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1 Abstract

Inflammatory mechanisms are involved in the pathogenesis of epilepsy. Vice versa,
immune functions are regulated by the brain. To further characterize the relationship
between temporal lobe epilepsy (TLE) and the immune system, we measured
postictal changes in serum levels of the immunomodulatory cytokines IL-1f3, IL-6 and
TNFa in patients with well-defined TLE and determined modifying factors. Serum
levels of IL-1B, IL-6 and TNFa were quantified at baseline as well as immediately, 1 h
and 24 h after a complex partial (CPS) or secondary generalized tonic-clonic seizure
(GTCS) during video-EEG monitoring in 25 patients suffering from temporal lobe
epilepsy. IL-6 increased by 51 % immediately after the seizure (p<0.01) and
remained elevated for 24 hours. This increase lacked in patients with hippocampal
sclerosis (HS; n=16, mean increase 28 %, p>0.5, vs. 112 %, p<0.01 in patients
without HS). IL-6 levels were higher after right-sided seizures as compared to left-
sided seizures 24 h after the seizure (8.7 pg/mL vs. 3.4 pg/mL, p<0.05). In patients
taking valproate (VPA), the levels of IL-13 were higher as compared to patients not
treated with VPA. The results suggest 1) a relationship between the cytokine system
and characteristics of TLE such as side and etiology and 2) an influence of VPA on
the cytokine metabolism. Further studies are warranted to determine the

pathophysiological role of these alterations.
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3  Einleitung
3.1 Epileptische Anfalle und Epilepsien

3.1.1 Definitionen und Epidemiologie

Epileptische Anfalle sind definiert als voribergehende Symptome einer
abnormalen exzessiven oder synchronen neuronalen Aktivitat im Gehirn (Fisher et
al., 2005).

Nach der Einteilung der International League Against Epilepsy (ILAE)
(Commission on Classification and Terminology of the International League
Against Epilepsy, 1981) werden unter Einbeziehung der Anfallssemiologie sowie
des iktalen wund interiktalen EEG-Befundes fokale, generalisierte und
unklassifizierbare Anfélle unterschieden. Fokale Anféalle mit initialer Beteiligung
eines Teils einer Hemisphare werden weiter in einfach fokale Anfalle (ohne
Bewusstseinsstérung, mit motorischen, sensorischen, autonomen oder
psychischen Symptomen) und komplex fokale Anfalle (mit Bewusstseinsstérung,
mit oder ohne Automatismen) unterteilt. Fokale Anfélle kdnnen in sekundér
generalisierte tonische, klonische oder tonisch-klonische Anfalle Ubergehen.
Primar generalisierte Anfalle (Absencen, myoklonische, tonische, klonische,
tonisch-klonische und atonische Anfalle) involvieren bereits initial beide
Hemispharen. Ein Nachteil dieser Klassifikation ist die eindeutige Zuordnung einer
Anfallssemiologie zu iktalen und interiktalen EEG-Mustern, die haufig nicht
durchfihrbar ist. Daher wurde eine Anfallsklassifikation vorgeschlagen, die
ausschlief3lich auf der Anfallssemiologie beruht (Luders et al., 1998). Hierbei wird

den vier mdglichen Anfallskategorien jeweils eine Anfallsform zugeordnet:

Tabelle 1: Zuordnung von Anfallskategorien und Anfallsformen in der

Semiologischen Anfallsklassifikation nach (Luders et al., 1998)

Anfallskategorie Anfallsform
Wahrnehmung Aura

Bewusstsein Dialeptischer Anfall
Vegetativum Vegetativer Anfall

Motorischer Anfall
Motorik - einfach motorisch

- komplex motorisch




Die einzelnen Anfallsformen werden weiter nach ihrer klinischen Erscheinung
unterteilt. EEG-Kriterien gehen nicht in die Klassifikation ein. Diese semiologische
Anfallsklassifikation wird im Folgenden verwendet.

Die Lebenszeitpravalenz fur das Erleiden eines epileptischen Anfalles betragt 5%
(Sander, 2003).

Epilepsie ist eine Funktionsstorung des Gehirns, die durch eine anhaltende
Pradisposition des Gehirns zur Generierung epileptischer Anfalle und durch die
neurobiologischen, kognitiven, psychologischen und sozialen Konsequenzen
dieser Gegebenheit charakterisiert ist (Fisher et al., 2005). Die Definition einer
Epilepsie erfordert das Auftreten mindestens eines epileptischen Anfalles.
Gegenwartig ist vorwiegend die Epilepsieklassifikation der ILAE von 1989 in
Gebrauch (Commission on Classification and Terminology of the International
League Against Epilepsy, 1989). Diese teilt die Epilepsien zum einen nach dem
Auftreten von fokalen und primar generalisierten in fokale bzw. generalisierte
Epilepsien, zum anderen nach der Atiologie in idiopathische, symptomatische und
kryptogene Epilepsien ein. Wéhrend idiopathische Epilepsien eine vermutete
genetische Ursache haben, liegt symptomatischen Epilepsien eine definierte
Hirnschadigung zugrunde. Bei kryptogenen Epilepsien wird eine symptomatische
Atiologie vermutet, ohne dass diese zu sichern wéare. Etwa 40-60% der Patienten
leiden unter einer fokalen (kryptogenen oder symptomatischen) Epilepsie
(Manford et al., 1992).

Die Inzidenz der Epilepsie in Industrielandern betragt 40-70/100000/Jahr , die
Pravalenz 0,4-1% (Sander, 2003). Somit gehoren die Epilepsien zu den haufigsten

chronischen neurologischen Erkrankungen.

3.1.2 Temporallappenepilepsie

Unter den fokalen Epilepsien ist die Temporallappenepilepsie (TLE) am haufigsten
(Engel, Jr., 2001). Mesiale TLE (mTLE) mit (peri)hippokampalem Anfallsursprung
und neokortikale TLE kbnnen unterschieden werden.

3.1.2.1 Atiologie der Temporallappenepilepsie einschlieRlich Neuropathologie

und Pathogenese der Hippokampussklerose

Bei fast 2/3 der Patienten mit TLE findet sich eine
Hippokampussklerose (HS) (Blumcke et al., 1999), deren atiologische



3.1.2.2

Rolle ungeklart ist: Die HS konnte Ursache, Begleiterscheinung oder
Folge der TLE sein. Neuropathologisch findet sich bei der HS ein
Neuronenverlust in den Hippokampusarealen CAl, CA3 und CAA4,
wahrend CA2 und der Gyrus dentatus meist geringer beeintrachtigt sind
(Blumcke et al., 2002). Auch in der Amygdala und im entorhinalen
Cortex findet sich oft eine neuronale Schadigung, wahrend das
Subiculum in der Regel nicht beteiligt ist. Zusatzlich tritt eine Astrogliose
auf, die makroskopisch zu einer Schrumpfung und Verhartung des
Hippokampus fihrt. Immunhistochemisch lassen sich L&sionen in
einigen transmitterspezifischen Subsystemen ausmachen (Armstrong,
1993).

Die Pathogenese der HS ist derzeit weitgehend unklar. Unter anderem
wird eine Entwicklungsstérung mit Ausbildung pathologischer
neuronaler Schaltkreise als Folge einer Expression des
zytoarchitektonisch wirksamen Proteins Reelin durch persistierende
Cajal-Retzius-Zellen diskutiert (Blumcke et al., 2002). Andere Theorien
zur Pathogenese der HS beinhalten eine traumatische oder hypoxische
Schadigung, eine peripartale Herniation und eine exzitotoxische
Schadigung durch Glutamat (Sano und Kirino, 1990). Seit einigen
Jahren mehren sich die Hinweise flr eine Beteiligung von

Entziindungsmechanismen an der Genese der HS (s. 3.3).

Bei einem Drittel der (als ,lasionell” bezeichneten) mTLE-Félle sowie
der Mehrzahl der neokortikalen Temporallappenepilepsien findet man in
abnehmender Haufigkeit Gangliogliome, Hamartome, Astrozytome,
vaskulare  Fehlbildungen, dysembryoplastische neuroepitheliale
Tumoren, posttraumatische Lasionen, Oligodendrogliome, cortikale
Dysplasien oder andere seltene Pathologien; in 5 % lasst sich
histologisch keine Lasion nachweisen (Blumcke et al., 1999). Ca. 7 %
der Patienten mit TLE und HS haben zusatzlich neokortikale

epileptogene Lasionen (,duale Pathologie®) (Blumcke et al., 2002).

Epileptogenese und Pathophysiologie epileptischer Anfélle bei TLE

Als Epileptogenese bezeichnet man die Transformation gesunden

Hirngewebes zu Gewebe mit hyperexzitablen Neuronen (DelLorenzo et
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al., 2006). Es werden 3 Phasen unterschieden: Nach einer initialen
Hirnschadigung (z. B. durch Trauma, Entzindung, Tumor, Ischamie
oder akut symptomatischen Status epilepticus) folgt eine oft
mehrjahrige Latenzperiode, in der die eigentliche Epileptogenese
stattfindet. Schlie3lich treten wiederholte epileptische Anfélle und damit
eine manifeste Epilepsie auf (DeLorenzo et al., 2006).

Im Rahmen der Epileptogenese lassen sich Neuronenverlust,
Neurogenese, Gliose, eine Umstrukturierung der extrazellularen Matrix
sowie eine veranderte Genexpression nachweisen (Lukasiuk et al.,
2006). Diese Mechanismen fuhren zu einer Plastizitdtsanderung von
Neuronen mit erhdhter Erregbarkeit, ohne dass bislang die Details der
Pathogenese verstanden werden. Pathophysiologisches Korrelat und
gemeinsame Endstrecke der Epileptogenese nach Hirnlasionen
verschiedener Atiologie ist wahrscheinlich eine Glutamatfreisetzung
durch geschadigte Neurone mit konsekutiv erhdhter intrazellularer Ca**
-Konzentration. Intrazellulares Ca?* 16st als second messenger
verschiedene intrazellulare Signalkaskaden aus, die zum Zelltod oder
zu strukturellem Umbau mit verdnderter Plastizitat und Erregbarkeit
fuhren kdnnen (DeLorenzo et al., 2006).

Der strukturelle Umbau des epileptogenen Gewebes fuhrt zur
Entstehung interiktaler epilepsietypischer Potentiale und epileptischer
Anfélle. Im Tiermodell wurde das Auftreten eines calciumabh&ngigen
.paroxysmal depolarization shift* (PDS) an neuronalen Membranen
nachgewiesen. Der PDS besteht aus summierten exzitatorischen
postsynaptischen Potentialen (EPSP), die durch Na’- und
nachfolgenden Ca**-Einstrom ausgelést werden (Ure und Perassolo,
2000). In der Regel folgt darauf eine kompensatorische
Hyperpolarisation durch GABA- und calciumabhangigen Kalium- und
Chlorideinstrom. Augrund von Untersuchungen im Tiermodell vermutet
man, dass es bei einem gestorten Ablauf dieser Hyperpolarisation zu
neokortikalen  Anfallen kommt, wahrend im  Hippokampus
maoglicherweise eine Hypersynchronisation durch gesteigerte Exzitation
und Inhibition zur Anfallsauslésung fuhrt (Engel, Jr., 2001). Fir letztere

konnte insbesondere bei HS eine im Rahmen der gestorten Architektur
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verstarkte Sprossung von glutamatergen Moosfasern des Gyrus
dentatus mit der Ausbildung von Autosynapsen verantwortlich sein
(Armstrong, 1993; Ure und Perassolo, 2000). Dartber hinaus wird ein
selektiver Verlust von Interneuronen mit nachfolgender Disinhibition
hippokampaler Pyramidenzellen diskutiert (Sloviter, 1991), Neben
neuronalen Strukturveranderungen konnten auch ein Anstieg der
NMDA-Rezeptordichte, eine verminderte GABA-Inhibition und eine
herabgesetzte Fahigkeit der Astrozyten zum K*-Reuptake eine Rolle bei

der Anfallsentstehung spielen (Ure und Perassolo, 2000).

