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2 Einleitung

2.1 Epilepsie

In einem gesunden menschlichen Gehirn befinden sich die exzitatorischen und
inhibitorischen Einflisse auf das neuronale Netzwerk in einem fein regulierten
Gleichgewicht. Die Neurone halten Amplitude und Frequenz ihrer Entladungsrate
in einem engen physiologischen Rahmen.'? Neuroplastischen Veréanderungen,
die zu einem Mehr an |Input fOhren, werden auf anderen Ebenen
entgegengewirkt, um dies zu gewahrleisten.'? Eine Verschiebung des

homdostatischen Gleichgewichts kann zu epileptischen Anfallen flhren.

Ein epileptischer Anfall ist ein zeitlich begrenztes Ereignis mit Zeichen oder
Symptomen einer abnormal gesteigerten oder synchronisierten elektrischen
Aktivitat des Gehirns.? In Abgrenzung dazu handelt es sich bei der Epilepsie um
eine Erkrankung des Gehirns, die durch eine Pradisposition fir das Auftreten
derartiger nicht provozierter epileptischer Anfalle gekennzeichnet ist.® Ein
epileptischer Anfall kann folglich auch ohne eine Epilepsie vorliegen, eine
Epilepsie kann allerdings nicht ohne das Auftreten mindestens eines
epileptischen Anfalls diagnostiziert werden.® Beispielsweise liegt ein akut-
symptomatischer Anfall vor, wenn der epileptische Anfall in einem engen
zeitlichen Zusammenhang mit einer akuten Schadigung des Gehirns, wie einem
Schadel-Hirn-Trauma, einer Infektion oder einem Schlaganfall einhergeht. Im
klinischen Alltag wird die Epilepsie geman den Kriterien der International League
Against Epilepsy (ILAE) Uber zwei nicht provozierte Anfélle, Uber einen
epileptischen Anfall mit einer hohen Wahrscheinlichkeit (60%) flr einen weiteren
epileptischen Anfall oder Uber den Nachweis eines Epilepsiesyndroms definiert.3
Zudem kann die Diagnose nach einer zehnjahrigen Anfallsfreiheit, davon in den

letzten fiinf Jahren ohne antikonvulsive Therapie, zurlickgenommen werden.?

Die Epilepsie gehort mit einer weltweiten Lebenszeitpravalenz von 7,6 (4-10 laut
WHO) pro 1000 Personen zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen.*®
Weltweit leiden Gber 50 Millionen Menschen an Epilepsie.> Neben den
unmitteloaren  Folgen und Einschrankungen der Erkrankung sind
Stigmatisierung®, psychiatrische Komorbiditat’, sowie die soziobkonomischen
Kosten®® der Epilepsie relevante Faktoren fiir die verminderte Lebensqualitat der



Patienten. Zusatzlich zu Einschrankungen der Lebensqualitat, besteht ein
erhdhtes Risiko fur Verletzungen und ,Sudden Unexpected Death in Epilepsy*

(SUDEP), woraus eine verringerte Lebenserwartung resultiert.

Das Erscheinungsbild einer Epilepsie, beziehungsweise eines epileptischen
Anfalls, wird als Anfallssemiologie bezeichnet. Iktal, also wahrend des Anfalls,
sowie periiktal auftretende Positiv- und Negativsymptome kdénnen bereits
Hinweise auf den Ursprung und die Ausbreitung der abnormalen elektrischen
Aktivitat geben. Zudem finden sich iktal sowie interiktal

elektroencephalographisch messbare elektrophysiologische Korrelate.

Als groBe Untergruppen kdnnen hierbei die fokalen und generalisierten
Epilepsien voneinander unterschieden werden. Bei fokalen Anféllen beschrankt
sich die pathologische elektrische Aktivitat auf ein bestimmtes Areal, was sich far
gewdhnlich auch in der Anfallssemiologie widerspiegelt. Im Gegensatz dazu tritt
die pathologische elekirische Aktivitat bei den generalisierten Epilepsien im
gesamten Gehirn auf.

Trotz der groBen Bandbreite unterschiedlicher anfallssuppressiver Substanzen
und Fortschritte in der medikamentdésen Therapie, erreichen 20-40% der
Patienten keine Anfallsfreiheit.'’-'2 Diese pharmakorefraktdaren Epilepsien, bei
denen trotz der Anwendung von mindestens zwei adaquat ausgewahlter
anfallssuppressiver Substanzen keine Anfallsfreiheit erreicht wurde'3, stellen
eine besondere Herausforderung dar. Diese Patienten sollten an einem
Epilepsiezentrum behandelt und dort epilepsiechirurgische Therapieoptionen
evaluiert werden (siehe Kapitel 2.1.3 und 2.1.4). In chirurgischen Fallserien und
postmortalen Untersuchungen stellte die Hippocampussklerose die haufigste
Ursache der pharmakorefraktaren Temporallappenepilepsie (TLE) dar.4-16

Die Pharmakorefraktaritat, also das Versagen der medikamentdsen Therapie,
kann zahlreiche Ursachen haben. Genetische Komponenten, krankheitsbedingte
Adaptationen, sowie medikamentds getriggerte Anpassungen kommen dabei in
Frage."” Im Verlauf kann es beispielsweise zu morphologischen Veranderungen
des neuronalen Netzwerks, einer Uberexpression von Efflux-Transportproteinen
oder Veranderungen der pharmakologischen Zielstrukturen kommen.'”-® Auch



eine fehlende Beeinflussung der pathophysiologisch relevanten Strukturen durch
die anfallssuppressiven Substanzen ist moglich. '8

2.1.1 Klassifikation

Die Klassifikation der Epilepsien erfolgt anhand eines Stufenschemas und
umfasst jeweils die Einordnung des epileptischen Anfalls, eine Zuordnung der
Epilepsie und im letzten Schritt, falls méglich, eines Epilepsiesyndroms (siehe
Abbildung 1). Auf jeder Stufe des Schemas sollen Uberlegungen zur Atiologie
und zu vorhandenen Komorbiditaten einflieBen. Voraussetzung ist die Diagnose
einer Epilepsie.

4 A
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Abbildung 1: Klassifikation der Epilepsien

Schematische Darstellung des Handlungsablaufs zur Klassifikation der
Epilepsien. Nach der Einordnung des Anfallstyps und des Epilepsietyps kann
gegebenenfalls ein Epilepsiesyndrom diagnostiziert werden. Auf jeder Stufe des
Schemas sollten Komorbiditdten und mégliche Ursachen berticksichtigt werden.
Quelle: 15

/
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Im ersten Schritt wird der epileptische Anfall klassifiziert. Zur Einteilung kénnen
verschiedene diagnostische Mittel, wie etwa die Anfallssemiologie oder ein
Elektroenzephalogramm (EEG), genutzt werden. Flr die Klassifikation ist der
Beginn des epileptischen Anfalls relevant. Dieser kann fokal, generalisiert oder
unbekannt sein. Die epileptischen Anfélle kénnen anhand weiterer Merkmale

nochmals unterteilt und spezifiziert werden.®

Sollte entsprechend der ILAE Definition® eine Epilepsie diagnostiziert werden,
wird diese entsprechend ihrer Auspragung einer Kategorie zugeordnet. Die
Kategorien umfassen fokale, generalisierte, kombiniert fokal und generalisierte
oder unbekannte Formen der Epilepsie. Zuletzt wird, falls mdglich, anhand der
erhobenen Befunde ein Epilepsiesyndrom diagnostiziert.2°

Bei der in dieser Arbeit untersuchten mesialen Temporallappenepilepsien mit
Hippocampussklerose handelt es sich um eine fokale Epilepsie mit struktureller
Ursache.

2.1.2 Epileptogenese und Atiologie

So variabel, wie die Anfallssemiologie der Epilepsien, sind auch die zugrunde
liegenden Ursachen. Jede Veranderung, die einen Einfluss auf die Balance
zwischen Exzitation und Inhibition des neuronalen Netzwerks und somit eine
Senkung der intrinsischen Anfallsschwelle zur Folge hat, kann Ursache einer
Epilepsie sein.?'??2 Der Prozess, der zur GbermaBigen Erregbarkeit eines initial
gesunden neuronalen Netzwerks und damit zur Entstehung der Epilepsie, sowie
zu deren Progression flUhrt, wird als Epileptogenese bezeichnet.?® Die
Epileptogenese endet also nicht nach Diagnose der Epilepsie.

Auch wenn in vielen Fallen die Ursache der Epilepsie beziehungsweise der
Ausldser der Epileptogenese nicht bekannt ist, kénnen die Umbauprozesse,
beziehungswiese Mechanismen, die der Epileptogenese zugrunde liegen, auf
verschiedenen Ebenen betrachtet werden. Die Epileptogenese scheint haufig
durch ein initiales schadigendes Ereignis in Gang gesetzt zu werden, das nach
einer klinisch stummen Phase (der Epileptogenese), in der es zu
Umbauprozessen, beziehungswiese zu Adaptationen kommt, im Auftreten der
Epilepsie gipfelt. Daflr spricht, dass eine vorangegangene Schéadigung des
11



Gehirns mit einem erhéhten Risiko fir die Entwicklung einer Epilepsie
einhergeht.2>2*¢ Zu den Umbauprozessen, beziehungswiese Adaptationen,
zahlen Veranderungen der lonenkonzentrationen, der Zellmembranen oder der
lonenkanéle. Alle diese Umbauprozesse kénnen zu einer erhdhten Erregbarkeit
fihren.?224 Auch Verdnderungen an vorhandenen Synapsen, sowie neue
synaptische Verbindungen kénnen die Krampfschwelle senken.??24 Gliazellen,
welche selten Ziel antikonvulsiver Substanzen sind, spielen womdglich eine
groBere Rolle als bislang angenommen,?225 weshalb zukiinftig der Einsatz neuer
antikonvulsiver Substanzen, die auf Strukturen der Gliazellen abzielen,

vielversprechend sein kann.

