihrende Erforschung alternativer immunologischer Ansatze umfassen, die gezielter und
effektiver sind. Die experimentelle und klinische Suche nach neuen immunmodulatorischen
Therapieansatzen bei entzundlich bedingten Epilepsien hat in den letzten zwanzig Jahren
stark zugenommen (Vezzani und Riegg, 2017). Besonders der humane rekombinante
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist ~ (IL-1-RA)  Anakinra (KINERET®) zeigt eine
vielversprechende Wirkung bei autoimmunen Epilepsieformen (Vezzani et al., 2000; Kenney-
Jung et al., 2016). Das Methionin-Analogon zum naturlichen IL-1R-Antagonisten blockiert das
bei Entzindungen hochregulierte IL-1B3. Erst jingste Studien an insgesamt 38 Patienten mit
febrilem infektionsbedingtem Epilepsiesyndrom (FIRES) sowie medikamentenrestistenter
Epilepsie (DRE) belegen, dass Anakinra, zumindest kurzzeitig, zu einer Anfallskontrolle und
sogar zu verbesserten kognitiven Fahigkeiten geflhrt hat und somit einen mdglichen
Therapieansatz bei schweren Epilepsieformen darstellt (Yamanaka et al., 2021). Auch das an
der Bildung von IL-1B beteiligte Enzym Interleukin Converting Enzyme (ICE)/ Caspase-1,
welches vermehrt bei intrazelluldaren lonenveranderungen (also bei Anféllen) von Neuronen
und Gliazellen gebildet wird, kann durch selektive Interleukin-Converting-Enzym/ Caspase-1-
Inhibitoren, wie VX-09-765-401 (BELNACASAN®), gehemmt und die Bildung von IL-1§3 aus
Pro-IL-1B somit unterbunden werden (Vezzani et al., 2011). Insgesamt zeigte sich eine gute
Prognose des Medikaments bei entzindlichen Epilepsien, besonders bei autoimmun
bedingten, aber auch weiteren Formen. In der Phase-lla-Studie konnte bei 12,5% der
Probanden eine Anfallsfreiheit in den letzten zwei Behandlungswochen erzielt werden. Das
Medikament ist bisher nicht fir die Therapie der Epilepsie zugelassen worden, die Suche nach
neuen Anwendungsbereichen ist anhaltend. Der monoklonale Antikorper Natalizumab
(TYSABRI®) ist ein Arzneimittel, dass bereits zur Behandlung von Erwachsenen mit
schubférmig remittierender Multipler Sklerose eingesetzt wird. Er verringert den Grad der
Expression von a4-Integrin auf CDA4-Gedachtnis-T-Zellen, welches an VCAM-1 auf
Endothelzellen binden kann und somit den Lymphozyten die Transmigration in das ZNS
ermdglicht. Ziel ist es, die Blut-Hirn-Schranke zu schliel3en und damit einer Schadigung der
Neuronen vorzubeugen. Eine Studie zeigte bisher noch keine signifikante Reduzierung der
Anfalle bei den Versuchspersonen, allerdings besteht weiterhin groRer Forschungsbedarf
(French et al., 2021). Vielversprechend scheint auch Rituximab, ebenfalls ein monoklonaler
Antikorper, der unter anderem bei Autoimmunerkrankungen eingesetzt wird. Er bindet selektiv
an das CD20-Antigen, welches auf reifen B-Lymphozyten vorkommt und somit eine Apoptose
dieser Zellen auslost. Unglicklicherweise kann es bei Behandlung mit monoklonalen
Antikérpern wie Natalizumab und Rituximab bei Patienten zur Entwicklung einer progressiven