3.1.2.3 Klinik, Therapie und Prognose

Im Rahmen der mTLE treten epigastrische, gustatorische oder
psychische Auren sowie dialeptische und automotorische Anfalle mit
oralen oder manuellen Automatismen mit oder ohne sekundéare
Generalisierung auf. Bei der lateralen TLE hangt die Anfallssemiologie
davon ab, welches eloquente Cortexareal im Verlauf der
Anfallspropagation zuerst erreicht wird. Durch medikamenttse Therapie
der TLE lasst sich Anfallsfreiheit nur bei ca. 20% der Patienten
erreichen; bei gleichzeitig vorliegender HS betragt der Anteil der
anfallsfreien Patienten unter antikonvulsiver Therapie sogar nur ca.
10% (Semah et al., 1998). Hingegen werden nach Durchflihrung einer
prachirurgischen Epilepsiediagnostik in einer selektierten
Patientengruppe durch Resektion temporaler Strukturen etwa 60-70%

der Patienten anfallsfrei (Tellez-Zenteno et al., 2005).

3.2 Immunsystem

3.2.1 Allgemeines

Im Verlauf einer Entzindungsreaktion als Antwort auf infektiose oder andere
Gewebsschadigungen wird zundchst das unspezifische Immunsystem aktiv.
Neben physikalischen Barrieren besteht das unspezifische Immunsystem aus
zellularen Elementen (z. B. Granulozyten und Naturlichen Killerzellen) sowie
aus humoralen Faktoren (z. B. dem Komplementsystem und den Zytokinen).
Innerhalb einiger Stunden oder Tage wird die spezifische Immunabwehr
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aktiviert, deren Funktion durch die Erkennung spezifischer Antigene durch T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten und andere Zellen, deren klonale Expansion
und der nachfolgenden spezifischen Zytotoxizitdt und Antikérperbildung
gekennzeichnet ist (Chaplin, 2006). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit

den Zytokinen als Elementen des unspezifischen Immunsystems.

3.2.2 Zytokine unter besonderer Beriicksichtigung ih rer Wirkung

im Zentralnervensystem (ZNS)

Zytokine sind eine Gruppe l6slicher Polypeptide oder Glykoproteine, deren
Mitglieder verschiedene Aufgaben bei der Immunregulation wahrnehmen. Eine
dieser Aufgaben ist die Informationsvermittlung zwischen unspezifischem und
spezifischem Immunsystem. Traditionell ~werden Interleukine und
Tumornekrosefaktoren, Interferone, Wachstumsfaktoren und Chemokine
unterschieden (Tosi, 2005; Egger, 2005). Zytokine ko&nnen zellulare oder
humorale Immunreaktionen steuern oder eine immunsuppressive Wirkung
haben. Hierzu binden sie an spezifische Rezeptoren, die in der Regel
Proteinkinasen aktivieren. Die Produktion der Zytokine erfolgt hauptsachlich
durch Makrophagen, Monozyten oder Lymphozyten; allerdings sind fast alle
bislang untersuchten Zellarten einschliel3lich Neuronen und Gliazellen in der
Lage, Zytokine zu exprimieren. Die physiologische Plasmakonzentration der
Zytokine ist sehr gering. Gewohnlich werden Zytokine bei Bedarf synthetisiert
und dann freigesetzt; einige Zytokine kbénnen jedoch auch gespeichert werden
(Egger, 2005).

Im Folgenden wird auf die Verteilung und Wirkung der drei klassischerweise
als proinflammatorisch geltenden Zytokine Interleukin-1f3, Interleukin-6 und
Tumornekrosefaktor a im ZNS eingegangen. Fur alle der genannten Zytokine
wurden Transportmechanismen vom Blut ins ZNS beschrieben (Munoz-
Fernandez und Fresno, 1998). Daruber hinaus existieren fur die drei Zytokine

Hinweise flr eine Beteiligung an der Epileptogenese (vgl. 3.2.2.1 - 3.2.2.3).

3.2.2.1 Interleukin 1 (IL-1)

Zur IL-1-Gruppe gehéren die Unterformen IL-1a, IL-13 und der IL-1-
Rezeptorantagonist (IL-1-RA). IL-1a liegt vorwiegend

membrangebunden vor, wahrend IL-1B von den produzierenden Zellen
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freigesetzt wird (Curfs et al., 1997). Es existieren zwei verschiedene IL-
1-Rezeptoren (Typ | und Typ Il). Der Typ I|-Rezeptor vermittelt die
biologischen Funktionen von IL-1a und IL-1B, wahrend der Typ II-
Rezeptor dem ,Einfangen® und nachfolgendem Abbau von
Uberschiussigem IL-1 dient (Borish und Steinke, 2003). Der IL-1-RA
bindet an den Typ-I-Rezeptor, ohne eine biologische Wirkung zu
entfalten.

Unter physiologischen Bedingungen werden IL-1(3, IL-1-RA und der IL-

1-Rezeptor Typ | im gesunden Gehirn in verschiedenen Regionen (u. a.
Neocortex, Hypothalamus, Hippokampus) sowohl von Neuronen als
auch von Gliazellen konstitutiv exprimiert (Vitkovic et al., 2000). Da
mittels Aktivierung durch Corticotropin-Releasing Factor (CRF) eine
sofortige Feisetzung von IL-1 aus kultivierten hypothalamischen
Neuronen erzielt werden kann, ist von einer intraneuronalen
Speicherung des Zytokins auszugehen. Bisher bekannte physiologische
Effekte umfassen u. a. die Aktivierung von Non-REM-Schlaf, die
spezifische Inaktivierung Glukose-sensitiver Neurone im Hypothalamus
mit  begleitender  Suppression der Nahrungsaufnahme, die
Verminderung der hypothalamischen ADH-Freisetzung, die Reduktion
der GABA-Wirkung im Kleinhirn, die Herabsetzung von
Langzeitpotenzierung und Ca®*-abhangigen lonenstrémen sowie die
Veranderung der synaptischen Plastizitat im Hippokampus (Vitkovic et
al., 2000).

Unter pathologischen Bedingungen wird die Produktion von IL-1f u. a.

durch Endotoxin, Mikroorganismen, andere Zytokine und Antigene
stimuliert. Zu den immunologischen Wirkungen gehort die Aktivierung
von T-Lymphozyten und die Steigerung der B-Lymphozytenproliferation
und Antikorperproduktion. Systemisch l6st IL-1B eine Akute-Phase-
Reaktion einschlieBlich Fieber aus, wirkt katabol, stimuliert die
Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen, die wiederum
zu einer verstarkten Leukozytenadhasion als Voraussetzung fur die
Extravasation fuhrt und erhoht in vitro die Permeabilitdt der Blut-Hirn-
Schranke (Curfs et al., 1997). Somit fuhrt IL-1 zu einem verstarkten

Einstrom von Leukozyten ins Entzindungsareal. Am Ort der
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3.2.2.2

Entzindung verstéarkt IL-1 die Freisetzung von reaktiven O,-Spezies,
lysosomalen Enzymen, Entzindungsmediatoren und anderen
Zytokinen (Egger, 2005). Fibroblasten werden zu verstarkter
Kollagenproduktion angeregt, so dass die Narbenbildung gefdrdert wird.
Bei UberschieRender Reaktion kann hieraus eine Fibrose resultieren.

Im ZNS wird IL-1 vorwiegend von Mikroglia produziert und scheint an
der Spitze der immunologischen Kaskade zu stehen, die bei
verschiedenen Hirnschadigungen ausgeldst wird. Insbesondere wird die
Expression von IL-6 und TNFa durch IL-1 angestof3en (Basu et al.,
2004). Neutralisierende IL-1 Antikorper und der IL-1-RA haben
neuroprotektive Effekte in verschiedenen cerebralen Lasionsmodellen,
obwohl IL-1 nicht auf direktem Weg neurotoxisch wirkt (Gibson et al.,
2004) und in moderaten Konzentrationen sogar (u. a. durch die
Verstarkung der Freisetzung von Nerve Growth Factor) selbst

neuroprotektiv wirken kann (Carlson et al., 1999).

Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa)

TNFa wird vorwiegend von Monozyten als membrangebundener
trimerer Komplex exprimiert. Die monomere Form ist unwirksam. Das
Trimer wird durch Metalloproteasen von der produzierenden Zelle
abgespalten und kann so systemisch wirken (Egger, 2005). Auch im
Hippokampus, Hypothalamus und Cortex gesunder Ratten wurde die
Expression von TNFa und seinen Rezeptoren nachgewiesen (Vitkovic
et al., 2000). Auf fast allen humanen Zellarten finden sich die beiden
TNF-Rezeptoren (TNFR 1 wund 2), fur deren Aktivierung eine
Quervernetzung erforderlich ist. TNFR1 aktiviert u. a. das Activation
Protein 1 (AP-1) und den Transkriptionsfaktor ,Nuclear Factor kappa-
light-chain-enhancer’ of activated B-cells* (NFkB), die wiederum die
Transkription verschiedener immunregulatorischer Gene steigern.
TNFR2 scheint die Zellproliferation zu beeinflussen (Wang und Shuaib,
2002).

Zu den physiologischen cererbralen Wirkungen von TNFa gehéren eine

Beeinflussung der  prasynaptischen  a,-Rezeptor-Antwort  im
Hippokampus, die Modulation neuronaler K*- und Ca**-Stréme und

glutamatvermittelter Exzitation im Hippokampus (Vitkovic et al., 2000).
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Unter pathologischen Bedingungen [klassischerweise Stimulation von
Toll-like Rezeptoren (TLR) durch bakterielles Endotoxin] fihrt TNFa

synergistisch mit IL-1 zu einer ausgepragten Entztindungsreaktion.
Unterschiede bestehen in der fehlenden Aktivierung der
Lymphozytenproliferation (Borish und Steinke, 2003) und dem fir die
Namensgebung verantwortlichen ausgepragten tumoriziden Effekt von
TNFa. Letzterer beruht auf einer Aktivierung zytotoxischer Zellen, einer
Schadigung von Tumorgefallen und einer sehr tumorspezifischen
direkten Zytotoxizitat (Egger, 2005).

Im ZNS spielt TNFa eine dichotome Rolle: Zu den neurotoxischen
Effekten von TNFa gehort die vermutete Beteiligung an der
Pathogenese verschiedener neurologischer Erkrankungen (M.
Parkinson, M. Alzheimer, Multiple Sklerose, HIV-Demenz). Bei
Auftreten von Schadel-Hirn-Traumen und cerebralen Ischamien ist eine
verstarkte TNFa-Expression mit einer schlechteren Erholung assoziiert
(Sriram und O'Callaghan, 2007). Méogliche Mechanismen der
Neurotoxizitat beinhalten eine Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Schranke,
Aktivierung von Apoptosemechanismen und Mikroglia, Verstarkung der
Major Histocompatibility Complex (MHC)-I-Expression, Verstarkung der
toxischen Glutamatwirkung durch Hemmung der Wiederaufnahme,
Verstarkung der Odembildung sowie Modulation von neuronalen
lonenstrémen, Membranpotential und Ca**-Homéostase. Andererseits
sind auch neuroprotektive Effekte von TNFa bekannt: Es kann die
Remyelinisierung fordern und wirkt protektiv in  Tiermodellen
hippokampaler Exzitotoxizitat (Sriram und O'Callaghan, 2007). Hieran
sind u. a. die Aktivierung von Astroglia und die TNFa-vermittelte
Freisetzung neurotropher Faktoren beteiligt. Voraussetzung fur die
Vermittlung der protektiven Wirkungen scheint eine Induktion von NFkB
zu sein. Ob TNFa neurotoxisch oder neuroprotektiv wirkt, scheint neben
dem schéadigenden Mechanismus auch von der betroffenen Hirnregion
und der Verteilung der beiden TNFR sowie der Mikroglia abzuh&ngen.
Nicht eindeutig als neurotoxisch oder —protektiv zu klassifizieren ist die
Fahigkeit von IL-1 und TNFa, eine Astrogliose zu induzieren und die

Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke sowie die endotheliale Expression
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3.2.2.3

von Adhasionsmolekilen zu steigern (Wang und Shuaib, 2002). Die
letztgenannten Effekte ermdglichen den Einstrom von Leukozyten ins
ZNS.

Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 z&hlt zusammen mit Interleukin-11, Oncostatin-M, zilidrem
neurotrophem Faktor, Leukdmie-Inhibitor-Faktor und Cardiotrophin-1 zu
den neuropoietischen Zytokinen und wird hauptsachlich von
Monozyten, daneben aber auch u. a. von Astrozyten und Neuronen
produziert. In vitro fuhrt eine neuronale Depolarisation zu einer
erhohten IL-6-Expression (Sallmann et al., 2000). Es wird vermutet,
dass der durch Depolarisation erhéhte neuronale Ca®*-Einstrom tiber
Calmodulin  und Aktivierung von Ca®'-/Calmodulin-abhéngigen
Proteinkinasen fur die erhdhte Transkription von IL-6-mRNA
verantwortlich ist (Juttler et al., 2002).