>

Initiales Ereignis, Latenzperiode Erster Epilepsie
das zur Induktion o
der Epileptogenese epileptischer Anfall
fUhrt

Abbildung 2: Zeitstrahl Epileptogenese

Ein initiales Ereignis induziert die Epileptogenese. Nach der klinisch stummen
Latenzperiode, die Monate bis Jahre andauern kann, kommt es zum Auftreten
des ersten epileptischen Anfalls und der Epilepsie.

Bei der Epileptogenese handelt es sich nicht um einen rein destruktiven Prozess,
da es zur Ausbildung von abnormalen synaptischen Verbindungen und somit

zum Entstehen von pathologischen neuronalen Netzwerken kommt.2326

Sowohl strukturelle, genetische, infektibse, metabolische als auch
immunologische Pathologien kénnen die Epileptogenese in Gang setzen (siehe
Abbildung 3). Auch kindliche komplexe Fieberkrampfe, Schadel-Hirn-Traumata,
Schlaganfélle oder entzlindliche Geschehen kdnnen ursachlich fir die
Epileptogenese sein und somit im Verlauf zur Entstehung einer Epilepsie
fuhren.?* Des Weiteren werden neurodegenerative Veranderungen als mogliche
Ursache diskutiert.?’-2° Da die Datenlage hierzu nicht eindeutig ist, haben diese
allerdings noch nicht den Weg in die aktuelle Klassifikation der ILAE von 2017
gefunden. Der grof3e Teil von Epilepsien unbekannter Ursache, zeigt, dass die
Pathomechanismen bislang nicht vollstandig verstanden sind.
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Strukturelle Veranderungen stellen die haufigste Ursache der Epilepsien dar.?!
Bereits die radiologische Bildgebung mittels kranialer
Magnetresonanztomographie (MRT) kann erste Hinweise auf strukturelle
Veranderungen liefern, allerdings ist eine abschlieBende Diagnose erst nach
histologischer Untersuchung des chirurgischen Resektats oder des postmortalen
Gewebes moglich.2! Innerhalb der strukturellen Ursachen stellt die
Hippocampussklerose wiederum den groBten Teil (36.3%) dar.2! Andere haufige
strukturelle Lasionen sind etwa Hirntumore, kortikale Malformationen, vaskulare
Malformationen, inflammatorische Prozesse  und  posttraumatische
beziehungsweise posthamorrhagische und postischamische

Veranderungen.?!-24

Die Haufigkeit der Ursachen ist abhdangig vom Alter bei Auftreten der Epilepsie.
So finden sich bei Kindern vor allem genetisch generalisierte Epilepsien, wahrend

strukturelle Epilepsien im Alter zunehmen.30

2%

3% \i‘/
= Strukturell = Unbekannt
= Genetisch Infektios
= Neurodegenerativ = Metabolisch

Abbildung 3: Verteilung der Atiologien aller Epilepsien

Fast ebenso hdufig, wie die strukturellen Verdnderungen, ldsst sich der Epilepsie
keine Ursache zuordnen. Dieser Anteil ist im Laufe der Zeit durch das bessere
Verstdndnis der Erkrankung sowie die verbesserten diagnostischen Methoden
zwar gesunken, ist allerdings weiterhin hoch. Quellen:?'-30
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2.1.3 Diagnostik und prachirurgische Evaluation

Die Durchfiihrung einer epilepsiechirurgischen Therapie wird ausschlieBlich bei
pharmakorefraktaren Patienten in Erwdgung gezogen. Da sich nicht alle
Patienten fUr diese Therapieform eignen, wird vorher eine umfassende
prachirurgische Evaluation durchgefiihrt.®' Das Ziel eines epilepsiechirurgischen
Eingriffs ist die Resektion der sogenannten epileptogenen Zone.*?

Die epileptogene Zone ist der Teil des Gehirns, der fir das Entstehen eines
epileptischen Anfalls ursachlich ist.®® Aus diesem Grund geht eine Resektion der
epileptogenen Zone in der Regel mit einer Anfallsreduktion beziehungsweise
Anfallsfreiheit einher. Zur ldentifikation der epileptogenen Zone dient die Analyse
der Anfallssemiologie, die Elektroenzephalographie (EEG) mit Videomonitoring,
die MRT, die Magnetenzephalographie (MEG), eine neuropsychologische
Testung sowie die ['®F]fluorodeoxyglucose-Positronenemissionstomographie
(FDG-PET).31:34 Die Sprachlateralisierung sollte neben der
neuropsychologischen  Testung mittels  funktioneller  transkranieller
Dopplersonographie (fTCD), funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT)
oder Wada-Test gesichert werden.3'-34

Mit Hilfe dieser Verfahren werden verschiedene kortikale Zonen definiert, denen
spezifische Eigenschaften im Rahmen der Epilepsie zugeschrieben werden.33
Aus diesen direkt bestimmbaren Zonen, der symptomatogenen, der irritativen,
der Anfallsursprungszone und der Zone des funktionellen Defizits, wird die

epileptogene Zone, die ursachlich fur die Epilepsie ist, indirekt abgeleitet.23

Die symptomatogene Zone ist das Areal, welches wahrend des epileptischen
Anfalls ursachlich flr die klinische Symptomatik ist.33 Die symptomatogene Zone
kann also anhand der Anfallssemiologie, anamnestisch oder im iktalen
Videomonitoring, definiert werden. Bemerkenswerterweise liegt die epileptogene
Zone nicht zwingend innerhalb der symptomatogenen Zone. Bei direkter
elektrischer Stimulation des Cortex |asst sich dies zeigen, da viele Areale trotz
einer solchen Stimulation asymptomatisch bleiben. Entspringt eine elektrische
Aktivitat in einem solchen asymptomatischen Areal, wird diese erst bei Erreichen
eines eloguenten Areals symptomatisch.3® Die Definition der eloquenten Areale
ist nicht einheitlich und wird in vielen Publikationen nicht angegeben. In der hier

14



vorliegenden Arbeit wird sie als Hirnareal definiert, dem reproduzierbar eine
Funktion zugeordnet werden kann.3?® Alle Hirnareale mit weniger klar definierten

Funktionen sind dementsprechend nicht eloquent.

Die irritative Zone generiert interiktal, also in asymptomatischen Phasen,
epilepsietypische Potentiale, also elekiroenzephalographische Aktivitat, die
pathologische Eigenschaften aufweist.3® Diese interiktale Aktivitat wird als
Zeichen der Pradisposition beziehungsweise als asymptomatische epileptische
Aktivitat verstanden. Die irritative Zone kann mittels EEG, MEG oder fMRT

bestimmt werden.33

Die Anfallsursprungszone ist der Teil der irritativen Zone, welcher einen
epileptischen Anfall auslést.3® Diese elektrische Aktivitdt kann auch erst in einem
Areal des Cortex symptomatisch werden, der auBerhalb der

Anfallsursprungszone liegt.33

Radiologisch Iasst sich in einigen Fallen die sogenannte epileptogene L&sion in
der MRT definieren.3® Nicht alle Epilepsiepatienten zeigen in der MRT
epileptogene Lasionen. Zudem sind nicht alle radiologisch identifizierbaren
Lasionen tats&chlich epileptogen.3® In einigen Fallen sind multiple, miteinander
konkurrierende, epileptogene Lasionen sichtbar. Deshalb sollte die Relevanz des
radiologischen Befundes mittels Korrelation mit dem Video-EEF-Monitoring

evaluiert werden.33

Die Zone des funktionellen Defizits ist definiert als jenes Cortexareal, welches
sich interiktal funktionell abnormal zeigt.3® Dieses Defizit kann symptomatisch
oder auch klinisch stumm sein. Es kann in der klinischen Untersuchung,
neuropsychologischen Testung, dem EEG sowie einem FDG-PET bestimmt

werden.33

Wie oben bereits erwahnt, ist die epileptogene Zone fir das Entstehen eines
epileptischen Anfalls ursachlich. Grundsatzlich liegt die epileptogene Zone
innerhalb der Anfallsursprungszone beziehungsweise kann sie dieser vollstandig
entsprechen. Nichtsdestotrotz gibt es Félle, in denen sich die epileptogene Zone
Uber die Grenzen der Seizure Onset Zone hinweg erstreckt. Wenn der Patient
postoperativ anfallsfrei bleibt, kann davon ausgegangen werden, dass die
epileptogene Zone vollstandig reseziert wurde. Da momentan Kkein
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diagnostisches Mittel existiert, um die epileptogene Zone anatomisch genau
einzugrenzen, handelt es sich leidglich um ein theoretisches Konzept. Im
klinischen Alltag wird die epileptogene Zone anhand der anderen diagnostisch
ermittelbaren Zonen bestimmt beziehungsweise eingegrenzt. Dies gelingt nicht
in allen Féllen, sodass weitere, meist invasive Verfahren, wie die Implantation
von Tiefenelektroden zur Verbesserung der raumlichen Auflésung, eingesetzt

werden mussen, um die epileptogene Zone einzugrenzen.

2.1.4 Therapie und Prognose

FOr die medikamentdse Therapie der Epilepsie sind im Laufe der Jahre
zahlreiche anfallssuppressive Substanzen zugelassen worden. Das Ziel aller
Substanzen ist, die exzitatorischen Einfliisse zu mindern beziehungsweise die
inhibitorischen Einflisse zu starken, um die Anfallsfrequenz zu reduzieren. Dies
geschieht Uber die Beeinflussung verschiedener Zielstrukturen, wie
beispielsweise des GABAergen, des glutamatergen Systems oder von
verschiedenen lonenkanale.®®% Ob neben den symptomatischen Effekten, auch
eine verlaufsmodifizierende Wirkung besteht, ist nicht abschlieBend

geklart.23:37.38

FOr die pharmakorefraktaren Epilepsien bietet sich die Epilepsiechirurgie als
weitere Therapieoption an. Entscheidend bei der Evaluation einer chirurgischen
Therapie sind, neben der Atiologie, der Leidensdruck des Patienten sowie
Komorbiditaten. Der ideale Zeitpunkt fir eine epilepsiechirurgische Therapie wird
auch heute noch kontrovers diskutiert. Insbesondere die Frage, ob eine friihe
chirurgische Therapie vorteilhaft ist, bleibt ungeklart. Allerdings wird eine
mdglichst frihe Evaluation der therapieresistenten Patienten in Hinblick auf eine
chirurgische Therapie empfohlen.'> Bislang wurde diese Evaluation im
Durchschnitt erst 22 Jahre nach Diagnosestellung und zehn Jahre nach
Versagen des zweiten Antikonvulsivums und damit zehn Jahre nach Auftreten
der Therapierefraktaritat durchgefiihrt.39:40

Erstmalig im Jahr 1886 durchgeflihrt®?, ist die Epilepsiechirurgie insbesondere in
den letzten zwei Jahrzehnten zu einem elementaren Bestandteil der Behandlung

der pharmakorefraktaren  Epilepsien geworden. Das Ziel eines
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epilepsiechirurgischen Eingriffs ist die Diskonnektion oder Resektion der

epileptogenen Zone, also dem Ursprung der Epilepsie.3?