multifokalen Leukenzephalopathie (PML) kommen, einer lebensbedrohlichen Hirnentziindung
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ausgelost durch eine opportunistische Infektion mit dem John Cunningham (JC)-Virus (JCV,
woraufhin die Therapie sofort abgebrochen werden muss. Der monoklonale IgG1-Antikérper
und TNF-a-Blocker Adalimumab (HUMIRA®) scheint ebenfalls ein geeignetes Medikament
bei autoimmunen Epilepsieformen zu sein. Das Zytokin TNF-a wird durch aktivierte Gliazellen
freigesetzt und erhdht das Risiko fur weitere Anfalle durch mikrogliale Glutamatfreisetzung, die
Verstarkung von AMPA-Rezeptoren sowie Endozytose von GABA-Rezeptoren. Der Einsatz ist
bisher beschrankt auf die Rasmussen-Enzephalitis. Hierbei zeigte sich im Rahmen einer
Zweitlinienbehandlung mit einer Datenmenge von n = 11 eine Anfallswirksamkeit von beinahe
50% (Lagarde et al., 2022). Tocilizumab, ein monoklonaler Antikdrper gegen den Interleukin-
6-Rezeptor (IL-6R), ist ein Therapeutikum, welches unter anderem fir die Behandlung der
rheumatoiden Arthritis zugelassen ist. Auch IL-6 ist, wie IL-1, an dem Erhalt und der
Verstarkung einer Entziindungsreaktion beteiligt, férdert die Expansion von CD8* T-Zellen und
hemmt die Proliferation regulatorischer T-Zellen (Tanaka et al., 2014). Studien belegen, dass
IL-6 eine ahnlich neurotoxische und prokonvulsive Wirkung wie IL-13 und TNF-a besitzt (Li et
al., 2011). Bemerkenswerterweise konnte es bei einem refraktéren rezidivierenden Status
epilepticus ausgel6st durch COVID-19 bereits wirksam eingesetzt werden (Kizilkilic et al.,
2022). Interessant sind ebenfalls die Studien an 4,5,6,7-Tetrabromtriazol (TBB). Es blockiert
die Caseinkinase 2 (CK2), ein Enzym, welches unter anderem Calmodulin (CaM)
phosphoryliert, was wiederum zu einer verminderten Aktivitat von Kca 2.2-Kanalen fuhrt (Allen
et al., 2007). Kca 2.2 ist die Hauptisoform spannungsunabhéngiger Ca?*-aktivierter K*-Kanale
mit einer geringen Leitfahigkeit im Hippocampus und seine Aktivierung senkt die neuronale
Uberregbarkeit (Anderson et al., 2006). In gesunden Tieren konnte TBB die Kca 2.2-
Transkription erhéhen, jedoch nicht in epileptischen Tieren (Bajorat et al., 2018). Daher wurde
eine Vorbehandlung der Tiere vor SE durchgefiihrt und es konnte gezeigt werden, dass es zu
einer verminderten Epileptogenese und zur Veranderung der Genexpression von Kca 2.2 kam.
Dies hatte einen positiven Effekt auf das nachhyperpolarisierende Potenzial und eine Spike-
Frequenzanpassung der Kandle zur Folge (Schulze et al., 2020). Die Mdglichkeit eines
sekundarprophylaktischen Eingriffs vor einem Status epilepticus erscheint demnach ein
vielversprechender Ansatz zu sein. Es wurde deutlich gezeigt, dass MMF eine
immunmodulatorische Funktion Gbernimmt und den Schweregrad der Erkrankung beeinflusst,
indem es die Variabilitat der Anfalle reduziert. Dies wird auch durch die kumulativen Daten von

Bajorat et al. (2011) unterstitzt und in Abbildung 24 noch einmal veranschaulicht.
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Abbildung 24: Anfallshéufigkeit bei Pilocarpin-behandelten Ratten