Rezeptoren finden sich aulRer auf Hepatozyten und Leukozyten auch
auf Neuronen (Egger, 2005). Der IL-6-Rezeptor vermittelt nach
Dimerisierung seine Wirkung uber gpl30 mit anschlieRender
Aktivierung von  Janus-Tyrosinkinasen, die wiederum nach
Phosyphorylierung von Tyrosinresten STAT (signal transducer and
activator of transcription) als Regulator der Genexpression rekrutieren
(Van Wagoner und Benveniste, 1999; Kishimoto, 2006). Neben einer
membrangebundenen Form existiert ein loslicher IL-6-Rezeptor, der
agonistisch wirkt (,trans-signaling”) (Scheller und Rose-John, 2006).
Auch dieser bindet an gpl30, das von den meisten oder allen
Korperzellen exprimiert wird, so dass auch Zellen ohne
membrangebundenen IL-6-Rezeptor beeinflusst werden kénnen.

Uber die Rolle, die IL-6 unter physiologischen Bedingungen im ZNS

spielt, ist wenig bekannt. IL-6 fordert die Differenzierung von cortikalen
Vorlauferzellen und Oligodendrozyten in Astrozyten und Neurone und
hat neurotrophe Effekte, die vermutlich Uber die Freisetzung
verschiedener Neurotrophine vermittelt werden (Marz et al., 1999).
Elektrisch induzierte Langzeitpotenzierung (long term potentiation, LTP)

im Rattenhippokampus fuhrt innerhalb einer Stunde zu einer erhéhten
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Expression von IL-6-mRNA; die anschlielRende Expression von IL-6
scheint die hippokampale LTP und damit die Konsolidierung von
Gedachtnisinhalten zu unterdriicken (Balschun et al., 2004).

Unter pathologischen Bedingungen ist IL-6 der starkste Aktivator fur

eine Akute-Phase-Reaktion in der Leber und verursacht Fieber.
Dartber hinaus vermittelt IL-6 die Differenzierung von B-Zellen in
antikorperproduzierende Plasmazellen und férdert die T-Zell-Reifung
und -differenzierung (Kishimoto, 2006). Wahrend die IL-6-Produktion
durch IL-1 und TNFa verstarkt wird, hat IL-6 umgekehrt einen
dampfenden Effekt auf die Produktion von IL-1 und TNFa im Sinne
einer negativen Ruckkopplung (Borish und Steinke, 2003). Darlber
hinaus initiiert IL-6 eine erhdhte Freisetzung von IL-1-RA und l6slichen
TNFa-decoy-Rezeptoren (Tilg et al., 1994). Im Gegensatz zu den
vorgenannten  Zytokinen  besitzt IL-6 somit neben einer
proinflammatorischen auch eine antiinflammatorische Wirkung (Borish
und Steinke, 2003), Ein weiterer mdoglicher Mechanismus dieser
antiinflammatorischen Wirkung ist die durch IL-6 ausgeloste
Freisetzung von Corticotropin mit nachfolgender Aktivierung der
hypothalamisch-hypophysaren Achse und Ausschuittung
antiinflammatorischer Cortikosteroide (Juttler et al., 2002).

Im ZNS findet sich eine erhdhte IL-6-Expression bei so verschiedenen
Erkrankungen wie M. Alzheimer, idiopathischem Parkinson-Syndrom,
cerebraler Ischamie, Enzephalitis und Trauma (Terreni und De Simoni,
1998). Die Rolle von IL-6 im Rahmen dieser Erkrankungen ist nicht
geklart. Es sind neuroprotektive Effekte von IL-6 (z. B. Schutz vor
NMDA-induzierter Neurotoxizitat und die Reduktion der Ausdehnung
eines experimentell induzierten ischamischen Hirninfarktes im
Tiermodell) beschrieben worden (Juttler et al., 2002). Untersuchungen
an Rattenhirnschnitten zeigten eine Hemmung der Ausbreitung
elektrischer Erregung und eine Herabsetzung der Glutamatfreisetzung
durch IL-6 (D'Arcangelo et al., 2000). Im Falle von Infektionen
verursacht IL-6 das typische Krankheitsverhalten (Antriebsminderung,

depressive Verstimmung, Appetitlosigkeit).
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3.3 Immunologische Reaktionen bei epileptischen An  fallen und
Epilepsien

Frihe klinische Hinweise fir einen Zusammenhang immunologischer
Verdnderungen mit Pathogenese oder Verlauf von Epilepsien waren das
Auftreten von Anfallen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen
(systemischer Lupus erythematodes, Rasmussen-Enzephalitis) und die
Wirksamkeit immunmodulatorischer Therapien bei einigen Epilepsieformen
(z. B. ACTH bzw. Corticoide beim West-Syndrom) (Aarli, 2000; Billiau et al.,
2007). Seither wurden bei Epilepsiepatienten und im Tierversuch vielfaltige
Abweichungen verschiedener Immunparameter beobachtet (Vezzani und
Granata, 2005).

Zu unterscheiden sind systemische und hirnlokale sowie iktale (also
unmittelbar postiktal messbare) und interiktale Verdnderungen. Eine
Korrelation zwischen diesen Verdnderungen und dem Auftreten von
epileptischen Anfallen bzw. dem Vorliegen einer Epilepsie kann entweder auf
eine kausale Rolle des Immunsystems in der Pathogenese der Epilepsie oder
auf eine Beeinflussung des Immunsystems durch neuronale Entladungen im

Rahmen der Anféalle hindeuten.

3.3.1 Interiktale immunologische Abweichungen bei E  pilepsien

Lokale Immunreaktionen im Bereich der epileptogenen Zone beim
Menschen wurden an reseziertem Gewebe nach epilepsiechirurgischen
Eingriffen sowie an Post-mortem-Autopsiematerial untersucht. In
resezierten sklerosierten Hippokampi fanden sich IL-1-exprimierende
aktivierte Mikrogliazellen (Sheng et al.,, 1994) und eine erhdhte
Expression des Transkriptionsfaktors NFkB (Crespel et al., 2002), der
wiederum zur Transkription von mindestens 27 verschiedenen
Zytokinen (darunter IL-18 und TNFa) fohren kann (Yamamoto und
Gaynor, 2001). Die Nettowirkung von NFkB ist mdglicherweise
neuroprotektiv, da eine Inaktivierung von NFkB vor Administration von
Kainat zur Induktion eines Status epilepticus im Tierversuch zu
vermehrtem Absterben von Pyramidenzellen im Hippokampus fuhrte

(Yu et al., 1999). Auch fokale cortikale Dysplasien, eine haufige
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3.3.2

Ursache fokaler Epilepsien, enthalten aktivierte Mikrogliazellen, deren
Anzahl stark mit der Anfallsfrequenz korreliert (Boer et al., 2006).
Neuere Untersuchungen mit DNA-Mikroarrays zeigten unterschiedliche
Expressionen einer Vielzahl von immunassoziierten Genen (van
Gassen et al., 2008). Patienten mit TLE (mit und ohne HS) exprimierten
im Vergleich mit Autopsiekontrollen vor allem mehr Chemokine (CCL2-
4) und Neuropeptide. Patienten mit HS exprimierten verglichen mit TLE-
Patienten ohne HS vor allem mehr Gene des Proteinabbaus und der
Proteinfaltung (Ubiquitin/Proteasom-Komplex, Chaperone). Andere
Untersucher fanden eine Hochregulation von Komponenten des
Komplementsystems (Jamali et al., 2006; Aronica et al., 2007).
Systemische  Abweichungen  immunologischer  Parameter im
Tierversuch beinhalten eine verminderte Anzahl und Aktivitat von
Peritonealmakrophagen sowie eine erh6hte Anzahl und Aktivierbarkeit
von Lymphozyten (insbesondere CD4'-T-Zellen) bei Ratten mit
genetisch bedingter Epilepsie (De Sarro et al., 2004).

Beim Menschen fanden sich interiktal verringerte Konzentrationen von
Immunglobulin-Subklassen, verdnderte Anteile von Lymphozyen-
Subpopulationen, unterschiedliche HLA-Expressionsmuster, Auftreten
von Autoantikdrpern, Polymorphismen des IL-1-Gens, vermehrte
Zytokinproduktion durch Blutleukozyten und Immunglobulinproduktion
im Liquor [Ubersicht bei (Billiau et al., 2007)]. Diese beim Menschen
gewonnenen Daten wurden héaufig an kleinen und ungentgend
charakterisierten Patientengruppen erhoben. Moégliche Einflussfaktoren
(z. B. die Einnahme antikonvulsiver Medikamente) wurden oft nicht
berticksichtigt. Somit ergibt sich ein detailreiches, aber noch
unzusammenhangendes  Bild der  systemischen interiktalen

immunologischen Veranderungen beim Menschen.

Iktale immunologische Abweichungen bei Epilep  sien

Daten zu hirnlokalen Verdnderungen wahrend eines Anfalles gibt es
beim Menschen aus methodischen Griinden nicht. Gut untersucht sind
dagegen fokale immunologische Veranderungen im Tierversuch

unmittelbar nach experimentell induzierten Anfallen (Vezzani und
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Granata, 2005). In der epileptogenen Lasion kommt es zu einer
erhohten Expression der mRNA fur IL-1B, IL-1RA, TNFa, IL-6 (De
Simoni et al., 2000) und gpl130 (Lehtimaki et al., 2004). Residente
Mikroglia wird aktiviert und ist eine mogliche Quelle der Zytokine (De
Simoni et al., 2000). Die lokale Injektion von IL-1 wiederum fihrt zu
einer Verlangerung von Anfallen, wéahrend IL-1-RA antikonvulsiv wirkt
(De Simoni et al., 2000). Die Wirkung der Zytokine scheint
dosisabhangig zu sein: In geringen Konzentrationen wirken IL-1p und
TNFa antikonvulsiv, in hoheren Dosen dagegen prokonvulsiv.
Untersuchungen an einem Rattenmodell fir Fieberkrampfe zeigten
ebenfalls eine prokonvulsive Wirkung von IL-1 und eine
Anfallsprotektion durch Gabe von IL-1-RA (Heida und Pittman, 2005),
wahrend sich bei IL-1B-defizienten Mausen keine Fieberkrampfe
auslosen lieRen (Dube et al.,, 2005). Auch andere Zytokine und
Effektoren des unspezifischen Immunsystems werden nach
Anfallsinduktion  lokal vermehrt exprimiert. Hierzu gehoren
insbesondere Faktoren des Komplementsystems, deren Hochregulation
sowohl im Tiermodell als auch an Resektaten menschlicher
sklerosierter Hippokampi gezeigt werden konnte (Aronica et al., 2007).
Nach elektrisch induziertem Status epilepticus im Rattenmodell mit
nachfolgender Latenzperiode vor Entwicklung spontaner Anfalle wurde
mittels DNA-Mikroarray ein ausgepragter Anstieg der mRNA von IL-6
und dem Chemokin CCL2 innerhalb eines Tages gemessen, wahrend
die mRNA von TNFa in geringerem Ausmal3 und diejenige von IL-1B
erst verspatet anstiegen (Gorter et al., 2006).

Systemische Immunreaktionen auf einen epileptischen Anfall wurden
unter anderem in einer eigenen Vorarbeit untersucht (Bauer et al.,
2008). Hier zeigte sich, dass epileptische Anfélle bei Patienten mit TLE
zu einer Verschiebung der Relativgewichte verschiedener
Leukozytensubpoulationen im Blut (relativer Anstieg von NK-Zellen bei
gleichzeitigem Abfall von CD4"-T-Zellen) fiihrten. Diese Verschiebung
war auch bei Patienten mit Anféallen ohne motorische Symptome zu
beobachten und wurde bei gleichzeitig gemessenem deutlichen

Adrenalinanstieg im Blut als Stressreaktion interpretiert. Modulierende
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Faktoren waren unter anderem die Anfallssemiologie, die Atiologie (HS
vs. non-HS) und die Therapie mit Valproat oder Levetiracetam. Die
Untersuchung zeigte somit unter anderem, dass Veranderungen
peripherer Bestandteile des Immunsystems unabhangig von der
korperlichen Anfallsaktivitat auftreten konnen.