Der postoperative Erfolg wird anhand der ILAE-Klassifikation fir ,Surgical
Outcome* eingeteilt, wobei ILAE 1 eine Anfallsfreiheit und ILAE 6 eine héhere
Anfallsfrequenz als vor der Operation reprasentiert (Tabelle 1). Das Outcome soll
jahrlich reevaluiert werden, weshalb es zu Veranderungen der Klassifikation
eines Patienten im Laufe der Zeit kommen kann. Insgesamt lasst sich bei den
pharmakorefraktdren Epilepsien in etwa der Haélfte der Falle mittels

Epilepsiechirurgie eine Anfallsfreiheit erreichen.!-16

Klassifikation | Definition

1 Anfallsfreiheit, keine Auren

2 Nur Auren, keine sonstigen Anfalle

3 Ein bis drei Anfallstage pro Jahr, £ Auren

4 Vier Anfallstage pro Jahr bis 50% Reduktion der Anfallstage
des Ausgangswertes, £ Auren

5 Weniger als 50% Reduktion bis 100% Anstieg der Anfallstage
des Ausgangswertes, £ Auren

6 Mehr als 100% Anstieg der Anfallstage, £ Auren

Tabelle 1: Klassifikation des postoperativen Outcomes der ILAE

Die abgebildete Klassifikation dient der Einteilung des Erfolgs eines
epilepsiechirurgischen Eingriffs. Grad 1 bis 4 entsprechen einer Verbesserung
und 6 einer Verschlechterung. Zu beachten ist, dass Grad 5 den Bereich einer
geringen Verbesserung sowie einer Verschlechterung abdeckt. Quelle:#!

Als unabhangige Pradiktoren fir ein gutes Outcome wurden bislang das
Vorhandensein einer mesialen temporalen Sklerose, eines Tumors, die
Konkordanz von praoperativem MRT und EEG, Fieberkrampfe in der
Vorgeschichte, unilaterale interiktale Spikes im EEG sowie die vollstandige
chirurgische Resektion identifiziert.*? Im Gegensatz dazu wurden ein normales
praoperatives MRT, die Notwendigkeit zur Nutzung invasiver diagnostischer
Tests, das Vorhandensein einer fokalen kortikalen Dysplasie (FCD) oder
Malformation der kortikalen Entwicklung sowie eine linksseitige Resektion als
Pradiktoren fir ein schlechtes Outcome identifiziert.*?

Far therapierefraktare Falle sollte eine chirurgische Intervention erwogen
werden. Die Epilepsiechirurgie ist der medikamentdésen Therapie bei
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therapierefraktaren Fallen in Bezug auf die Anfallsfrequenz, Lebensqualitat und

Mortalitat Gberlegen.!2381,39.42-45

Der Hippocampus ist haufig Ausgangspunkt von epileptischen Anféllen und zeigt
dabei in vielen Fallen pathologische Verdnderungen, wie die
Hippocampussklerose. Was genau den Hippocampus als Ursprung vieler
Epilepsien préadisponiert, ist nicht bekannt, allerdings wird vermutet, dass die
ausgepragte Eigenschaft des Hippocampus zur Neurogenese dabei eine Rolle
spielt.*6 Diese Plastizitat begiinstigt womdglich die Umbauprozesse im Rahmen

der Epileptogenese.

2.2 Hippocampus

Der Hippocampus des Menschen ist eine bogenférmige Struktur, die sich im
mesialen Temporallappen, angrenzend an den Boden des Cornu temporale des
Seitenventrikels befindet und Teil des limbischen Systems ist. Namensgebend
war die Form des Hippocampus, die an ein Seepferdchen erinnert (lat.
Hippocampus).4” Der Hippocampus kann in den Gyrus dentatus (DG = Dentate
gyrus), das Ammonshorn (CA = Cornu ammonis) und das Subiculum

untergliedert werden.

Funktionell ist im gesunden Gehirn insbesondere die Beteiligung an der
Gedachtnisbildung hervorzuheben. Das prominente Beispiel des Patienten
,H.M.“, der nach bilateraler Hippocampektomie nicht mehr in der Lage war, neue

Inhalte zu erlernen, illustriert die Funktion des Hippocampus anschaulich.4®

Anhand histologischer Merkmale kann das Ammonshorn in vier Regionen, CA1
bis CA4, untergliedert werden. Die Region CA1 beginnt am Subiculum und setzt
sich von dort in Richtung DG fort. Die Pyramidenzellen haben kleine, dreieckige
Somata und liegen verstreut in CA1.4% Die Region CA2 beginnt distal von CAT1.
lhre groBen, ovalen Pyramidenzellen liegen in Abgrenzung zu CA1 dicht
beieinander.*® Da das histologische Bild von CA3 dem von CA2 ahnelt, ist die
Differenzierung nicht immer eindeutig méglich. CA3 zeigt eine etwas geringere
Zelldichte bei gleicher Zellmorphologie wie CA2. Eine Besonderheit sind die
Moosfasern, die vom DG zu CA3 ziehen.#’ Die zu CA4 gehérigen
Pyramidenzellen liegen innerhalb des Areals, das durch den DG begrenzt wird
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und werden gelegentlich auch als Hilus des DG bezeichnet. Eine Ubersicht der
histologischen Unterteilung bietet Abbildung 4.

Der DG kann in die Kdrnerzellschicht, die Molekularzellschicht und den Hilus
unterteilt werden. Die Kdrnerzellschicht beinhaltet eine wenige Zellkérper dicke
Schicht aus Koérnerzellen. Die Molekularschicht ist groB3teils frei von Zellkérpern
und fahrt die Nervenfasern, Uber die die Kérnerzellen Afferenzen erhalten. Der
Hilus wird auch als CA4 bezeichnet und enthélt Interneurone, wie auch die

Efferenzen der Kérnerzellen, die als Moosfasern bezeichnet werden.

Der Hippocampus erhalt seine afferenten Fasern gréBtenteils aus dem
entorhinalen Cortex. Die Afferenzen gelangen zum DG (1. Verschaltung)*” und
von dort zur CA3-Region (2. Verschaltung) des Hippocampus.*’” Die CA3-Region
wiederum projiziert auf die CA1-Region (3. Verschaltung).#” Die Schleife wird
durch die Projektion der CA1-Region zum entorhinalen Cortex geschlossen.*’
Die Region CA2 erhalt Afferenzen aus dieser Schleife und direkt aus dem

entorhinalen Cortex und sorgt so flir deren Abgleich.4’
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Abbildung 4: Abbildungen der Areale des menschlichen Hippocampus

A, B Schema und 9,4T-MRT-Ansicht der Struktur des Hippocampus (koronarer
Schnitt), CA1-CA4 Felder des Cornu Ammonis, Cornu Ammonis: 1 Alveus; 2
Stratum oriens, 3 Stratum pyramidale, 3' Stratum lucidum, 4 Stratum radiatum, 5
Stratum lacunosum, 6 Stratum moleculare, 7 vestigialer Sulcus hippocampus (7'
Resthéhle), Gyrus dentatus: 8 Stratum moleculare, 9 Stratum granulosum, 10
polymorphe Schicht, 11 Fimbrien, 12 Margo denticulatus, 13 Sulcus
fimbriodentatus, 14 Sulcus superficialis hippocampus, 15 Subiculum, 16 Plexus
choroideus, 17 Schwanz des Nucleus caudatus, 18 Cornu temporalis (inferior)
des Ventriculus lateralis, Quelle: Adaptiert nach Duvernoy 2005 - The Human
Hippocampus.jpg*°
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2.3 Hippocampussklerose

Bouchet und Cazauvieilh vermuteten bereits 1825 eine Beteiligung des
Hippocampus an der Entstehung der Epilepsie.>® Sommer beschrieb 1880 die
zugehorige Histopathologie und fuhrte den Begriff der Ammonshornsklerose,
heute als Hippocampussklerose bezeichnet, beziehungsweise der mesialen
temporalen Sklerose, ein.5! Die von ihm beschriebenen Veranderungen im Sinne
eines Pyramidenzellverlustes und einer Astrogliose definieren auch heute noch
die Hippocampussklerose. Aus diesem Grund kann die exakte Diagnose erst
nach neuropathologischer Untersuchung des resezierten Gewebes gestellt
werden. Neben dem Pyramidenzellverlust und der Astrogliose kommt es
typischerweise auch zu einem Aussprossen von Axonen, einer Reorganisation
der synaptischen Verbindungen sowie Veranderungen der Gliazellen und der
Blut-Hirn-Schranke. 452

Die genauen Ursachen der Hippocampussklerose sind nicht bekannt.
Schadigende Ereignisse, wie komplizierte Fieberkrampfe in der Kindheit, Status
epilepticus, Entzindungen und Traumata, begunstigen offensichtlich die
Entstehung einer Hippocampussklerose. Allerdings fihren weder Fieberkrampfe,
noch der Status epilepticus in jedem Fall zu einer Hippocampussklerose. Am
ehesten scheint es sich um eine multifaktorielle Genese mit einer gewissen

genetischen Pradisposition zu handeln.