Durchschnittliche Anzahl der Anfélle pro Tag eines jeden Tieres mit Angabe des Mittelwertes der jeweiligen Gruppe.
Einbezogen wurden, neben Tieren aus dieser Arbeit (P1-P3) kumulative Daten von Bajorat et al. (2011) als Beleg
fiir die historisch breite Streuung unter Pilocarpin-Behandlung. Im Vergleich dazu sind rechts die mit
Mycophenolatmofetil-behandelten Tiere M1-M3 mit aufgefiihrt.
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Basierend auf experimentellen und klinischen Erkenntnissen wird der Einfluss entziindlicher
Prozesse auf die Pathogenese von Epilepsie zunehmend anerkannt. Eine Unterdriickung der
zytotoxischen CD8* T-Zell-Antwort kurz nach Pilocarpin-induziertem Status epilepticus durch
das Immunsuppressivum Mycophenolatmofetil wurde durch die Vorarbeiten von Neumann et
al. (2017) gezeigt. Es fuhrte jedoch nicht zu einer sekundar prophylaktischen Senkung der
Anfallshaufigkeit oder Vermeidung der Ausbildung einer progressiven Epilepsieform.
Bemerkenswerterweise war der Effekt einer verminderten Variabilitat der Anfallsaktivitat
signifikant. Der Schweregrad der Erkrankung scheint also immunbedingt zu sein. Denkbar
ware eine genetische Disposition mit individuellen Zytokinprofilen als Ausléser fur die erhdhte
Varianz der Anfélle in der Placebogruppe. Weiterhin erfolgt der Verweis auf die Rasmussen-
Enzephalitis als klassisches Beispiel fir ein MHC-I-beschranktes CD8*T-Zell-vermitteltes
Epilepsiesyndrom. Diese Autoimmunerkrankung geht ebenfalls mit einem erheblichen
neuronalen Verlust einher. Obwohl Fortschritte in der antiinflammatorischen Therapie zu
verzeichnen sind, ist entscheidend, dass weitere Mechanismen, die zur Entstehung von
Epilepsie beitragen, grindlich untersucht werden. Nur durch ein umfassendes Verstandnis
aller relevanten Mechanismen kann eine Therapieform entwickelt werden, die alle Aspekte der
Erkrankung adressiert. Einige Medikamente versprechen Hoffnung auf neue
Behandlungsmadglichkeiten, die nicht nur eine Anfallskontrolle beglinstigen, sondern auch den
Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kénnen. Dies kdnnte erreicht werden, indem das
pathologische Entziindungssubstrat, welches die Erregungsschwelle senkt und die neuronale
Erregbarkeit fordert, reduziert oder gar eliminiert wird. Weiterhin bedarf der Aspekt, inwieweit
die pathologischen Interaktionen zwischen Neuronen und T-Zellen unterbunden werden
kénnen, Klarung. Neue Therapien kénnten darauf abzielen, spezifische immunologische
Mechanismen zu modulieren, die mit der Entstehung und dem Schweregrad der Erkrankung
in Verbindung stehen. Es besteht ein Bedarf an klinischen Studien, um die Wirksamkeit und
Sicherheit dieser neuartigen Therapieansatze zu untersuchen und die optimale