Nach Fieberkrampfen fanden sich im Blut der betroffenen Kinder
erhohte Konzentrationen von IL-1-RA und IL-6 (Virta et al., 2002).

Eine mogliche Zytokinausschittung im Rahmen von epileptischen
Anféllen wurde zunachst in einer kleinen Patientengruppe im Abstand
von bis zu 72 Stunden zum Anfall untersucht (Peltola et al., 1998). Nur
Patienten mit erstmaligen generalisierten tonisch-klonischen Anféllen
wurden eingeschlossen. Bei 27 % der untersuchten Patienten fanden
sich im Vergleich mit einer Kontrollgruppe ohne Anfalle ein um
mindestens 2 Standardabweichungen erhdhter Wert fur IL-6 im Liquor
und im Serum. Die gleiche Arbeitsgruppe bestétigte die Ergebnisse in
einer spateren Studie (Peltola et al.,, 2000) an 22 Patienten mit
erstmaligen generalisierten tonisch-klonischen Anfallen
unterschiedlicher Atiologie (einschlieBlich Alkoholentzug), die innerhalb
von 4-24 h postiktal untersucht wurden. Auch hier zeigte sich verglichen
mit anfallsfreien Kontrollpersonen eine erhéhte IL-6-Konzentration im
Liquor und im Serum, wahrend sich die Konzentrationen von IL-1f3, IL-
1-RA und TNFa nicht unterschieden. Zwar fand sich in einer In-vitro-
Untersuchung eine erhéhte Produktion von IL-18 und IL-6 in
stimulierten Blutleukozyten von seit mindestens 6 Monaten anfallsfreien
Patienten mit verschiedenen Epilepsiesyndromen im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen (Pacifici et al.,, 1995), doch zeigte eine
Nachfolgeuntersuchung keinen Unterschied in der Zytokinproduktion
unstimulierter Leukozyten und sogar eine verringerte Zytokinfreisetzung
nach Stimulation (Hulkkonen et al., 2004). Somit kommt auch eine
Zytokinausschuttung durch Zellen des ZNS in Frage.

Den vorgenannten Untersuchungen zu postiktalen

Zytokinverdanderungen sind verschiedene Mangel gemeinsam:
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- Es wurden Patienten mit Epilepsien unterschiedlicher Atiologie
und auch Patienten mit Gelegenheitsanféllen (also ohne
Vorliegen einer Epilepsie) eingeschlossen.

- Die Zeit bis zur Untersuchung der Patienten betrug mehrere
Stunden oder sogar Tage.

- Modulierende Faktoren (z. B. Geschlecht,  Atiologie,
Begleitmedikation, Lateralisierung des Anfallsursprungs) wurden
nicht untersucht.

- Die Patientenzahlen waren z. T. klein, z. B. 15 Patienten in
(Peltola et al., 1998), 12 Patienten bei (Lehtimaki et al., 2007).

3.4 Fragestellung

Die Vielzahl der oben genannten Untersuchungsergebnisse belegt bislang

lediglich eine Assoziation zwischen zwei Faktoren: Immunologischen

Veranderungen auf der einen und Epilepsien bzw. epileptischen Anfallen auf

der anderen Seite. Die genaue Art dieser Assoziation, insbesondere die

Kausalitat eines der beiden Faktoren fur das Auftreten des jeweils anderen, ist

jedoch noch ungeklart. Denkbar waren folgende Konstellationen:

1) Epilepsien bzw. Anfélle verursachen immunologische Veranderungen.

2) Immunologische Mechanismen verursachen Epilepsien bzw. Anfalle.

3) Ein oder mehrere gemeinsame Faktoren verursachen immunologische
Veranderungen und Epilepsien bzw. Anfélle.

4) Kombinationen aus 1) — 3).

Die vorliegende Arbeit befasst sich als Teil eines Projektes, das die ersten

beiden Konstellationen untersucht, mit der unter 1) genannten Theorie. Ziel

war die Beantwortung der Frage, ob und wie epileptische Anfalle den

peripheren Zytokinhaushalt beeinflussen, welchen Zeitverlauf mogliche

Veranderungen haben und welche Faktoren eine solche Beeinflussung

modulieren. Die Untersuchung war explorativ, Ziel war die Generierung von

Hypothesen Uber den vermuteten Zusammenhang zwischen epileptischen

Anfallen und unspezifischem Immunsystem.

Die Mehrzahl der zu diesem Thema bislang durchgefuhrten Studien weist

einen der beiden folgenden Nachteile auf:
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- Tierexperimentelle Studien: Die Ubertragbarkeit tierexperimenteller
Ergebnisse auf den Menschen ist zweifelhaft. Insbesondere die
Validitdt der gangigen Tiermodelle fur die Temporallappenepilepsie
wird angezweifelt (Sloviter, 2005).

- Studien am Menschen: Die Charakterisierung und Differenzierung der
zugrundeliegenden Epilepsiesyndrome war haufig ungenigend. So
liegen z. B. Anfallen nach Alkoholentzug und Anfallen im Rahmen einer
TLE mit HS unterschiedliche Erkrankungen zugrunde. Im Allocortex
beginnende Anfalle (wie sie bei der mesialen TLE auftreten) kénnten
andere Veranderungen verursachen als neokortikale Anfélle bei
extratemporaler Epilepsie. Die gemeinsame Auswertung von Patienten
mit unterschiedlichen Epilepsiesyndromen und Gelegenheitsanfallen ist
daher nicht gerechtfertigt.

Zur Vermeidung dieser Nachteile wurden prospektiv ausschliel3lich sehr gut
charakterisierte Patienten mit TLE als haufigster fokaler Epilepsie
eingeschlossen, die mit dem derzeitigen Goldstandard diagnostiziert wurden
(s. 4.1. Patienten). Die Veradnderung der Konzentrationen verschiedener
Zytokine im Blut wurden - innerhalb weniger Minuten nach einem Anfall
beginnend - bis 24 Stunden verfolgt und mit individuellen préaiktalen
Ausgangswerten verglichen. Mdogliche modifizierende Faktoren dieser
Veranderungen (z. B. Atiologie, Seite des Anfallsursprungs, Anfallssemiologie)

wurden erfasst.

Patienten, Material und Methoden

Patienten

Fur die Untersuchung wurden zwischen 2006 und 2008 prospektiv 25
konsekutive Patienten mit TLE rekrutiert. Die Patienten litten unter
medikamentés nicht erfolgreich behandelbarer Epilepsie und wurden stationér
aufgenommen, um ein préachirurgisches Video-EEG-Monitoring zur Abkléarung
der Indikation fir einen epilepsiechirurgischen Eingriff durchzufihren.
Patienten mit Hinweisen fur eine akute oder chronische Alteration der
Immunfunktion wurden nicht eingeschlossen.

Im Einzelnen wurden folgende Ein- und Ausschlusskriterien gewabhilt:
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Einschlusskriterien:

1) Diagnose einer medikamentenrefraktdren TLE basierend auf den o. g.
Verfahren

2) Alter zwischen 18 und 75 Jahren

3) Schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie

Ausschlusskriterien:

1) Anfélle innerhalb der letzten 24 h vor Einschluss

2) Vorliegen eines malignen Tumors

3) Begleitende infektidse oder entziindliche Erkrankungen

4) Akute schwere neurologische Erkrankungen (z. B. akute cerebrale
Ischamie, intrazerebrale Blutung)

5) Operationen oder schweres Trauma innerhalb der letzten beiden
Wochen

6) Immunmodulatorische Behandlung innerhalb der letzten 6 Monate

7) Leber- oder Niereninsuffizienz

8) Schwere psychiatrische Erkrankung

9) Schwangerschaft

4.2 Prachirurgische Epilepsiediagnostik inkl. Vide 0-EEG-
Monitoring

Die prachirurgische Diagnostik besteht aus der Erhebung einer ausfuhrlichen
Eigen- und Fremdanamnese, einer Langzeit-EEG-Ableitung mit gleichzeitiger
Video-Aufzeichnung des Patienten, einer neuropsychologischen
Untersuchung sowie der Durchfihrung einer cerebralen Bildgebung. Die
Diagnostik dauert in der Regel 7 bis 14 Tage. Ziel ist die Abschéatzung der
Lage der epileptogenen Zone. Diese ist definiert als das Hirnareal, das
notwendig (und hinreichend) fur die Generierung epileptischer Anfélle ist
(Rosenow und Luders, 2001). Da Lage und Ausmal} dieses Areals aber nicht
direkt bestimmt werden kdnnen, bedient man sich der o0.g. diagnostischen
Hilfsmittel zur genaueren Eingrenzung. So ist die symptomatogene Zone das
Hirnareal, dessen elektrische Erregung die Anfallssemiologie hervorbringt
(Bestimmung durch Anamnese und Videoaufzeichnung der Anfalle); die
irritative  Zone ist das Gebiet, das interiktale epilepsietypische Potentiale

generiert (Bestimmung durch interiktales EEG); in der Anfallsursprungszone
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beginnt das elektroenzephalographisch sichtbare Anfallsmuster (Bestimmung
durch iktales EEG); in der Zone des funktionellen Defizits besteht interiktal
eine Dysfunktion (Bestimmung u. a. durch neuropsychologische Testung).
Eine raumliche Konsistenz der genannten Areale ist Voraussetzung fir eine
erfolgreiche epilepsiechirurgische Therapie. Die Untersuchung der Patienten
im Rahmen des Video-EEG-Monitorings bot somit zwei Vorteile fur die
vorliegende Studie: Zum einen konnten Patienten unmittelbar und ohne
wesentliche Zeitverzogerung nach epileptischen Anfallen untersucht werden,
zum anderen lag eine exakte Definition des Epilepsiesyndroms vor, da die
prachirurgische Epilepsiediagnostik derzeit den Goldstandard in der
Epilepsiediagnostik darstellt.

Es wurden 21 Skalpelektroden nach dem internationalen 10/20-System
angebracht (Committee on methods of clinical examination in
electroencephalography, 1958). Dartiber hinaus wurden bei allen Patienten
am Tag nach der Aufnahme Sphenoidalelektroden (Sperling und Guina, 2003)
gelegt. Die antikonvulsive Medikation wurde nach Ermessen des
behandelnden Epileptologen reduziert. Die Auswertung des iktalen EEGs
erfolgte  durch zwei zertifizierte Epileptologen. Die Semiologische
Anfallsklassifikation (Luders et al., 1998) wurde angewendet. Bei allen
Patienten lagen suffiziente cMRT-Aufnahmen vor, die mindestens eine
coronare dunnschichtige T2- und FLAIR-Sequenz Uber die Temporallappen
sowie eine axiale T1-, T2-, Inversion-Recovery- und  eine

Gradientenechosequenz beinhalteten.

Blutentnahme

Allen Patienten wurde vor Auftreten des ersten Anfalles Serum zur
Bestimmung der Baseline-Werte um 15 Uhr des Aufnahmetages sowie (falls
nicht zwischenzeitlich ein Anfall aufgetreten war) um 8 Uhr und 12 Uhr des
Folgetages entnommen. Um den Einfluss der zirkadianen Rhythmik der IL-6-
Freisetzung (Vgontzas et al., 2005) zu minimieren, wurde von den drei
bestimmten Baseline-Werten jeweils derjenige verwendet, der den geringsten
zeitlichen Abstand zum Indexanfall hatte. Eine weitere Serumprobe wurde
unmittelbar nach Auftreten des ersten Anfalles enthommen. Bei allen

Patienten, die zwischenzeitlich keine weiteren Anfalle hatten, wurden dartber
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hinaus weitere Proben 1 h (n=23) und 24 h (n=18) nach dem Anfall
entnommen. Die Serumproben wurden unmittelbar zentrifugiert (855 g, 4C)

und bei =80T bis zur Durchflhrung der Zytokinbesti mmungen eingefroren.