Interessant ist die Tatsache, dass es trotz des groBen Zellverlusts zu der
Pradisposition fur epileptische Anfélle kommt. Man kdnnte annehmen, dass es
durch den Zellverlust und damit den Verlust synaptischer Verbindungen und
exzitatorischer Impulse sowie dem rarefizierten, neuronalen Netzwerk zu einer
verminderten Anfallsneigung kommt. Dies ist allerdings nicht der Fall, wobei die
zugrundeliegenden Mechanismen nicht abschlieBend geklart sind.

Unter den therapierefraktaren  Temporallappenepilepsien  stellt  die
Hippocampussklerose den haufigsten neuropathologischen Befund dar.® Auch
in einer multizentrischen Untersuchung der European Epilepsy Brain Bank
(EEBB) trat bei 36,4% der 9523 untersuchten Gewebeproben eine
Hippocampussklerose auf, womit sie die haufigste histopathologische Diagnose
nach epilepsiechirurgischen Eingriffen darstellte.5*
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Anhand der segmentalen Verteilung dieser histopathologischen Merkmale wird
die Hippocampussklerose entsprechend der Klassifikation der ILAE in drei
beziehungswiese vier Subtypen unterteilt (siehe Tabelle 2).5 Bei den TLE mit
Hippocampussklerose findet sich mit Abstand am haufigsten Typ 1 (60-80%).
Typ 2 (5-10%), Typ 3 (4-7,4%) und Typ 4 (20%) sind deutlich seltener. Zu
beachten ist, dass es sich bei Typ 4 nicht um eine Hippocampussklerose handelt,
da lediglich eine Gliose vorliegt.

Klassifikation Zellverlust je Areal
Typ 1 CA1:>80%

CA2: 30-50%
CAS: 30-90%
CA4: 40-90%

DG: 50-60%

Typ 2 CA1:>80%
CA2-4: wenig

DG: wenig

Typ 3 CA1: < 20%

CA2: < 25%

CAS: 30%

CA4: 50%

DG: 35%

Typ 4 Nur Gliose, keine hippocampale
Sklerose

Tabelle 2: Klassifikation der Hippocampussklerosen

Anhand der abgebildeten Kriterien werden die Hippocampussklerosen
diagnostiziert und geman des Zellverlusts der jeweiligen Areale kategorisiert.
Quelle®3

2.4 Wachstumsfaktoren und Epilepsie

Da die Epileptogenese kein rein destruktiver Prozess ist, sondern die oben
beschriebenen Wachstumsvorgange stattfinden?3, ist anzunehmen, dass
Wachstumsfaktoren eine Rolle bei der Entstehung der Epilepsie spielen. Neben
der Ausbildung neuer synaptischer Verbindungen, ist der Verlust inhibitorischer
Einfllisse, ein weiterer Mechanismus, der zur Epileptogenese beitragt.23

Wachstumsfaktoren kommen in der embryonalen Entwicklung, der neuronalen

Plastizitdt und Neurogenese im erwachsenen Gehirn eine herausragende

Bedeutung zu. Sie induzieren und modulieren sowohl die embryonale
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Entwicklung, als auch die neuronale Plastizitdt und Neurogenese im

erwachsenen Gehirn.46

Basierend auf der vorhandenen Literatur wurden finf Wachstumsfaktoren
ausgewahlt, die im Hinblick auf eine Beteiligung an der Epileptogenese sowie fur
die hier durchgefihrten Untersuchungen vielversprechend erschienen. Ein
groBer Teil der bisherigen Arbeiten wurde im Tiermodell durchgefihrt. Daten zu
humanem Gewebe sind vergleichsweise rar. Umso wichtiger erschien deshalb
die Durchfihrung von Untersuchungen an humanem Gewebe, um die

vorhandenen Daten aus den Tiermodellen validieren zu kbnnen.

2.4.1 BDNF

Der Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) wurde erstmalig 1982 isoliert und
war der zweite zur Gruppe der ,neurotrophic factors® gehoérende
Wachstumsfaktor.5® Von BDNF existieren Isoformen mit einem Molekulargewicht

von 30 kDa in seiner Precursor Form und 14 kDa in seiner reifen Form.>¢

BDNF wird im gesamten zentralen Nervensystem exprimiert, wobei die
Expression im Hippocampus am ausgepragtesten ist. Neben Neuronen wird
BDNF auch von Gliazellen und Mikroglia, die beide eine Rolle bei der

Epileptogenese spielen, exprimiert.5’

Die Funktionen von BDNF sind bereits im physiologischen Zustand sehr vielfaltig.
Die Isoformen von BDNF wirken jeweils Uber unterschiedliche Rezeptoren,
weshalb zahlreiche Signalwege beeinflusst werden. Eine umfassende Ubersicht
bietet die Ubersichtsarbeit von Kowianski et al. aus dem Jahr 2018.58 Wichtige
Funktionen dbernimmt BDNF bei Entwicklungsprozessen des Gehirns,
Neurogenese, Gliogenese und Synaptogenese, Neuroprotektion sowie
synaptischer Plastizitat.’® Des Weiteren zeigt sich postiktal eine erhdhte
Expression von BDNF.*° Die Epileptogenese scheint durch BDNF begiinstigt zu
werden, da es bei Lern- als auch bei neuronalen Wachstumsprozessen erhdht
ist und seine Uberexpression zum Anstieg der Anfallsfrequenz fiihrt.5
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2.4.2 FGF2

Fibroblast Growth Factor-2 (FGF2), auch basic Fibroblast Growth Factor (bFGF),
ist ein Wachstumsfaktor, der in zwei Isoformen vorliegt. Es existieren eine Low
Molecular Weight Isoform (18 kDa, LMW) und eine High Molecular Weight
Isoform (20-24 kDa, HWM).8° FGF2 bindet an die Rezeptoren FGFR1-4, wobei
FGFR1 der wichtigste Rezeptor ist. FGF2 spielt eine essenzielle Rolle bei der
Neurogenese und synaptischen Plastizitat im zentralen Nervensystem.t! Im
Tiermodell zeigte sich zudem eine positive Wirkung auf die Neurogenese bei

neurodegenerativen Erkrankungen.®

Aus diesem Grund ist auch die Untersuchung seiner Expression bei
Epilepsiepatienten von Interesse. Im Mausmodell fanden sich sowohl in vitro, als
auch in vivo Hinweise daflir, dass FGF2 die hippocampale Neurogenese férdert,
sowie das ,axonale branching“ und die synaptische Exzitation, und damit das
Entstehen von epileptischen Anféllen, unterst(itzt.?% Ein moglicher Einfluss von
FGF2 bei pathologischen Prozessen des zentralen Nervensystems, wie der

Epileptogenese, kann beim Menschen vermutet werden.

2.4.3 GDNF

Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) ist ein glykosyliertes Disulfid-
gebundenes Homodimer, das 1993 aus der Gliazelllinie B49 extrahiert wurde.
Die Darstellung des Molekulargewichts von GDNF variiert je nach Zustand der
Glykosylierung und Verwendung eines reduzierenden (18 bis 22 kDa) oder eines
nicht-reduzierenden (32 bis 42 kDa) SDS-Gels.®? Im reduzierenden Gel werden
sowohl Glykosylierungen, als auch Disulfidbriicken geldst, was zu der Detektion

eines niedrigeren Molekulargewichts flhrt.62

Zumindest bei der Ratte zeigten die Pyramidenzellen in den Regionen CA1-3 des
Hippocampus sowie die Kérnerzellen des DG eine hohe Expression von GDNF.63
Zudem konnte bei der Ratte nachgewiesen werden, dass die Spiegel von GDNF
und der GDNF mRNA nach einem kinstlich evozierten epileptischen Anfall
erhdht sind.54 Eine Uberexpression beziehungsweise die externe Zufuhr von
GDNF flihrte sowohl im Tiermodell, als auch in humanen Hippocampi zu einer
Reduktion der Anfallsfrequenz und einer Hemmung der Epileptogenese.%5-%7 Bei
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der postiktalen Hochregulation von GDNF scheint es sich also um eine
neuroprotektive Gegenregulation zu handein.

2.4.4 GMFB

Glia Maturation Factor (GMF) ist ein Wachstumsfaktor, der erstmals 1972 aus
bovinem Gehirn isoliert wurde. GMF besteht aus zwei Komponenten, dem Glia
Maturation Factor-B8 (GMFB) und dem Glia Maturation Factor-Gamma (GMFG).
Im zentralen Nervensystem wird hauptséchlich die Isoform GMFB exprimiert.68

GMFB hat ein Molekulargewicht von etwa 17 kDa und findet sich gréBtenteils im
Zytoplasma von Neuronen und Astrozyten.®® Interessanterweise scheinen die
GMFB-Spiegel im Laufe des Lebens, sowohl bei Ratten als auch bei Menschen,
relativ konstant zu bleiben, wahrend GMFB bei pathologischen Prozesse des

zentralen Nervensystems hochreguliert wird.%870

Zu der Bedeutung von GMFB bei der Epilepsie gibt es bisher wenig Literatur,
allerdings erscheint es durchaus méglich, dass GMFB hier, wie bei vielen
anderen Krankheitsprozessen, einen neuroprotektiven Effekt hat.”0-72

2.4.5 PDGF-B

Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) gehért zu einer Gruppe von
Wachstumsfaktoren, die sich aus Homo- beziehungsweise Heterodimeren der
Ketten PDGF-A, -B, -C und -D zusammensetzt.”! Bislang ist lediglich ein
Heterodimer und zwar PDGF-AB bekannt.”