Behandlungsstrategie fir Patienten mit Epilepsie zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Die Temporallappenepilepsie macht einen Grof3teil der Epilepsiefalle bei Erwachsenen aus.
Haufige und unvorhersehbare Anfélle sowie psychiatrische Komorbiditaten beeintrachtigen die
Lebensqualitat der Betroffenen erheblich. Dabei bleibt die Epilepsie pharmakologisch bisher
weitgehend unkontrolliert. Tiermodelle wie das Pilocarpin-Modell erméglichen in Kombination
mit der Video-EEG-Telemetrie zuverlassige Untersuchungen der Erkrankung. Die
intraperitoneale Injektion von Pilocarpin l6ste bei Ratten einen Status epilepticus aus und
fuhrte zur Auspragung einer chronischen Epilepsie. Das Immunsystem spielt eine wichtige
Rolle bei der Entstehung und Chronifizierung der Erkrankung. Vorangegangene Studien wie
die durch Neumann et al. (2017) konnten eine CD8*T-Zell-Antwort nach Pilcarpin-induziertem
Status epilepticus nachweisen, die mittels des Immunsuppressivums Mycophenolatmofetil
nachweislich unterdriickt werden konnte. Es handelt sich dabei um einen Purinantagonisten,
der die Synthese und Proliferation von B- und T-Lymphozyten hemmt. In dieser Arbeit wurden
die Daten der Video-EEG-Telemetrie von drei Placebotieren, die ausschlieRlich Pilocarpin
erhielten, und drei Versuchstieren, die zusatzlich 0-3 Tage nach einem Status epilepticus
Mycophenolatmofetil erhielten, ausgewertet. Die Hypothese dieser Arbeit lautet, dass eine
rechtzeitige immunmodulatorische Intervention mit Mycophenolatmofeil kurz nach einem
Status epilepticus eine positive Krankheitsmodifikation und verbesserte Prognose der
Epilepsie bewirkt. Die Auswertung der mit Mycophenolatmofeil behandelten Versuchsgruppe
ergab dass es nicht zu einer signifikanten Reduktion der Anfallshaufigkeit im Vergleich zur
Placebogruppe kam. Der Ausbildung einer progressiven Epilepsieform konnte nicht
vorgebeugt und die Hypothese somit nicht bestatigt werden. Allerdings war bemerkenswert,
dass Mycophenolatmofetil zu einer signifikant geringeren Variabilitdt der Anfallsaktivitat
geflhrt hat. Die Anfallsrate bei den Tieren der Placebogruppe dagegen variierte sehr stark. Es
deutet sich an, dass der Schweregrad der Temporallappenepilepsie durch immunologische
Faktoren beeinflusst wird. Zusatzlich spielt ein Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke eine
wichtige Rolle bei der Entzindungsreaktion und neurodegenerativen Prozessen. Ein
Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen kdénnte die
Anfallsaktivitat auf individuelle Weise modulieren. Auch eine T-Zell-vermittelte Autoimmunitat
scheint eine Bedeutung zuzukommen. Bei Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise der
Multiplen Sklerose werden durch eine Fehlsteuerung des Immunsystems CD8'T-Zell-
vermittelt kdrpereigene Strukturen angegriffen. Studien zeigen, dass immunmodulierende
Medikamente bereits bei der Behandlung von autoimmunen Epilepsieformen wirksam sind.
Eine grindliche Untersuchung der molekularen Prozesse wahrend der Epileptogenese ist
daher entscheidend fir die Suche nach alternativen Therapieansatzen und sollte weiterhin im

Fokus der Forschung stehen.
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6 Thesen

1. Die intraperitoneale Injektion von Pilocarpin 16st bei Ratten einen Status epilepticus
(SE) aus und fuhrt zur Auspragung einer chronischen Epilepsie.

2. Das Pilocarpin-Modell dient der Untersuchung der Temporallappenepilepsie, da die
Epilepsie-bedingten Veranderungen primar im Hippocampus auftreten.

3. Die Vorarbeiten durch Neumann et al. (2017) belegen eine zytotoxische CD8* T-Zell-
Antwort um den 28. Tag nach Pilocarpin-induziertem SE.

4. Das Immunsuppressivum Mycophenolatmofetil (MMF) ist ein Purinantagonist, der die
Synthese und Proliferation von B-und T-Lymphozyten hemmt. Die Gabe von MMF
unmittelbar (0-3 Tage) nach SE kann die zytotoxische T-Zell-Reaktion nachweislich
unterdrucken.

5. Die drei Tiere der Placebogruppe erhielten ausschlielich Pilocarpin, die drei Tiere der
Versuchsgruppe erhielten neben Pilocarpin zusatzlich MMF.

6. Bei allen Tieren wurde Uber epidural platzierte Elektroden ein EEG-Kanal abgeleitet,
der mit einer synchronen Videoaufnahme kontinuierlich aufgezeichnet wurde. Die
Daten der Video-EEG-Telemetrie wurden anschlieBend ausgewertet und analysiert.

7. Die Hypothese der Arbeit lautet, dass MMF eine sekundar prophylaktische
Krankheitsmodifikation und verbesserte Prognose der Epilepsie bewirkt.

8. In der Versuchsgruppe konnte MMF die Zahl der Anfalle im Mittel nicht signifikant
senken. Die Hypothese wurde nicht bestatigt. Allerdings wurde eine starke Reduktion
der Variabilitat beobachtet.

9. Da innerhalb der Placebogruppe eine ausgepragte Varianz der Anfallsaktivitat
erkennbar war, konnte die Beteiligung des Immunsystems bei Epilepsie fiir die variable

Auspragung der Erkrankung eine wichtige Rolle spielen.
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