ELISA

Die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen erfolgte mittels Sandwich-ELISA.
Materialien fur den ELISA:

ELISA-Kits fur IL-18, TNFa und IL-6 (PeliKine-compact™, Sanquin
Reagents, Amsterdam, Niederlande; Sensitivitat 0,4 pg/mL fur IL-13, 0,2

pg/mL fur IL-6 und 1 pg/mL fur TNFa.), enthaltend jeweils
o Coating-Antikorper

Block-Puffer

lyophilisierten Standard fur IL-13, TNFa bzw. IL-6

biotinylierten Detektions-Antikdrper

Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat

O O O O O

Verdlunnungspuffer
o 96-well-Mikrotiterplatten

. Substratlosung: Tetramethylbenzidin (TMB) in Dimethylsulfoxid (DMSQO)
und 3%-H,O,-Lésung (TMB 2-Component Microwell Peroxidase
Substrate Kit, Medac GmbH Wedel, Deutschland)

. Carbonat-Bicarbonat-Kapseln (Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland)

. PBS 10% (Invitrogen Gibco, Paisley, UK)

. TWEENZ20 (Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland)

Folgende Lésungen wurden vorbereitet:

. 0,1molarer Coating-Puffer (4 Kapseln Carbonat-Bicarbonat in 200 ml
Aqua dest.) bei pH 9,6

. Waschpuffer: 1%-PBS mit 0.005% TWEEN20

. Stop-L6sung: 1,8M H,SO,4

Durchfuhrung des ELISA:

Coating der Mikrotiterplatten: Pro Platte wurden 120 pl des Coating-

Antikdrpers in 12 ml Coating-Puffer geldst. Pro well wurden 100 pl der Lésung
zugegeben, die Platten wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlief3end wurden die Platten funfmal mit PBS 1 % gewaschen.
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Blocken der Mikrotiterplatten: Um die noch freien Proteinbindungsstellen der

Mikrotiterplatten abzublocken, erfolgte die Zugabe von 200 pl Block-Puffer/well
und eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur. Die Platten wurden
anschlielend erneut finfmal gewaschen.

Standardreihe: Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden je zwei serielle

Verdiunnungsreihen der jeweiligen Zytokin-Standards mit Konzentrationen von
450 pg/ml, 150 pg/ml, 50 pg/ml, 16,7 pg/ml, 5,6 pg/ml, 1,9 pg/ml, 0,6 pg/mli,
0,2 pg/ml und 0 pg/ml mit Hilfe des Verdinnungspuffers angelegt.

Erste Inkubation: Um eine Bindung der Zytokine an den Coating-Antikorper zu

erreichen, wurden je 100 pl der Standardreihen sowie je 100 pl des
unverdinnten Serums pro well pipettiert und fir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung. Zwei wells wurden
zur Bestimmung des Leerwerts nicht befullt. AnschlieBend wurde die Platte
funfmal mit 1% PBS gewaschen.

Zweite Inkubation: Um eine Detektion der wahrend der ersten Inkubation

gebundenen Zytokine zu ermdglichen, wurden pro well je 100 pl des 1:100
verdunnten biotinylierten Detektionsantikdrpers pipettiert. Nach einstindiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten funfmal mit 1% PBS
gewaschen.

Dritte Inkubation: Um die Bindung des Enzym-Komplexes an die biotinylierten

Detektionsantikorper zu erreichen, wurden je 100 pl des Streptavidin-
Meerrettichperoxidase-Konjugates zugegeben. Nach einstindiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die Platten finfmal mit 1% PBS gewaschen.

Vierte Inkubation: Zur Entwicklung der enzymatischen Farbreaktion wurde zu

jedem well 100 ul der Substratlosung pipettiert. Nach 30minuatiger Inkubation
bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von
100 pl 1,8M H,SO,4 beendet.

Messung: Die Absorption wurde mit Hilfe eines ELISA-Readers bei 450 nm
gegen einen Referenzwert von 570 nm Wellenlange gemessen.

Auswertung: Die Messwerte der Doppelbestimmung wurden gemittelt, die
gemittelten Leerwerte wurden subtrahiert. Eine Standardkurve wurde per
sigmoid curve fit ermittelt. Anhand der Absorptionswerte der Standardkurve
wurde die Zytokinkonzentration der Proben durch die Software des ELISA-

Readers errechnet.
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4.5

5.1

Statistik

Da keine Normalverteilung der Daten vorausgesetzt werden konnte, wurden
die Messwerte als Median mit 95%-Konfidenzintervallen (in Klammern)
angegeben. In den Tabellen finden sich zusatzlich Mittelwerte und
Standardabweichung (standard deviation, SD). Grafiken sind als Box-Whisker-
Plots mit Median, Mittelwert und Quantilen (Box: 25 % - 75 %; Whisker: 5 % -
95 %) dargestellt.

Verteilungsunterschiede zwischen Baseline-Werten und postiktalen Werten
wurden mit dem non-parametrischen Wilcoxon-Test fur abhangige Variablen
verglichen. Der non-parametrische Mann-Whitney-U-Test wurde fur die
Testung von Verteilungsunterschieden zwischen verschiedenen Subgruppen
eingesetzt. Haufigkeitsunterschiede in nominalskalierten Subgruppen wurden
mit Fishers exaktem Test zweiseitig gepruft. Das Signifikanzlevel wurde bei
p<0,05 festgelegt. Da die Arbeit der Hypothesengenerierung diente, erfolgte
keine Adjustierung fur multiples Testen [vgl. (Perneger, 1998)].

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software “BIAS flr
Windows™”  (Hanns Ackermann, Johann-Wolfgang-Goethe-Universitét
Frankfurt am Main). Grafiken wurden mit dem OpenSource-Programm QtiPlot
von lon Vasilief (http://soft.proindependent.com/qtiplot.html) erstellt.

Ergebnisse

Demographische Daten

Von den 25 eingeschlossen Patienten waren 13 weiblich. Das mediane Alter
betrug 38 (28 — 43) Jahre, die Epilepsiedauer 21 (10 — 29) Jahre, die
monatliche Anfallsfrequenz im letzten Jahr 3 (1 — 10). Sechs Patienten
berichteten Uber das Auftreten von Fieberkrampfen in der Kindheit. Bei
Blutentnahme hatten 20 Patienten einen fokalen und 5 Patienten einen
sekundar  generalisierten  tonisch-klonischen  Anfall. Details  der
Patientencharakteristika finden sich in Tabelle 2.

Das mittlere Zeitintervall zwischen Anfallsbeginn im EEG und Blutenthnahme
betrug 10 min (Gesamt-Spannbreite: 2 — 23 min). Keiner der ausgewerteten

Anfalle trat aus dem Schlaf heraus auf.
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Tabelle 2: Patientencharakteristika

Pat.-Nr. Alter Epilepsie- Anfalls- Anfalls- Atiologie Medikation bei
(Jahre) syndrom ursprung  semiologie® Aufnahme
38 TLE Links automotorisch Gangliogliom LEV, OXC
42 TLE Links automotorisch HS + temporobasale CBZ
Gliose
3 43 MTLE Rechts automotorisch HS, Z. n. Meningitis  CBZ, DZP, LTG
43 MTLE Links automotorisch HS LTG, VPA
31 TLE Rechts automotorisch HS DZP, LTG, VPA
> GTKA
6 56 TLE Links automotorisch Kryptogen CBz, LEV
7 40 TLE Bitemporal automotorisch Kryptogen LTG, OXC, VPA
8 25 TLE Links dialeptisch Kryptogen LEV, TPM
9 56 TLE Links automotorisch HS CBz, LTG, PRM
10 43 MTLE Rechts automotorisch HS LEV, TPM
11 41 TLE Links automotorisch Z. n. Meningitis LTG
12 29 MTLE Links automotorisch HS LTG
13 27 mTLE Rechts autonom HS CBZ, LTG
14 38 MTLE Links automotorisch HS, Z. n. Meningitis  LEV, LTG, VPA,
TPM
15 32 MTLE Links automotorisch HS TPM, VPA
> GTKA
16 42 MTLE Links dialeptisch Cavernom CBz, LEV
17 45 TLE Links automotorisch Kryptogen CBzZ, LEV, VPA
18 35 MTLE Links automotorisch HS, benigner Tumor CBZ, LEV, VPA
> GTKA
19 24 MTLE Links automotorisch HS GBP, LTG, TPM
20 18 MTLE Links automotorisch HS, Z. n. Meningitis  CBZ, LTG, TPM
> GTKA
21 43 MTLE Rechts automotorisch Hamartom TPM, VPA
> GTKA
22 14 MTLE Links dialeptisch HS VPA
23 25 MTLE Rechts epigastrische HS LTG
Aura
24 45 mTLE Links automotorisch HS LEV, OXC, TPM
25 33 TLE Links automotorisch Kryptogen CcBz

!Nach Luders et al., 1998. CBZ = Carbamazepin, DZP = Diazepam, GTKA= generalisierter tonisch-

klonischer Anfall, HS = Hippokampussklerose, LEV = Levetiracetam, LTG = Lamotrigin, mTLE =

mesiale

Temporallappen-epilepsie,

OXC
Temporallappenepilepsie, TPM = Topiramat, VPA = Valproat

= Oxcarbazepin,

PRM =

Primidon,

TLE =
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5.2 Gesamtgruppenanalyse

Unmittelbar  postiktal betrug die mediane Erhdéhung der IL-6-
Serumkonzentration im Vergleich zum Baseline-Wert 0,87 (0,03 — 1.02) pg/ml|
(51 % des Baseline-Wertes, p=0,007). Nach einer Stunde betrug der Anstieg
des Medians im Vergleich zur Baseline 0,52 pg/ml (32 % des Baseline-
Wertes, p=0,002), nach 24 Stunden war IL-6 um 1,26 pg/ml (78 % des
Baseline-Wertes, p=0,005) angestiegen (Abbildung 1). Der maximale IL-6-
Anstieg betrug 9,08 pg/ml unmittelbar nach dem Anfall, 15,54 pg/ml nach 1h
und 15,43 pg/ml nach 24 h.

Fur IL-18 und TNFa fanden sich keine signifikanten postiktalen

Veranderungen. Details der Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zytokinkonzentrationen in der Gesamtpatientengruppe

Median | 95%-KI Mittelwert | SD
Baseline (n=25) 7,95|4,52-11,16 12,67|16,58
IL-1B [pg/ml] sofort postiktal (n=25) 7,83(4,17-11,17 13,83(21,40
1 h postiktal  (n=23) 7,35|4,42-12,85 12,56 (17,11
24 h postiktal (n=18) 8,75(3,83-12,83 14,16 19,92
Baseline (n=25) 1,62 1,01-2,89 2,42| 3,07
IL-6 [pg/ml] sofort postiktal (n=25) 2,49| 1,49-3,84 3,65| 3,87
1 h postiktal  (n=23) 2,14| 1,36-4,01 3,77| 4,93
24 h postiktal  (n=18) 2,88 | 1,55-4,78 4,54| 5,21
Baseline (n=25) 2,56 | 0,50-6,43 8,13(14,15
TNFa [pg/mi] sofort postiktal (n=25) 3,54| 0,64-6,85 7,60|11,37
1 h postiktal  (n=23) 3,07 0,50-7,13 7,01(10,88
24 h postiktal (n=18) 2,260,50-12,53 6,59 8,52

Kl = Konfidenzintervall, SD = standard deviation (Standardabweichung)

Abbildung 1 zeigt, dass im Gegensatz zur Baselinemessung eine grol3e
Streuung bei den postiktal gemessenen Werten bestand. Bei einigen
Patienten fand sich ein deutlicher IL-6-Anstieg, wahrend bei anderen
Patienten nur geringe oder keine postiktalen Verdnderungen auftraten. Aus

diesem Grund erfolgten weitere Subgruppenanalysen.
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1 p=0,005

p=0,002

i p=0,007 I

IL-6 [pg/ml]

I I I I
Baseline sofort nach Anfall 1 h nach Anfall 24 h nach Anfall
Messzeitpunkt

Abbildung 1: Postiktale Anderung der IL-6-Konzentrationen im Serum. Baseline: n=25, sofort nach Anfall: n=25, 1 h nach Anfall: n=23, 24 h nach
Anfall: n=18. Box-Whisker-Plots mit Median, 1. und 3. Quatrtil (Box) sowie 5%- und 95%-Quantilen (Whisker). Mittelwerte sind als Diagonalkreuz
dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Gber 24 Stunden anhaltender IL-6-Anstieg mit Beginn unmittelbar postiktal. Auffallig ist eine deutliche

Zunahme der Streuung bei den postiktalen Messungen gegeniiber der Baseline, die Subgruppenanalysen erforderlich macht.
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5.3 Subgruppenanalyse

IL-6-Responder:

Insgesamt zeigten 8 der 25 Patienten einen IL-6-Anstieg > 1 pg/ml. Diese 8
Patienten (im folgenden IL-6-Responder genannt) wiesen im Vergleich zu den
Patienten mit geringerem IL-6-Anstieg (IL-6-Non-Responder) einen kirzeren
Krankheitsverlauf von 13 (1 — 28) Jahren gegeniber 26,5 (15 — 30) Jahren
(p<0,05) auf. Das Durchschnittsalter der IL-6-Responder unterschied sich
dagegen mit 38 (24 — 56) Jahren nicht signifikant von dem der IL-6-Non-
Responder [40 (29 — 43) Jahre].