Die Homodimere PDGF-BB und -CC haben einen neuroprotektiven Effekt, was
in Tiermodellen bei verschiedenen Arten von Zellschaden nachgewiesen werden
konnte.”"72 Zwei relevante Pathomechanismen zahlreicher neurodegenerativer
Erkrankungen, sind oxidativer Stress sowie NMDA-Rezeptoren-vermittelte
Exzitotoxizitat.”' Hier setzt PDGF-BB an, indem es NMDA-Rezeptoren inhibiert
und die Neurone vor Exzitotoxizitat schiitzt.”’-"3 Zwischen der Expression von
PDGF-B und der NMDA-vermittelten Exzitotoxizitat besteht also eine negative
Korrelation.”! Zudem hat PDGF-BB durch seine Wirkung auf die NMDA-
Rezeptoren einen inhibierenden Einfluss auf die neuronale Plastizitat und fordert
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somit die ,long-time depression“ (LTD), also die aktivitdtsabh&ngige Verringerung
der Leitfahigkeit neuronaler Synapsen.”? Neben der neuroprotektiven Wirkung
tber den NMDA-Rezeptor wirkt PDGF-B auch Uber die Hochregulation von

Enzymen antioxidativ und damit ebenfalls neuroprotektiv.”!.73

Da PDGF die Entwicklung fehlerhafter GABAergen neuronaler Netzwerke im
Rahmen psychiatrischer Erkrankungen begUinstigt’’, lasst sich ein ahnlicher
Effekt auch bei der Epilepsie vermuten.

2.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Da die Epileptogenese, wie oben beschrieben, kein rein destruktiver Prozess ist,
sondern teilweise auch mit Proliferation einhergeht, ist das Ziel dieser Arbeit die
vergleichende Untersuchung von Resektaten menschlicher Hippocampi auf die
Expression von Wachstumsfaktoren, um semiquantitativ Daten zu deren
Verteilung bei Epilepsiepatienten zu erhalten. Neben dem Vergleich der Gewebe
verschiedener Patienten untereinander, ist die Korrelation mit den klinischen
Daten der Patienten von besonderem Interesse, da so Hinweise auf mdgliche
Zusammenhéange zwischen dem klinischen Erscheinungsbild und der Expression
der Wachstumsfakioren gewonnen werden kbénnen. Diese Daten sind
insbesondere vor dem Hintergrund moglicher klinischer Anwendungen zu
betrachten. Dabei bieten Wachstumsfaktoren sowohl im Rahmen der
prachirurgischen Diagnostik wie auch als Ziel neuer medikamentdser Therapien
Potenzial.
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3 Material und Methoden

3.1 Histologisches Material

Bei den verwendeten Préaparaten handelt es sich um Resektate menschlicher
Hippocampi, die in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE) wurden. Da
far die Durchfiihrung der Western Blots, die der Untermauerung der Spezifitat der
Antikérper dienten, kein gefrorener humaner Hippocampus zur Verfigung stand,
wurde humaner telencephaler Cortex verwendet, der aus dem Zugangsgebiet
neurochirurgischer Eingriffe stammte. Das Gewebe wurde nach operativer
Entnahme im Edinger-Institut fir Neuropathologie der Goethe-Universitat
Frankfurt fixiert und facharztlich neuropathologisch befundet. AnschlieBend

wurden am Vibratom flir diese Arbeit 4um dicke Schnitte angefertigt.

Des Weiteren wurde flur die ersten Schritte der Etablierung des
immunhistochemischen Farbeprotokolls Gewebe der Maus verwendet, da dieses

in gréBerer Menge zur Verfigung stand.

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben und Patientendaten wurden
vom University Cancer Center Frankfurt (UCT) zur Verfigung gestellt. Von allen
Patienten wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt, und die
Studie wurde von den institutionellen Prifungsausschissen des UCT und der
Ethikkommission des Universitatsklinikums Frankfurt genehmigt
(Projektnummer: UCT-13-2020).

3.2 Antikorper

Bei der Auswahl der Primarantikbrper wurde im ersten Schritt die vorhandene
Literatur auf AntikGrper fur die ausgewahlten Wachstumsfaktoren durchsucht.
Dabei wurden die Ergebnisse der Arbeiten, die mit den jeweiligen
Primarantikbrpern erzielt wurden, evaluiert und die vielversprechendsten
Primarantikdrper getestet. Zu diesem Zweck wurden alle Antikérper mittels
Western Blot und immunhistochemischer Farbungen untersucht und validiert. In
der Immunhistochemie wurden die topographische Verteilung und Anfarbung,
sowie die Kompatibilitdt mit dem Farbeprotokoll bewertet. Die Spezifitat wurde im
Western Blot, im Sinne eines korrekten Molekulargewichts, nachgewiesen.
Allerdings standen keine Kontrollgewebe zur Verfligung, die den jeweiligen

27



Wachstumsfaktor nicht exprimierten, weshalb die Spezifitat nicht zusatzlich durch
Tests an diesen untermauert werden konnte. Zahlreiche Antikdrper zeigten eine
geringe Spezifitat im Western Blot beziehungsweise eine geringe oder
unspezifische Anfarbung in der Immunhistochemie. Um die passende
Konzentration der Antikbrper zu finden, wurden Verdinnungsreihen
durchgefihrt. Alle Antikérper zeigten in der Verdinnungsreihe die besten
Ergebnisse bei einer Konzentration von 1:200. Eine Ubersicht der verwendeten
Antikérper findet sich in Tabelle 3.

Als Sekundarantikérper der Immunhistochemie wurde SantaCruz Biotech, sc-
2357 verwendet. Fir die weiteren verwendeten Materialien und Gerate, siehe
Tabelle 21.

Antigen Hersteller, Bezeichnung Konzentration
BDNF Abcam, ab108319 1:200
FGF2 Abcam, ab92337 1:200
GDNF Bioss Inc, bs-1024R 1:200
GMFB Merck, HPA002954 1:200
PDGF-B Abcam, ab23914 1:200

Tabelle 3: Primarantikérper Inmunhistochemie

3.3 Immunhistochemie

3.3.1 Prinzip der Immunhistochemie

Erstmalig im Jahr 1941 beschrieben,’ hat sich die Immunhistochemie (IHC) zu
einer Standardmethode zum Nachweis von Proteinen in histologischen
Praparaten entwickelt.

Der Name deutet bereits auf die drei Prinzipien der Immunhistochemie hin. Man
macht sich immunologische, histologische und chemische Aspekte zu Nutze, um
Proteine in histologischen Praparaten nachzuweisen. Der Nachweis des Proteins
beruht auf der immunologischen Affinitdt der Antikdrper. Mittels Antigen-
Antikérper-Bindung kann das Antigen, also das Protein, innerhalb des Gewebes
nachgewiesen und im weiteren Verlauf chemisch sichtbar gemacht werden.”®

Bei der vorliegenden Arbeit wurde die Avidin-Biotin-Complex-Methode (ABC-
Methode) verwendet, um die Antigen-Antikérper-Bindung sichtbar zu machen.
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Bei dieser Methode binden mit Biotin konjugierte Sekundarantikérper an den fc-
Teil der Primarantikdrper. Das Biotin zeigt eine starke Affinitat zu Avidin, welches
an die biotinylierten Sekundarantikérper bindet. Zudem fungiert es als Coenzym
fur Enzyme, die Carboxylgruppen transferieren, wie etwa die Meerrettich-
Peroxidase (HRP). An das Avidin selbst wiederum bindet die Meerrettich-
Peroxidase (HRP). HRP oxidiert das Chromogen 3,3'-Diaminobenzidin (DAB),
wodurch das Areal braun eingefarbt und lichtmikroskopisch sichtbar gemacht

wurde.

3.3.2 Erarbeitung des Farbeprotokolls

Das verwendete immunhistochemische Farbeprotokoll wurde flr die vorliegende
Arbeit entwickelt und etabliert. Die Verwendung von humanem paraffiniertem
Gewebe stellt eine besondere Herausforderung dar. Zur Zeit der hier
durchgefiihrten Untersuchungen lag kein funktionierendes Protokoll fir humanes
paraffiniertes Gewebe vor. Deshalb wurden zunédchst verschiedene Protokolle,
die aus der Literatur bekannt waren oder innerhalb der Arbeitsgruppe fur
tierisches Material verwendet wurden, an humanem und tierischem Gewebe
getestet. Dabei fiel auf, dass die Ergebnisse an tierischem Gewebe nicht
problemlos auf humanes Gewebe (bertragbar waren. Die verschiedenen
Protokolle wurden zusammengeflihrt und an das vorliegende Material angepasst.
Dabei wurden neben den Inkubationszeiten und der Anzahl an Inkubations- und
Waschzyklen auch verschiedene Reagenzien getestet. So wurden verschiedene
ABC-Kits getestet und letztlich das mit den besten Ergebnissen ausgewahlt.
Zudem fuhrte dies dazu, dass im Verlauf von einem fluoreszierenden auf DAB
als absorbierendes Detektionsverfahren umgestellt wurde, da so ebenfalls
bessere Ergebnisse erzielt werden konnten. Letztlich fihrten meine Vorarbeiten
zu dem hier vorgestellten und verwendeten Protokoll (siehe Tabelle 4).
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3.3.3 Farbeprotokoll

Das Farbeprotokoll soll im Folgenden in seinen Grundzigen erlautert werden.

Im ersten Schritt wurden die Praparate mittels Warmeanwendung und Xylol
entparaffiniert und absteigender Alkoholreihe rehydriert. Darauf folgten
Waschschritte mit destilliertem Wasser und Phosphate-Buffered-Saline (PBS,
0,01M) sowie die Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitdt mittels
Wasserstoffperoxid (H202). Darlber hinaus wurde eine hitzeinduzierte
Epitopfreilegung bei 100°C in Citratpuffer durchgefihrt. Zur Reduktion
unspezifischer Signale wurde eine Inkubation in Normal Goat Serum (NGS)/PBS
durchgefihrt. Im weiteren Verlauf wurde der jeweilige Primarantikérper (1:200 in
NGS/PBS) Gber Nacht inkubiert. Die Antigen-Antikérper-Bindung wurde mittels
Sekundarantikérper, Avidin Biotin Komplex (ABC) und Uber das DAB sichtbar
gemacht. Daraufhin wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe

und Xylol dehydriert.

Die gefarbten Schnitte konnten im Anschluss mit Deckglasern (Waldemar Knittel
Glasbearbeitungs GmbH, Braunschweig, Deutschland) und Eindeckmittel

(Entellan, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt werden.

Bei jeder Farbung wurde ein Schnitt als Negativkontrolle verwendet, der bis auf
die Inkubation mit dem Primarantikbrper dasselbe Protokoll durchlief. In
tabellarischer Form ist das Protokoll Tabelle 4 zu entnehmen. Die Abbildungen 5

bis 9 zeigen je Wachstumsfaktor und Areal exemplarisch eine Farbung.
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10 Minuten bei 80°C im Warmeschrank inkubieren

2 x 5 Minuten in Xylol entparaffinieren

2 x 3 Minuten jeweils in 100%, 90%, 80% Ethanol bewéssern
5 Minuten in Aqua dest. inkubieren

30 Minuten in 2% H202/Methanol inkubieren

5 Minuten in PBS (0,01M) waschen

10 Minuten in dem Citrat-Puffer bei 100°C kochen

5 Minuten in PBS (0,01M) waschen

9. | 60 Minuten mit NGS/PBS inkubieren

10] Gber Nacht mit dem Primarantikérper (1:200 in NGS/PBS) inkubieren
11] 3 x 5 Minuten in PBS waschen

12] 60 Minuten mit dem Sekundarantikérper inkubieren

13] 2 x 5 Minuten in PBS (0,01M) waschen

14} 30 Minuten mit ABC inkubieren

15] 2 x 5 Minuten in PBS (0,01M) waschen

16] 20 Minuten mit DAB inkubieren

17] 5 Minuten in Aqua dest. waschen

18] 2 x 3 Minuten jeweils in 80%, 90%, 100% Ethanol entwéssern
19] 2 x 5 Minuten in Xylol inkubieren

20] Eindecken mit Entellan

RN L]

Tabelle 4: Protokoll Inmunhistochemie
Tabellarische Darstellung des in dieser Arbeit verwendeten Protokolls der
Immunhistochemie.
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Abbildung 5: BDNF-Fédrbung des Resektats eines humanen Hippocampus,
exemplarische Abbildung der Areale DG, CA1-CA4

Abgebildet sind Ausschnitte der Areale DG, CA1-CA4 eines menschlichen
Hippocampus nach Anfdrbung von BDNF. Da DAB als Chromogen verwendet
wurde, ist eine Braunfdrbung als positives Signal zu werten. Exemplarisch jeweils
in der linken unteren Bildecke eine Nahaufnahme des Areals.
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Abbildung 6: FGF2-Farbung des Resektats eines humanen Hippocampus,
exemplarische Abbildung der Areale DG, CA1-CA4

Abgebildet sind Ausschnitte der Areale DG, CA1-CA4 eines menschlichen
Hippocampus nach Anfdrbung von FGF2. Da DAB als Chromogen verwendet
wurde, ist eine Braunfdrbung als positives Signal zu werten. Exemplarisch jeweils
in der linken unteren Bildecke eine Nahaufnahme des Areals. In dem Ausschnitt
des DG lasst sich gut das Kérnerzellband erkennen.
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Abbildung 7: GDNF-Farbung des Resektats eines humanen Hippocampus,
exemplarische Abbildung der Areale DG, CA1-CA4

Abgebildet sind Ausschnitte der Areale DG, CA1-CA4 eines menschlichen
Hippocampus nach Anfdarbung von GDNF. Da DAB als Chromogen verwendet
wurde, ist eine Braunfdrbung als positives Signal zu werten. Exemplarisch jeweils
in der linken unteren Bildecke eine Nahaufnahme des Areals. In dem Ausschnitt
des DG ldsst sich gut das Kérnerzellband erkennen. In den Ausschnitten des
Ammonshorns (CA1-CA4) lassen sich die Zellkérper sowie zum Teil die
Axonhdgel und zelluldren Ausldufer gut abgrenzen.
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Abbildung 8: GMFB-Farbung des Resektats eines humanen Hippocampus,
exemplarische Abbildung der Areale DG, CA1-CA4

Abgebildet sind Ausschnitte der Areale DG, CA1-CA4 eines menschlichen
Hippocampus nach Anfdrbung von GMFB. Da DAB als Chromogen verwendet
wurde, ist eine Braunfdrbung als positives Signal zu werten. Exemplarisch jeweils
in der linken unteren Bildecke eine Nahaufnahme des Areals. In dem Ausschnitt
des DG lasst sich gut das Kérnerzellband erkennen. In dem Ausschnitt von CA1
lassen sich zum Teil die Axonhlgel und zelluldren Ausldufer gut abgrenzen.
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Abbildung 9: PDGF-B-Fédrbung des Resektats eines humanen Hippocampus,
exemplarische Abbildung der Areale DG, CA1-CA4

Abgebildet sind Ausschnitte der Areale DG, CA1-CA4 eines menschlichen
Hippocampus nach Anfdarbung von PDGF-B. Da DAB als Chromogen verwendet
wurde, ist eine Braunfdrbung als positives Signal zu werten. In dem Ausschnitt
des DG ldsst sich gut das Kérnerzellband erkennen. Exemplarisch jeweils in der
linken unteren Bildecke eine Nahaufnahme des Areals. In den Ausschnitten des
Ammonshorns (CA1-CA4) lassen sich ebenfalls gut die Zellkérper abgrenzen.
Insbesondere in CA1 lassen sich zudem die Axonhtigel und zelluldren Ausldufer
erkennen.
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3.4 Western Blot
3.4.1 Prinzip des Western Blots

Erstmals im Jahr 1979 beschrieben’®, handelt es sich bei dem Western Blot um
ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen. Ein Western Blot besteht prinzipiell
aus drei Schritten — Auftrennung, Transfer und Nachweis der Proteine. Die
Proteine des zu untersuchenden Gewebelysats werden zunachst mittels der
Gelelektrophorese  entsprechend ihres  Molekulargewichts aufgetrennt.
AnschlieBend werden die aufgetrennten Proteine auf eine Membran transferiert.
Unter Verwendung eines Antikdrpers kann das untersuchte Protein auf der
Membran detektiert und das Signal der Fluoreszenz gemessen werden, sodass

eine Quantifizierung mdglich ist.

3.4.2 Protokoll des Western Blots

Folgend ein kurzer Uberblick (iber das fiir diese Arbeit verwendete Protokoll.
Zunachst wurden das Gewebe sonifiziert und mit Dithiothreitol (DTT) bei 70°C far
10 Minuten inkubiert. AnschlieBend folgte die elektrophoretische Auftrennung in
einem Polyacrylamidgel, sowie der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran.
Dieser wurde bei 200V fir 60 Minuten durchgefihrt. Zur Blockierung
unspezifischer Bindestellen erfolgte die Inkubation der Membran bei
Raumtemperatur fir eine Stunde in Blockierungsreagenz (Roti Block 10x
Konzentrat, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Im Anschluss
wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen Primarantikérper
(Tabelle 5) in Blockierungsreagenz inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit
PBST erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (SantaCruz Biotech,
sc-2357) in  Blockierungsreagenz  (1:30.000) fir eine Stunde Dbei
Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen der Membran in PBST wurden die
Proteinbanden mittels Chemilumineszenz detektiert. Eine quantitative
Auswertung wurde nicht durchgefihrt, da es lediglich um den Nachweis der
Spezifitat der verwendeten Antikdrper ging.
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Antigen Bezeichnung Konzentration
BDNF Abcam, ab108319 1:1000
FGF2 Abcam, ab92337 1:1000
GDNF Bioss Inc, bs-1024R 1:1000
GMFB Merck, HPA002954 1:1000
PDGF-B Abcam, ab23914 1:1000

Tabelle 5: Primédrantikérper Western Blot

3.4.3 Validierung der Antikorper mittels Western Blot

Zur Validierung der verwendeten Antikérper wurden diese mittels Western Blot
getestet, um das Molekulargewicht der angefarbten Proteine mit den jeweiligen
Wachstumsfaktoren vergleichen zu kénnen. Die Abbildung 10 zeigt die Western

Blots fir die verwendeten Wachstumsfaktoren.
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Abbildung 10: Western Blot zur Validierung der Antikorper

Dargestellt ist je ein Western Blot, die zur Validierung der verwendeten
Antikérper dienten. Bei allen abgebildeten Proben handelt es sich um
humanen telencephalen Cortex. Die unterschiedliche Anzahl verwendeter
Proben ist bedingt durch die Verfligbarkeit der Proben zum Zeitpunkt der
jeweiligen Durchfihrung. Links befindet sich jeweils der Marker. Folgend die
gemdn Literatur korrekten Molekulargewichte der Wachstumsfaktoren: BDNF:
14 kDa; FGF2: 18 und 20-24 kDa passend zu den beiden Isotypen des
Proteins; GDNF: 18-22 und 32-42 kDa; GMFB: 18 kDa; PDGF-B: 32 kDa
Gewisse Abweichungen bei den Molekulargewichten kénnen durch Bildung
von Multimeren, posttranslationale Modifikation, alternatives Splicing oder
enzymatische Spaltung des Zielproteins bedingt sein.
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3.5 Histologische Auswertung

Die immunhistochemisch gefarbten Pr&dparate wurden mittels des Scanners
NanoZoomer S360 (Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Harsching am
Ammersee, Deutschland) gescannt, sodass die Praparate im weiteren Verlauf
vollstandig digital mikroskopiert und ausgewertet werden konnten.

Zur weiteren Auswertung der digitalisierten Préaparate dienten die Programme
QuPath (Version 0.3.0)”7 und ,Fiji is just ImageJ“ (Version 2.9.0., Fiji).”® Fiji stellt
eine Version von Imaged dar und weicht von diesem lediglich durch vorinstallierte
Plugins ab, die fir die Verwendung im Bereich Life Sciences vorgesehen sind.

Das Programm QuPath wurde verwendet, um die Kompatibilitdt der Scans
sowohl in Format, als auch in SpeichergréBe, flr Fiji sicherzustellen. Die
Hamamatsu NanoZoomer Digital Pathology Image-Dateien (NDPI) wurden daftr
in Tagged Image File Format-Dateien (TIF oder TIFF) umgewandelt und mit dem

jeweils kleinstmoéglichen Faktor komprimiert, um den Datenverlust zu minimieren.