Fur folgende Unterschiede zeigte sich ein statistischer Trend (0,05<p<0,1):

Die Anfallsfrequenz der IL-6-Responder lag tendenziell unter der der Non-
Responder [1,1 (0,5 — 19) Anfalle/Monat vs. 4,5 (1,5 — 10) Anfélle/Monat].
Wahrend 50 % der Manner einen IL-6-Anstieg von > 1 pg/ml aufwies, traf das
nur fur 15 % der Frauen zu (p=0,1). Von den Patienten mit HS (n=16)
gehorten 19 % zu den IL-6-Respondern, von den Patienten ohne HS (n=9)
dagegen 56 % (p=0,09).

Keinen Einfluss auf die Zugehorigkeit zur Gruppe der IL-6-Responder hatte
die Einnahme der Antikonvulsiva Carbamazepin (CBZ, n=9), Valproat (VPA,
n=9), Lamotrigin (LTG, n=12), Levetiracetam (LEV, n=11) und Topiramat
(TPM, n=8) sowie die Seite der Anfallsursprungszone, das Auftreten von
Fieberkrampfen oder einer Meningitis in der Vorgeschichte, das
Vorhandensein einer cerebralen benignen Raumforderung oder die Anfallsart
(fokal oder generalisiert) vor Blutentnahme.

Direkte Subgruppenvergleiche:

Um mdgliche Einflussfaktoren auf die postiktalen Veranderungen
festzustellen, wurden Subgruppen der Patienten in Hinblick auf Anfallstyp
(fokal vs. generalisiert), Geschlecht, Atiologie (Hippokampussklerose vs.
andere), Auftreten von Fieberkrdmpfen in der Kindheit und Lateralisation der
Anfallsursprungszone (links- vs. rechtshemispharisch) direkt verglichen. Die

Ergebnisse finden sich in den Tabellen 4-8.
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Tabelle 4: Zytokinkonzentrationen nach Anfallsart differenziert

Fokale Anfalle
Median | 95%-KI Mittelwert | SD

Baseline (n=20) 5,79| 0,87-9,14 16,15 16,20
IL-1B [pg/ml] sofort pgstlktal (n=20) 5,48 3,36-10,14 14,84 (22,47
1 h postiktal  (n=18) 5,37| 4,36-8,54 14,07 17,97
24 h postiktal  (n=14) 4,992,97-12,83 13,6619,48
Baseline (n=20) 1,32| 0,79-2,15 3,561| 3,39
IL-6 [pg/ml] sofort pgstlktal (n=20) 2,32 1,25-,84 3,66| 3,65
1 h postiktal (n=18) 2,06 1,34-,30 4,01| 3,87
24 h postiktal  (n=14) 2,26| 0,65-5,33 391| 5,84
Baseline (n=20) 1,92| 0,50-6,39 6,43 | 15,77
TNFa [pg/ml] sofort pgstlktal (n=20) 2,14| 0,50-5,57 6,85|12,56
1 h postiktal (n=18) 1,57| 0,50-7,13 6,76|12,12
24 h postiktal  (n=14) 1,11[0,50-12,79 9,561| 9,27

Sekundar generalisierte tonisch-klonische Anfélle
Median | 95%-KI Mittelwert | SD

Baseline (n=5) 16,15 nb 21,13]17,09

IL-1B [pg/ml] sofort pqstlktal (n=5) 14,84 nb 21,61]16,01
1 h postiktal  (n=5) 14,07 nb 19,11 (13,28

24 h postiktal (n=4) 13,66 nb 22,81|21,83

Baseline (n=5) 3,51 nb 3,20 1,02

IL-6 [pg/ml] sofort pqstlktal (n=5) 3,66 nb 4,80| 4,98

1 h postiktal  (n=5) 4,01 nb 6,40| 7,68

24 h postiktal (n=4) 3,91 nb 4,30| 2,36

Baseline (n=5) 6,43 nb 7,86| 5,60

TNFa [pg/ml] sofort pqstlktal (n=5) 6,85 nb 8,50| 5,66
1 h postiktal  (n=5) 6,76 nb 7,67| 5,20

24 h postiktal (n=4) 9,51 nb 8,81| 5,51

nb = nicht bestimmt (Gruppengrél3e zu gering)

Die postiktalen Veradnderungen der Serumkonzentrationen von IL-6
unterschieden sich nicht signifikant zwischen Patienten mit fokalen und
sekundar generalisierten Anfallen (p=0,53) sowie zwischen Mannern und
Frauen (p=0,25).
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Tabelle 5: Zytokinkonzentrationen nach Geschlecht differenziert

Frauen
Median | 95%-KI Mittelwert | SD
Baseline (n=13) 8,44 | 4,28-11,16 8,14 | 4,64
IL-1B [pg/ml] sofort ppstlktal (n=13) 9,32|3,36-11,17 8,64 | 5,66
1h postiktal (n=12) 8,54 | 3,44-12,85 8,62| 4,88
24 h postiktal  (n=9) 8,61| 2,97-9,62 6,95 3,52
Baseline (n=13) 2,89 | 0,42-3,68 3,23| 4,03
IL-6 [pg/ml] sofort ppstlktal (n=13) 3,60| 1,13-4,35 3,55| 3,81
1h postiktal (n=12) 2,64 | 0,24-5,27 3,80| 4,62
24 h postiktal  (n=9) 4,10| 1,61-5,33 515| 5,35
Baseline (n=13) 3,33[0,50-11,20 9,25|17,54
TNFa [pg/ml] sofort ppstlktal (n=13) 3,96 0,50-11,53 8,01]12,97
1h postiktal (n=12) 3,63|0,50-11,09 7,76112,53
24 h postiktal  (n=9) 1,26]0,50-12,53 4,17| 5,18
Manner
Median | 95%-KI Mittelwert | SD
Baseline (n=12) 7,01 |3,42-22,42 17,58 122,93
IL-1B [pg/ml] sofort ppstlktal (n=12) 5,84 3,32-22,04 19,46 | 29,97
1h postiktal (n=11) 5,51[2,17-41,85 16,50 | 23,60
24 h postiktal  (n=9) 12,83 ] 3,80-55,29 21,36 26,72
Baseline (n=12) 1,43| 0,79-2,15 155| 1,14
IL-6 [pg/ml] sofort ppstlktal (n=12) 2,29 | 1,25-4,86 3,75| 4,11
1h postiktal (n=11) 2,14| 1,34-5,03 3,74| 5,47
24 h postiktal (n=9) 1,90| 0,49-7,50 3,92| 5,31
Baseline (n=12) 1,91]0,50-15,10 7,01(10,39
TNFa [pg/ml] sofort ppstlktal (n=12) 2,9910,50-14,93 7,18110,09
1h postiktal (n=11) 1,4410,50-13,09 6,19| 9,30
24 h postiktal  (n=9) 3,44 10,50-20,07 9,01(10,69
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Tabelle 6: Zytokinkonzentrationen nach Atiologie differenziert

Hippokampussklerose
Median | 95%-KI Mittelwert | SD
Baseline (n=16) 9,08 | 4,80-17,66 14,39|17,30
IL-1B [pg/ml] sofort ppstlktal (n=16)| 10,20]|4,05-15,61 16,11 | 24,53
1h postiktal (n=15) 8,54 | 4,52-14,07 13,74118,63
24 h postiktal  (n=11) 8,88 | 4,74-17,28 15,33]21,20
Baseline (n=16) 1,88| 0,42-3,51 2,78 | 3,73
IL-6 [pg/ml] sofort ppstlktal (n=16) 1,65| 1,13-4,86 3,55| 4,08
1h postiktal (n=15) 1,62| 0,28-5,21 3,43 | 4,26
24 h postiktal  (n=11) 3,48 [1,09-16,66 553 6,28
Baseline (n=16) 2,98 (0,50-12,15 10,47117,23
TNFa [pg/ml] sofort ppstlktal (n=16) 3,76 0,50-13,93 9,35|13,71
1h postiktal (n=15) 3,12|0,50-12,87 8,24113,40
24 h postiktal  (n=11) 2,35/0,50-20,07 7,31| 9,96
Andere Atiologie
Median | 95%-KI Mittelwert | SD
Baseline (n=9) 3,87 | 1,76-9,14 9,63(15,73
IL-1B [pg/ml] sofort ppstlktal (n=9) 4,412,19-10,14 9,80|14,76
1h postiktal (n=8) 4,46 |1,67-41,85 10,03 (14,30
24 h postiktal (n=7) 3,83|1,43-55,29 12,31(19,21
Baseline (n=9) 1,62 0,79-3,11 1,80| 1,24
IL-6 [pg/ml] sofort ppstlktal (n=9) 2,89| 2,09-4,04 3,81 3,71
1h postiktal (n=8) 2,2111,34-19,83 4,42| 6,26
24 h postiktal (n=7) 2,27 | 0,35-7,50 2,99| 2,53
Baseline (n=9) 1,92]0,50-11,20 4,23| 5,35
TNFa [pg/ml] sofort ppstlktal (n=9) 3,32|0,64-11,53 4,68| 5,22
1h postiktal (n=8) 2,53]0,50-11,09 509| 5,21
24 h postiktal  (n=7) 1,26]0,47-14,07 547 6,17

Die Baseline-Werte unterschieden sich nicht zwischen Patienten mit und ohne
HS. Patienten mit HS zeigten jedoch einen deutlich geringeren medianen
postiktalen IL-6-Anstieg als Patienten mit anderer Atiologie [0,18 (-0,15 — 0,85)
pg/ml vs. 1,27 (0,5 — 2,15) pg/ml, p=0,03] (Abb. 2). Analog war der geringe
postiktale IL-6-Anstieg in der Subgruppe der Patienten mit HS nicht signifikant
im Vergleich zum Baseline-Wert (p=0,27).
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Abbildung 2: Postiktaler IL6-Anstieg bei Patienten mit (n=16) und ohne (n=9) Hippokampussklerose. Box-Whisker-Plots mit Median, 1. und 3.
Quartil (Box) sowie 5%- und 95%-Quantilen (Whisker). Mittelwerte sind als Diagonalkreuz dargestellt. Bei Patienten ohne Hippokampussklerose

fand sich ein signifikant hoherer IL-6-Anstieg als bei Patienten mit Hippokampussklerose.
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Tabelle 7: Zytokinkonzentrationen nach Auftreten von Fieberkrdmpfen in der
Kindheit differenziert

Fieberkrampfe
Median | 95%-KI Mittelwert | SD

Baseline (n=6) 12,41 |4.80-22.42 12,24| 6,73
IL-1B [pg/ml] sofort pgstlktal (n=6) 11,32 |3.32-22.04 11,15( 6,99
1 h postiktal ~ (n=6) 12,00]4.36-18.09 10,84| 5,46
24 h postiktal  (n=5) 12,07 nb 10,92 5,72
Baseline (n=6) 1,88 0.31-3.51 1,86 1,35
IL-6 [pg/mi] sofort pgstlktal (n=6) 2,6710.26-10.81 3,52| 3,97
1 h postiktal ~ (n=6) 2,21 | 0.24-5.55 2,62 2,34
24 h postiktal  (n=5) 2,24 nb 2,75| 1,78
Baseline (n=6) 2,44 10.50-63.47 12,63 25,00
TNFa [pg/mi] sofort pgstlktal (n=6) 2,99 |0.50-46.74 10,09(18,11
1 h postiktal ~ (n=6) 2,30[0.50-45.32 9,61(17,65
24 h postiktal  (n=5) 2,16 nb 2,71 2,40