FUr die quantitative Auswertung wurde die Intensitat des Farbniederschlags, und
somit die relative Expression der Wachstumsfaktoren, evaluiert. Es wurde
lediglich  jener Farbniederschlag berlcksichtigt, welcher intrazellular
beziehungsweise intramembrands zu finden war. Dies liegt zum einen daran,
dass die Wachstumsfaktoren hauptsachlich dort zu finden sind und zudem so
das Standardisieren des Hintergrunds erleichtert und prazisiert wurde (siehe
unten). Zur Auswertung wurden Grauwerte verwendet, weshalb alle Scans in 8

Bit Abbildungen umgewandelt wurden.

Bei der Auswertung von histologischen Abbildungen unter Verwendung von
Programmen wie Fiji st6Bt man auf eine Reihe von Problemen, die
Einschréankungen der Objektivitat und Reliabilitdt nach sich ziehen kénnen. Um
eine moglichst objektive und reliable Bildbearbeitung und Auswertung zu
erreichen, wurde eine gréBtmobgliche Automatisierung angestrebt. Zu diesem
Zweck wurde ein Algorithmus geschrieben, der die Bildbearbeitung und
Auswertung Gbernimmt (siehe 3.5.1).

Einige Schritte, wie das Einzeichnen der zu untersuchenden Areale im Gewebe,
die in Fiji ,Region of Interest® (ROI) genannt werden, lieBen sich nicht
automatisieren. Daher wurden die Areale handisch, aber verblindet fir den

40



histologischen Befund, sowie den angefarbten Wachstumsfaktor eingezeichnet.
Die Einteilung der Areale wurde geman der Klassifikation von Duvernoy von 2005
durchgefihrt, auf der auch die Leitlinie zu Hippocampussklerosen der ILAE
basiert.*%-53 Dabei wurden die Areale CA2 und CA3 zusammengefasst, da diese
ohne Gegenfarbung nicht eindeutig zu differenzieren sind. Zur Qualitatskontrolle
wurden die eingezeichneten Areale stichprobenartig von einem erfahrenen
Neuroanatomen kontrolliert. FUr jedes dieser anatomischen Areale eines jeden
Schnittes wurde zudem eine zellfreie Region als Hintergrund festgelegt, um die
Farbeintensitat individuell korrigieren zu kdénnen. Abbildung 11 zeigt eine
exemplarische Darstellung der eingezeichneten Areale beziehungswiese ROls.
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Abbildung 11: Eingezeichnete Areale, Schnitt eines resezierten humanen
Hippocampus, BDNF-Farbung

Exemplarische Darstellung der eingezeichneten Areale (DG, CA1-CA4) anhand
eines resezierten humanen Hippocampus. Zudem wurde jeweils ein zellfreies
Areal eingezeichnet, das als Hintergrund verwendet wurde (mit * markiert, am
besten sichtbar in CA1).
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3.5.1 Algorithmus zur histologischen Auswertung

Im Anschluss an die bereits beschriebenen, handisch durchgeflhrten Schritte,
konnten alle weiteren Schritte automatisiert durchgefiihrt werden. Zu diesem
Zweck wurde flr die Arbeit eigens ein Algorithmus fir die Verwendung in dem
Programm Fiji ausgearbeitet. Das Erkennen der Zellen, sowie deren Auswertung
im Sinne der Berechnung vor allem des Grauwertes, war dabei das Ziel. Durch
Verwendung desselben Algorithmus konnte eine reproduzierbare und

miteinander vergleichbare Auswertung aller Areale erfolgen.

Der erste Schritt ist dabei das Erkennen der Zellen. Dafir wurde ein
Schwellenwert definiert, also ein Grauwert, ab dem ein Pixel als positiv gewertet
wird. Da allerdings nicht alle positiven Pixel Zellen reprasentieren, wurden neben
den Grauwerten noch weitere Kriterien herangezogen. Basierend auf Angaben
in der Literatur, wurde eine Gruppe von Pixeln als Zelle gewertet, wenn die
Flache zwischen 30-700um2 lag.”® Zudem wurde auch die Zirkularitat dabei mit
einbezogen, was allerdings nicht in einer besseren Erkennung von Zellen
resultierte, weshalb im finalen Algorithmus davon abgesehen wurde. Von den
Grauwerten der Zellen wurde jeweils der zuvor manuell definierte Hintergrund
des zugehodrigen Areals abgezogen, um die tatsachliche Farbeintensitat zu
erhalten.

Eine Schwierigkeit bei der Erarbeitung des Algorithmus stellte die Bestimmung
der Schwelle, also des Grauwertes, ab dem Pixel als positiv gewertet werden,
dar. Bei einem niedrigen Wert der Schwelle werden mehr Pixel als positiv
gewertet, womit die Sensitivitat steigt, allerdings sinkt im gleichen Zug die
Spezifitat. Ist der Wert der Schwelle hingegen héher gewahlt, sinkt die Sensitivitat
und die Spezifitdt der positiven Pixel steigt. In der Literatur ist die manuelle
Bestimmung des Schwellenwerts gangig. Problematisch ist dabei die Darstellung
von 256 Grauwerten, aus denen gewahlt werden muss. Vor dem Hintergrund,
dass das visuelle System des Menschen nur begrenzt Grauwerte unterscheiden
kann, ist eine reliable manuelle Auswahl der Schwelle unmdglich.

Eine Mdglichkeit, die Reliabilitat zu verbessern, ist die Verwendung eines von 16,
in Fiji vorinstallierten, und in der Literatur beschriebenen Algorithmen zur

Festlegung der Schwelle. Diese definieren entsprechend des jeweiligen
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Algorithmus fir jedes Bild eine Schwelle. Alle Bilder, deren Schwelle durch
denselben Algorithmus bestimmt wurden, sind nun miteinander vergleichbar. Die
subjektive Auswahl eines dieser 16 Algorithmen bietet einen deutlichen
Fortschritt im Vergleich zu der Auswahl eines der 256 Grauwerte. Um auch die
Auswahl des Algorithmus zu objektivieren, wurde die Funktion , Threshold Test®
des Fiji Plugins BioVoxxel verwendet.®? Der ,Threshold Test‘ vergleicht die 16
Algorithmen anhand eines Bildes miteinander und soll eine objektive
Entscheidungsfindung erleichtern. Es werden Sensitivitat, Spezifitat, relative
Qualitéat, Genauigkeit sowie eine Empfehlung des am besten geeigneten
Algorithmus angegeben. Fir die vorliegende Arbeit wurde der , Threshold Test"
an einer Bildserie durchgeflhrt, was zu dem Ergebnis flhrte, dass der

Algorithmus ,Moments“ am geeignetsten war.8”

Abbildung 12 zeigt exemplarisch die durch den Algorithmus markierten Zellen

innerhalb der zuvor eingezeichneten Areale.

43



4N, 1 DG

CA4

N AT

CA1
CA2

5 mm

Abbildung 12: Durch Algorithmus markierte Zellen, Schnitt eines resezierten
humanen Hippocampus, BDNF-Fédrbung

Exemplarische Darstellung der durch den Algorithmus automatisiert markierten
Zellen eines resezierten humanen Hippocampus.

Die Algorithmus-basierte Auswertung |6st zwar viele der oben beschriebenen
Probleme, allerdings ist auch sie nicht frei von einem Bias. Fir die Auswertung
wurden die um den jeweiligen Hintergrund korrigierten Grauwerte herangezogen.
Parameter, wie die Zellzahl, niedrigste und héchste Grauwerte, Flache des
Areals sind aufgrund der unterschiedlichen Qualitdt des Gewebes einer gro3en
Variabilitdt, weshalb diese fir die weitere Auswertung nicht herangezogen

wurden.
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3.6 Statistik und Abbildungen

Die statistische Auswertung der histologischen und klinischen Daten erfolgte
mittels dem Programm JMP 17 (Version 17, SAS Institute, Cary, North Carolina,
Vereinigte Staaten von Amerika). Auch die Abbildungen wurden mit dem JMP 17
Programm erstellt. Die gesamte Auswertung erfolgte verblindet. Statistische
Unterschiede wurden sowohl mittels einer quantitativen Multivariat Analyse, als
auch mittels des nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Tests analysiert.8! Es wurde

ein Signifikanzniveau von a = 0,05 festgelegt.

Die histologischen Daten wurden im Anschluss mit klinischen Daten korreliert,

um mogliche Zusammenhénge zu finden.

Erster Schritt der Datenanalyse war eine deskriptive Analyse. Diese diente unter
anderem der Einschatzung, inwiefern eine Normalverteilung vorliegt. Zunachst
wurden  die  Unterschiede  zwischen der  Expression in  den
Hippocampussklerosen und den histologisch normalen Hippocampi dargestellt.
Zudem wurde eine Multivariat Analyse durchgefiihrt, um einen Uberblick (iber

Korrelationen zwischen den Variablen zu erhalten.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung und deskriptive Statistik des
Patientenkollektivs

Die folgende Charakterisierung des Patientenkollektivs bezieht sich auf
Patienten, deren Hippocampi nach partieller oder vollstandiger Resektion

untersucht wurden.

Bei allen Patienten wurde im Epilepsiezentrum Frankfurt Rhein-Main des
Universitatsklinikums der Goethe-Universitat eine Temporallappenepilepsie
diagnostiziert. Der klinische Handlungsablauf ist in den Kapiteln ,Diagnostik und
prachirurgische Evaluation® (2.1.3) sowie ,Therapie und Prognose“ (2.1.4)
beschrieben und wurde gemaB der aktuellen Leitlinie der ,Deutschen
Gesellschaft fir Neurologie* durchgefiihrt.3' Die epilepsiechirurgischen
Resektionen waren bei allen Patienten zur Anfallskontrolle indiziert und wurden
zwischen 2015 und 2019 in der Klinik fir Neurochirurgie der Goethe-Universitat
Frankfurt durchgefihrt. Das Ausmal der Resektion wurde basierend auf den
vorliegenden Befunden sowie der intraoperativen Situation gewahlt. Eine
Ubersicht der Patientencharakteristika bietet Tabelle 6.