Keine Fieberkrampfe
Median | 95%-KI Mittelwert | SD

Baseline (n=19) 7,68| 3.42-9.42 12,81|18,82
IL-1B [pg/ml] sofort pgstlktal (n=19) 5,84|3.36-11.17 14,68 | 24,37
1 h postiktal (n=17) 6,01 |3.44-10.10 13,21 (19,96
24 h postiktal  (n=13) 8,61|2.97-12.83 15,40 23,35
Baseline (n=19) 1,62| 0.81-3.11 2,60| 3,46
IL-6 [pg/ml] sofort pgstlktal (n=19) 2,49 | 1.25-4.04 3,69| 3,95
1 h postiktal  (n=17) 2,14| 1.36-4.01 4,18| 5,57
24 h postiktal  (n=13) 3,48| 1.09-7.50 5,23| 5,96
Baseline (n=19) 2,566 |0.50-11.20 6,63| 8,79
TNFa [pg/ml] sofort pgstlktal (n=19) 3,55|0.64-11.53 6,77| 8,69
1 h postiktal (n=17) 3,07| 0.50-9.89 6,09| 7,88
24 h postiktal  (n=13) 2,35|0.50-14.07 8,08| 9,61

nb = nicht bestimmt (Gruppengréf3e zu gering)

Patienten, die als Kinder unter Fieberkrampfen gelitten hatten, zeigten einen
postiktalen Abfall von IL-18 [-1,03 (-2,59 — 0,42) pg/ml], wahrend IL-18 bei
Patienten ohne Fieberkrampfe geringfiigig anstieg [+0,45 (-0,49 — 1) pg/ml].
Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch signifikant
(p=0,03).
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Tabelle 8: Zytokinkonzentrationen nach Seite des Anfallsursprungs
differenziert

Anfallsursprung links temporal
Median | 95%-KI Mittelwert | SD

Baseline (n=18) 7,82|3,87-16,15 12,70 16,89
IL-1B [pg/ml] sofort pgstlktal (n=18) 6,84 14,17-14,84 14,33 (23,51
1 h postiktal (n=16) 6,50 | 4,42-14,07 13,23 18,87
24 h postiktal  (n=14) 7,10]2,97-15,25 12,65]19,37
Baseline (n=18) 1,62| 0,81-2,89 1,85| 1,27
IL-6 [pg/ml] sofort pgstlktal (n=18) 2,52 | 1,25-4,04 3,02| 2,42
1 h postiktal (n=16) 2,21| 1,34-5,03 2,67| 1,76
24 h postiktal  (n=14) 2,07| 0,65-4,42 3,36| 4,15
Baseline (n=18) 2,05| 0,50-6,43 8,76 | 16,06
TNFa [pg/ml] sofort pgstlktal (n=18) 3,54| 0,50-6,85 8,07112,69
1 h postiktal (n=16) 2,53| 0,50-7,13 7,41112,32
24 h postiktal  (n=14) 1,71[0,50-12,79 6,37| 9,15

Anfallsursprung rechts temporal
Median | 95%-KI Mittelwert | SD

Baseline (n=6) 8,59 | 4,28-50,86 14,42|17,98
IL-1B [pg/ml] sofort pqstlktal (n=6) 9,33 3,36-48,50 14,29(17,05
1 h postiktal  (n=6) 8,37 | 3,44-41,85 12,62 (14,51
24 h postiktal (n=4) 8,75 nb 19,44 | 23,96
Baseline (n=6) 2,3710,20-15,73 4,23| 5,89
IL-6 [pg/ml] sofort pqstlktal (n=6) 2,65]0,26-15,07 571| 6,73
1 h postiktal ~ (n=6) 2,6910,20-19,83 7,10| 8,90
24 h postiktal (n=4) 6,14 nb 8,68| 7,05
Baseline (n=6) 6,39 nb 7,41] 6,13
TNFa [pg/ml] sofort pqstlktal (n=6) 4,86 nb 7,27| 6,73
1 h postiktal  (n=6) 5,19 nb 6,94| 5,76
24 h postiktal (n=4) 7,44 nb 7,36| 6,93

nb = nicht bestimmt (Gruppengrof3e zu gering). Ein Patient mit bitemporalem
EEG-Anfallsursprung ist nicht beriicksichtigt.

Bei Patienten mit rechtstemporalem Anfallsursprung (n=6) fanden sich zu den
Messzeitpunkten Baseline, unmittelbar postiktal sowie 24 h postiktal hohere
IL-6-Konzentrationen als bei Patienten mit linkshemispharischem
Anfallsursprung (Abb. 3). Statistische Signifikanz erreichte der Unterschied bei
der Messung 24 h nach Anfall [2,07 (0,65 — 4,42) pg/ml vs. 6,14 [0,20 — 19,83)
pg/ml, p=0,03]. Der postiktale IL-6-Anstieg blieb allerdings bei getrennter
Auswertung der Patienten mit links- bzw. rechtsseitigem Anfallsursprung

jeweils signifikant.
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Abbildung 3: Postiktale Anderung der IL-6-Konzentrationen in Abhangigkeit von der Lateralisation des Anfallsursprungs (links vs. rechts
temporal). Box-Whisker-Plots mit Median, 1. und 3. Quartil (Box) sowie 5%- und 95%-Quantilen (Whisker). Mittelwerte sind als Diagonalkreuz
dargestellt. Dunkel = linkshemisphéarischer Anfallsursprung (n=18), hell = rechtshemisphéarischer Anfallsursprung (n=6). Hohere IL-6-
Konzentrationen fanden sich bei rechtsseitigem Anfallsursprung bei Baseline, sofort und 24 h nach Anfall. Die Differenz erreichte 24 h nach dem
Anfall statistische Signifikanz. Ein Patient mit bitemporalem EEG-Anfallsursprung ist nicht bertcksichtigt.
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Medikamenteneffekte: Patienten, die mit Valproat (VPA) behandelt waren (n=9),
hatten bei grol3er Varianz zu allen Messzeitpunkten hdéhere Serumkonzentrationen
von IL-1B als Patienten ohne VPA-Therapie (Abb. 4). Der Unterschied war bei
Baseline (p=0,04), 1 h postiktal (p=0,02) und 24 h postiktal (p=0,009) signifikant.
Tendenziell fanden sich auch erhdhte Serumkonzentrationen von TNFa unter VPA
(Abb. 5); das Signifikanznieveau wurde hier bei der Messung 24 h postiktal
unterschritten [0,73 (0,50 — 8,58) pg/ml vs. 9,51 (0,59 — 30,88) pg/ml, p=0,02]. Eine
Korrelation mit der eingenommenen VPA-Dosis oder ein Unterschied im postiktalen
IL-1B3-Anstieg fanden sich allerdings nicht.

Die Einnahme von Carbamazepin (CBZ), Levetiracetam (LEV), Lamotrigin (LTG)

oder Topiramat (TPM) beeinflusste die Zytokinkonzentrationen nicht.
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Abbildung 4: Unterschiede der IL-1B-Konzentrationen bei Patienten mit (n=9) und ohne (n=16) Valproattherapie zu verschiedenen
Messzeitpunkten. Box-Whisker-Plots mit Median, 1. und 3. Quartil (Box) sowie 5%- und 95%-Quantilen (Whisker). Mittelwerte sind als
Diagonalkreuz dargestellt. Patienten unter Valproattherapie (dunkel) wiesen durchschnittlich hohere IL-1B3-Konzentrationen im Blut auf als
Patienten ohne Valproateinnahme (hell). Signifikant war der Unterschied bei der Baselinemessung sowie 1h und 24 h postiktal.
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Abbildung 5: Unterschiede der TNFa-Konzentrationen bei Patienten mit (n=9) und ohne (n=16) Valproattherapie zu verschiedenen
Messzeitpunkten. Box-Whisker-Plots mit Median, 1. und 3. Quartil (Box) sowie 5%- und 95%-Quantilen (Whisker). Mittelwerte sind als
Diagonalkreuz dargestellt. Patienten unter Valproattherapie (dunkel) wiesen durchschnittlich héhere TNFa-Konzentrationen im Blut auf als

Patienten ohne Valproateinnahme (hell). Statistische Signifikanz wurde 24 h postiktal erreicht.
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6 Diskussion

Die vorliegende prospektive Studie zeigte einen innerhalb von Minuten nach fokalen
und sekundar generalisierten epileptischen Anfallen auftretenden und fir mindestens
24 h anhaltenden signifikanten medianen Anstieg von IL-6 im Blut, wahrend sich die
Serumkonzentrationen von IL-18 und TNFa nicht signifikant veranderten. Die
erhobenen Daten bestétigen nicht nur frilhere Ergebnisse aus weitaus weniger
selektierten Patientengruppen (Peltola et al., 1998; Lehtimaki et al., 2004), sondern
liefern zusatzliche Informationen Uber Einflussfaktoren auf die gemessenen
Veranderungen: Pradisponierende Faktoren fur den IL-6-Anstieg waren das Fehlen
einer Hippokampussklerose, eine kirzere Krankheitsdauer und eine niedrigere
Anfallsfrequenz.

6.1 Mechanismen des IL-6-Anstiegs

Die Kinetik der Veranderungen legt eine initiale Freisetzung von praformiertem
und gespeichertem IL-6 nahe. Eine Freisetzung von IL-6 durch Zellen des
ZNS ist zu vermuten. Dass eine neuronale Sekretion von IL-6 in vitro sowie in
vivo (z. B. durch die Hypophyse) existiert, wurde bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt (Spangelo und Gorospe, 1995; Romero et al., 1996;
Lohrer et al., 2000; Moller et al., 2006). Im Tierversuch fanden sich innerhalb
von 4 Stunden ca. 40% der intraventrikular injizierten IL-6-Menge im Blut
wieder (Chen et al.,, 1997). Da Zytokine im Blut eine kurze Halbwertszeit
haben [z. B. 107 Minuten fur IL-6 im Tierversuch, (Chen et al., 1997)],
wahrend die vorliegenden Messungen erhdhte IL-6-Konzentrationen uber
mindestens 24 h zeigte, scheint nach der initialen IL-6-Freisetzung eine
nachfolgende vermehrte Synthese wahrscheinlich. Diese Vermutung wird
durch eine wahrend der Durchfihrung der vorliegenden Untersuchung
veroffentlichte Studie unterstitzt (Lehtimaki et al., 2007). Diese Arbeit zeigte
einen postiktalen Anstieg von IL-6 und IL-1-RA bei 12 Patienten mit Frontal-
bzw. Temporallappenepilepsie, die ebenfalls wahrend eines Video-EEG-
Monitorings untersucht worden waren. IL-1 und die |6slichen IL-6-Rezeptoren
(sIL6R und gpl30) wiesen dagegen keine signifikanten Unterschiede zur

Baseline auf.
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6.2

Mehrere Mechanismen konnten zur IL-6-Freisetzung aus verschiedenen
Kdrperzellen im Rahmen epileptischer Anfalle beitragen: Zur Stimulation der
Neusynthese von IL-6 mit bis zu 10fachem Anstieg der IL-6-mRNA in
Neuronen genigt in vitro bereits die Membrandepolarisation (Sallmann et al.,
2000). Daruber hinaus haben eigene Vorarbeiten einen deutlichen Anstieg von
Adrenalin  nach Temporallappenanfallen mit und ohne relevante
Muskelaktivitdt gezeigt (Bauer et al., 2008). Adrenalin wiederum fiihrte im
Tierversuch zu einer vermehrten Expression von IL-6 in der Muskulatur mit
einem Maximum nach 2 h (Frost et al., 2004) und kdnnte so zur hier
gemessenen anhaltenden IL-6-Erh6hung beitragen. Andererseits fand sich im
Gegensatz zu den postiktalen Adrenalinkonzentrationen kein Unterschied im
IL-6-Anstieg zwischen Patienten mit fokalen und generalisierten Anféllen, so
dass die iktale Muskelaktivitdt allein wahrscheinlich nicht die gesamten
Veranderungen erklart.

Klinische Relevanz der Ergebnisse

Im Vergleich zu IL-6-Konzentrationen, die man im Rahmen schwerer
systemischer Infektionen findet, sind die hier gemessenen Veranderungen
gering. Eine frihere Untersuchung zur Zytokinfreisetzung nach
verschiedenartigen Anféllen zeigte allerdings héhere Zytokinkonzentrationen
im Liquor cerebrospinalis als im Serum (Peltola et al., 1998). Dieses Ergebnis
legt nahe, dass die im Blut messbaren Veranderungen die cerebralen
Verhaltnisse nur unvollstandig widerspiegeln. Geringe Zytokinanstiege im Blut
beruhen maoglicherweise auf deutlich gro3eren Veranderungen im ZNS.

Epilepsien gehen mit einer im Vergleich zur Normalbevélkerung 24fach
erhohten Mortalitdt einher (Tomson et al., 2008). Die haufigste Entitat
epilepsie-assoziierter Todesfélle ist SUDEP (sudden unexpected death in
epilepsy patients), also ein plétzliches unerwartetes Versterben ohne Hinweis
auf traumatische Genese im Rahmen eines Anfalls und ohne postmortalen
Nachweis einer ,strukturellen® oder toxischen Todesursache. Erhohte IL-6-
Konzentrationen im Blut korrelieren ebenfalls mit einer erhohten Mortalitat
(Harris et al., 1999). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen die
Untersuchung eines mdglichen Zusammenhanges zwischen SUDEP und

inflammatorischen Mechanismen nahe.
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Nicht bei allen Patienten kam es zu einer gleich stark ausgepréagten iktalen IL-
6-Freisetzung. Geringe oder fehlende Veradnderungen zeigten sich haufiger
bei Patienten mit Hippokampussklerose, langerer Krankheitsdauer (die nicht
durch hoheres Lebensalter erklart wurde) und hoherer Anfallsfrequenz. Die
Hippokampussklerose geht bei ca. 90% der Patienten mit einer Resistenz
gegen die Wirkung von Antikonvulsiva einher (Semah et al., 1998). Insgesamt
wiesen also die schwerer betroffenen Patienten einen geringeren IL-6-Anstieg
auf. Eine mdgliche Erklarung fir diese Beobachtung ware eine
neuroprotektive Wirkung von IL-6. Neuroprotektive Effekte von IL-6 wurden
von verschiedenen Autoren beschrieben. IL-6-knockout-Mause sind anfalliger
als gesunde Kontrolltiere fur die Induktion epileptischer Anfalle durch
prokonvulsive Wirkstoffe (De Sarro et al., 2004). In einem In-vitro-Modell
schitzte Vorbehandlung mit IL-6 Hippokampusneurone vor Glutamat-
vermittelter Exzitoxizitat (Sun et al., 2002), die wiederum vermutlich an der
Epileptogenese beteiligt ist [s. 3.1.2.2. und (Vincent und Mulle, 2009)].
Langzeitpotenzierung (long term potentiation, LTP) in hippokampalen
Neuronen ist vermutlich ebenfalls an der Epileptogenese beteiligt (McEachern
und Shaw, 1999) und kann durch erhdhte IL-6-Freisetzung gehemmt werden
(Li et al., 1997; Balschun et al., 2004). Des Weiteren kann IL-6 durch Induktion
einer neuronalen GABA-Freisetzung (De Laurentiis et al., 2000) antikonvulsiv
wirken. Eine Hypothese zur Erklarung der verminderten IL-6-Freisetzung bei
schwerer betroffenen Patienten wéare also eine - z. B. genetisch bedingte -
verminderte Freisetzung von IL-6 mit daher fehlender neuroprotektiver
Wirkung. Andererseits sind auch neurotoxische Effekte von IL-6 bekannt.
Transgene Mause mit chronischer IL-6-Uberexpression entwickeln spontane
Anfalle (Campbell et al., 1993) und zeigen epilepsietypische Potentiale im
Hippokampus (Steffensen et al., 1994).

Maoglicherweise hangt die Wirkung von IL-6 von der Kinetik der Freisetzung
(chronisch oder pulsatil) sowie von Konzentrationen und Wirkort ab. Eine
weitere Differenzierung der Rolle von IL-6 im Rahmen der Epileptogenese
erfordert daher hirnlokale Messungen (z. B. durch hippokampale Mikrodialyse
in einem geeigneten Tiermodell der TLE). Epidemiologische Daten zum
Zusammenhang zwischen SUDEP und dem Vorliegen bzw. Fehlen einer

Hippokampussklerose liegen nicht vor und waren im Hinblick auf den zuvor
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6.3

6.4

diskutierten Zusammenhang zwischen SUDEP und einer generalisierten
postiktalen Entziindungsreaktion relevant.

Fieberkrampfe

Die Rolle von IL-1B in der Pathogenese von Fieberkrampfen ist experimentell
gut belegt. Die Pathomechanismen werden aber derzeit kontrovers diskutiert
(Dube et al., 2005). Tierexperimentell lassen sich Anfélle durch
intraventrikulare Injektion von IL-1B auslosen (Dube et al., 2005). In einer
Studie fanden die Autoren erhohte IL-1B-Konzentrationen im Plasma von
Kindern nach Fieberkrdmpfen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe von
Kindern mit Fieber, aber ohne Anfélle (Tutuncuoglu et al., 2001). Andere
Autoren berichteten Uber einen IL-1B-Anstieg im Liquor cerebrospinalis, aber
nicht im Serum (Haspolat et al., 2002) oder Uber eine nicht-signifikante
zeitabhédngige Abnahme der IL-1B-Konzentrationen nach Fieberkrampfen
(Virta et al.,, 2002; Tomoum et al.,, 2007). Die letztgenannten Resultate
stimmen mit den hier gemachten Beobachtungen Uberein. Madogliche
Mechanismen fur einen postiktalen Abfall der IL-1B-Konzentration im Serum
ware die Freisetzung des IL-1-Rezeptors Typ Il (vgl. 3.2.2.1) oder eine
Herunterregulierung durch andere Zytokine. Diese Mechanismen sollten in
Zukunft gesondert untersucht werden.

Cerebrale Lateralisation

Der Einfluss der cerebralen Lateralisation auf das Immunsystem ist seit den
1980er Jahren bekannt [Ubersicht bei (Neveu, 2002)]: Im Tierversuch fiihrten
linkshemispharische L&sionen zu einer verringerten Proliferation und
Aktivierung von T-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen sowie zu einer
verringerten IL-1-Produktion, wahrend rechtshemisphéarische L&sionen mit
einer verstarkten T-Zell-Proliferation und IL-1-Produktion einhergingen. Die
Effekte der linkshemisphéarischen L&sionen hielten fur einige Monate an,
wahrend die Effekte rechtsseitiger Lasionen deutlich rascher rtcklaufig waren.
Neben einer Lateralisierung war auch eine Lokalisierung der
immunvermittelten Funktionen nachweisbar; Daten flr isolierte temporale
Lasionen existieren allerdings nicht.

Beim Menschen fanden sich nach links- bzw. rechtshemisphéarischen

Resektionen &hnliche Effekte. Eine Resektion in der sprachdominanten
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Hemisphare reduzierte die Anzahl der Gesamtlymphozyten und insbesondere
der T-Zellen und Ty-Zellen, wahrend Resektionen in der non-dominanten
Hemisphare gegenteilige Effekte verursachte (Meador et al., 2004).

Bei Patienten mit rechtsseitiger TLE ist vom Vorliegen einer
rechtshemisphéarischen L&sion auszugehen, so dass die in der vorliegenden
Untersuchung gefundene erhohte IL-6-Konzentration bei Patienten mit
rechtsseitiger TLE mit den friheren Studien Ubereinstimmt und einen
immunsuppressiven  Effekt einer gesunden rechten bzw. einen
immunaktivierenden Effekt einer gesunden linken Hemisphére nahelegt.

Die Beeinflussung des Immunsystems durch die beiden Hemispharen wird
maoglicherweise Uber das autonome Nervensystem vermittelt. Die klinische
Relevanz ist derzeit allerdings unklar. Im Tierversuch fuhrten rechts- bzw.
linkshemispharische Lasionen nicht zu klinisch fassbaren Unterschieden in der
Immunantwort auf eine Infektion, wahrend Daten aus einer kleinen Kohorte
von Patienten mit isch&mischen Hirninfarkten eine erhéhte Rate von
Infektionen  (insbesondere  Pneumonien) nach linkshemisphérischen

Ischamien zeigte (Neveu, 2002).

6.5 Medikamenteneffekte

Bei Patienten unter VPA-Therapie fanden sich erhdhte Konzentrationen von IL-
1B und TNFa zu verschiedenen Messzeitpunkten, wéahrend die Einnahme von
CBZ, LEV, LTG oder TPM keinen Einfluss auf die Zytokinkonzentrationen
erkennen liel3. Die hier beobachtete Wirkung von VPA bestétigt Ergebnisse aus
einer friheren Studie (Verrotti et al., 2001).

Fir VPA sind verschiedene molekulare Wirkmechanismen beschrieben
(Blaheta und Cinatl, Jr., 2002). VPA verstarkt die DNA-Bindung des
Transkriptionsfaktors fur Activation Protien-1 (AP-1). AP-1 wiederum induziert
die Expression von IL-1B (Koj, 1996; Kang et al., 2004).

Andererseits hemmt VPA die Histondeacetylase und die Proteinkinase C und
aktiviert den peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) (Blaheta und
Cinatl, Jr., 2002). Inhibition der Histondeacetylase fihrt in vitro zu einer
verringerten Freisetzung von IL-13 und TNFa (Leoni et al., 2005; Carta et al.,
2006). Die Inaktivierung der Proteinkinase C hat in vitro eine hemmende
Wirkung auf die TNFa-Freisetzung (Geng et al., 1993). Auch die Aktivierung
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von PPAR fihrt in vitro zu einer verringerten Freisetzung von IL-1 und TNFa
(Arnold und Konig, 2006). Die drei beschriebenen Mechanismen liel3en
vermuten, dass VPA in vitro zu einer verringerten Freisetzung von IL-1 und
TNFa fuhren sollte. Dieser Effekt lief3 sich experimentell bestéatigen (Ichiyama et
al., 2000).

Warum VPA im Gegensatz zu seiner inhibitorischen in-vitro-Wirkung bei den
hier untersuchten Patienten in vivo ebenso wie bei Teilnehmern einer friiheren
Studie (Verrotti et al., 2001) mit erhdhten Zytokinkonzentrationen assoziiert war,
sollte weiter untersucht werden. Die oben beschriebene AP-1-Aktivierung kdme
als madglicher Mechanismus in Frage. Weiterhin konnte ein Einfluss von VPA
auf den Zytokinhaushalt fiur die antineoplastische Wirkung der Substanz

(Blaheta und Cinatl, Jr., 2002) mitverantwortlich sein.

6.6 Ausblick

Das relevanteste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der selektive postiktale
IL-6-Anstieg bei Patienten mit Temporallappenepilepsie ohne
Hippokampussklerose, mit vergleichsweise niedriger Anfallsfrequenz und kurzer
Krankheitsdauer sowie das Fehlen dieses Anstiegs bei den schwerer
betroffenen Patienten. Eine mdgliche Erklarung wéare eine neuroprotektive
Wirkung von IL-6. Zur Uberprifung dieser Hypothese sind insbesondere
tierexperimentelle Verfahren geeignet, durch die eine mégliche Neuroprotektion
wahrend der Phase der Epileptogenese genauer evaluieren waére. Die
Epileptogenese zeichnet sich unter anderem dadurch aus, dass klinische
Symptome wahrend dieser Phase noch fehlen, so dass sie beim Menschen
nicht diagnostiziert werden kann. Stattdessen ist ein valides und
reproduzierbares Tiermodell der TLE erforderlich. Inwieweit die experimentelle
Epileptogenese durch Kindling oder chemisch getriggerten Status epilepticus
(Sharma et al., 2007) der Epileptogenese beim Menschen gleicht, ist allerdings
umstritten (Sloviter, 2005). Unter Zugrundelegung histopathologischer Befunde
ist vermutlich das Tiermodell der TLE nach Stimulation des Tractus perforans
(Bumanglag und Sloviter, 2008) geeignet, um die Rolle von IL-6 bei der
Epileptogenese zu untersuchen. Mdogliche Versuche umfassen die
immunhistochemische In-situ-Detektion von Zytokinen nach Tractus-perforans-

Stimulation im Vergleich zu operierten, aber unstimulierten Tieren, die In-vivo-
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Zytokinmessung durch Mikrodialyse sowie Interventionsversuche mit IL-6-
Rezeptorantikdrpern. Sollte sich eine kausale Rolle immunologischer
Mechanismen beim Prozess der Epileptogenese bestatigen, ware als
mittelfristiges Ziel nachfolgender Untersuchungen eine Beeinflussung der
Immunantwort mit Entwicklung antiepileptischer statt der bislang fast
ausschlie8lich mdglichen symptomorientierten antikonvulsiven Therapien

anzustreben.
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