Hervorzuheben sind das junge Alter sowie die im Verhéltnis dazu lange
Epilepsiedauer. Die Verteilung der Typen der Hippocampussklerosen entspricht
den Daten aus der Literatur.’ Der GroBteil des Patientenkollektivs hatte keine
Begleiterkrankungen oder Fieberkrampfe. Bei der Anfallsfrequenz ist zu
beachten, dass hier jegliche Art von Anfallen, inklusive Auren, erfasst wurden.
Das postoperative Outcome des Patientenkollektivs ist als sehr gut zu erachten
und liegt ebenfalls im zu erwartenden Rahmen der Literaturdaten.'®
Hervorzuheben ist, dass alle Patienten von der Operation profitiert haben
(Outcome ILAE <4).
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Geschlecht

mannlich N 7
% von Gesamt 33,33%
weiblich N 14
% von Gesamt 66,67%
Alter bei OP
Mittelwert 33,47619047619
Min. 6
Max. 60
Epilepsiedauer in Jahren
Mittelwert 16,317428571429
Min. 0,666
Max. 42
Histologie
Gangliogliom N 1
% von Gesamt 4,76%
HS NOS N 1
% von Gesamt 4,76%
HS Typ 1 N !
% von Gesamt 33,33%
HS Typ 2 N 2
% von Gesamt 9,52%
Hypoxie N 1
% von Gesamt 4,76%
normal N 9
% von Gesamt 42,86%
Begleiterkrankungen
Arachnoidalzyste rechts temporopolar N 1
% von Gesamt 4,76%
Epidermoidzyste links temporal (Z.n. Resektion) N 1
% von Gesamt 4,76%
keine N 16
% von Gesamt 76,19%
Meningitis N 2
% von Gesamt 9,52%
perinatal hypoxischer Hirnschaden N 1
% von Gesamt 4,76%

Anfallsfrequenz pro Monat

Mittelwert 20,178061904762
Min. 0,1666
Max. 107
Outcome ILAE
ILAE 1 N 14
% von Gesamt 66,666666666667%
ILAE 2 N 2
% von Gesamt 9,52380952380952%
ILAE 3 N 3
% von Gesamt 14,28571428571429%
ILAE 4 N 2

% von Gesamt

9,52380952380952%

Tabelle 6: Charakteristika des Patientenkollektivs

Abgebildet sind die wichtigsten Charakteristika des Patientenkollektivs.
* gemdiB neuropathologischem Befund war eine Klassifizierung nicht méglich
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Das mediane Lebensalter der Patienten zum Zeitpunkt der Resektion lag bei 35
Jahren. 33,33% der Patienten waren mannlich. Bei 13 Patienten (61,90%) fand
sich eine postoperativ diagnostizierte Hippocampussklerose. Bei den
verbleibenden 8 Patientenproben wurden verschiedene andere Pathologien

beziehungsweise histologisch unaufféllige Befunde erhoben.

Die klinischen Daten der Patienten wurden im Rahmen der stationdren
beziehungsweise ambulanten Versorgung im Epilepsiezentrum erhoben. Dabei
wurden anamnestisch Daten erhoben sowie diagnostische Befunde
herangezogen. Postoperativ wurde im Rahnen der ambulanten Nachsorge
insbesondere das postoperative Outcome der Patienten erfasst. Eine Ubersicht
Uber alle erhobenen klinischen Daten bietet Tabelle 7.

Praoperative klinische Daten
Probennummer

Geschlecht

Alter bei OP

Epilepsiedauer in Jahren
Begleiterkrankungen
Fieberkrampf

Atiologie MRT

Seite der epileptogenen Zone
Dominante Hemisphare
Anfallsfrequenz pro Monat
Eingenommene AEDs
Aufmerksamkeit
Kurzzeitgedachtnis
Verbalgedachtnis
Figuralgedachtnis

Visuospatiale Funktionen
Exekutivfunktionen

Depressivitat

Funktionelles Defizit gemaB Neuopsychologie
Funktionelles Defizit gemaB EEG
Funktionelles Defizit gemaB PET
Postoperative klinische Daten
Outcome ILAE
Nachbeobachtung Dauer in Monaten

Tabelle 7: Erhobene klinische Daten der Patienten

Da keine humanen Hippocampi von Patienten zur Verfigung standen, die nicht
an Epilepsie erkrankt waren, wurden die von der Neuropathologie als histologisch
normal befundeten Hippocampi als Vergleichsmaterial verwendet. Zu beachten
ist dabei, dass auch diese Patienten, trotz eines histologisch unauffalligen
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Hippocampus, an einer Temporallappenepilepsie litten. Follow-up-Daten lagen
fur alle 21 Patienten vor. Die mediane Follow-up-Zeit betrug 36 Monate.

Alle Patienten haben der Verwendung des entnommenen Gewebes sowie ihrer
Daten zugestimmt. Die Durchfihrung dieser Arbeit wurde durch die Ethik-
Kommission der Goethe-Universitat Frankfurt am 12. Marz 2020 genehmigt
(Projektnummer: UCT-13-2020).

Je Patient wurden 5 Wachstumsfaktoren und 4 Areale (DG, CA1, CA2/3 und
CA4) untersucht, sodass bei 21 Patienten insgesamt 420 Datensets vorliegen
sollten. Da nicht auf allen Gewebeschnitten samtliche Areale zu identifizieren

waren, liegen stattdessen lediglich 186 Datensets vor.

4.2 Vergleich der Expression der Wachstumsfaktoren in histologisch
unauffalligem und sklerotischem Gewebe

Fir GDNF zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Expression in
histologisch unauffalligem und sklerotischem Hippocampus im Bereich von CA1
(siehe Abbildung 13, Tabellen 8 und 9). Die Hippocampussklerosen zeigten
dabei eine geringere Expression von GDNF in CA1 als die histologisch
unauffalligen Hippocampi. Abbildung 14 zeigt exemplarisch jeweils zwei
sklerotische und zwei histologisch normale Ausschnitte aus der Regionen CA1.
FUr die anderen Areale des Hippocampus wurde kein Unterschied in der
Expression von GDNF festgestellt. Auch fir die Expression der
Wachstumsfaktoren BDNF, GMFB, FGF2 und PDGF-B konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen Hippocampussklerose und unauffalligem Gewebe
gefunden werden (Tabelle 24 im Anhang).

Da die Fallzahl der anderen neuropathologischen Befunde zu gering war, wurde
auf eine gesonderte statistische Auswertung verzichtet.
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Abbildung 13: Vergleich der Expression von GNDF in CA1 in normalem
Gewebe und Hippocampussklerose

Die horizontale Linie entspricht dem Mittelwert aller Datenpunkte und dient
lediglich als Referenz.

Stufe N Mittelwert Std.-Abw.|95% Kl unten| 95% Kl oben
Hippocampussklerose 6 19,051523 1,7497207 17,215304 20,887742
Normal 4 26,140769 7,4799737 14,238461 38,043076

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichung der Grauwerte von GNDF
in CA1 in normalem Gewebe und Hippocampussklerosen

Chi? Freiheitsgrade p-Wert
6,5455 1 0,0105

Tabelle 9: Kruskal-Wallis-Test der Expression von GNDF in CA1 in
normalem Gewebe und Hippocampussklerosen
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Abbildung 14: GDNF-Farbung, exemplarische Gegenliberstellung von
sklerotischem und nicht sklerotischem Gewebe des Areals CA1

A und B: Ausschnitte des Areals CA1 von Patienten ohne Hippocampussklerose;
C und D: Ausschnitt des Areals CA1 von Patienten mit Hippocampussklerose

4.3 Multivariate Analyse

Mittels der multivariate Analyse wurden die quantitativen Variablen auf
Korrelationen untersucht. Daflr wurden alle quantitativen klinischen und
experimentellen Variablen miteinander korreliert. Die Korrelationen sind in
Abbildung 15 als Heatmap visualisiert. Die relevanten Korrelationen sind in

Tabelle 25 im Anhang dargestellt und im Folgenden naher beschrieben.
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Alter bei OP
Epilepsiedauer (Jahre)
Anfallsfrequenz (pro Monat)
Outcome ILAE
Nachbeobachtungszeit (Monate)
BDNF DG

BDNF CA1

BDNF CA2/3

BDNF CA4

FGF2 DG

FGF2 CA1

FGF CA2/3

FGF2 CA4

GDNF DG

GDNF CA1

GDNF CA2/3

GDNF CA4

GMFB DG

GMFB CA1

GMFB CA2/3

GMFB CA4

PDGFB DG

PDGFB CA1

PDGFB CA2/3

PDGFB CA4

Alter bei OP
BDNF DG
BDNF CA1
BDNF CA2/3
BDNF CA4
FGF2 DG
FGF2 CA1
FGF2 CA4
GDNF DG
GDNF CA1
GDNF CA2/30
GDNF CA4
GMFB DG
GMFB CA1
GMFB CA2/3
GMFB CA4
PDGFB DG
PDGFB CA1
PDGFB CA2/3

Epilepsiedauer (Jahre)

Anfallsfrequenz (pro Monat)
QOutcome ILAE

Nachbeobachtungszeit (Monate)

Abbildung 15: Heatmap der Korrelationen

PDGFB CA4

Korrelation
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0
- -0,2
-04
-0,6
-0,8
-1,0

Hierbei handelt es sich um eine farbkodierte Darstellung der Korrelationen,
wobei dunkelblau -1,0 (niedrige Korrelation) entspricht, wdhrend dunkelrot
+1,0 (hohe Korrelation) entspricht. Die dunkelroten Felder, die sich in einer
Line von der oberen linken Ecke zur unteren rechten Ecke ziehen,
entsprechen der Korrelation der jeweiligen Variable mit sich selbst und
entsprechen somit der Korrelation +1,0. Dementsprechend ist die Darstellung

an dieser Linie gespiegel.

4.4 Korrelation von Wachstumsfaktorenexpression und Outcome

Eine Ubersicht (iber das postoperative Outcome des Patientenkollektivs liefert

Tabelle 10. Eine signifikante Korrelation mit dem Outcome fand sich fir GMFB.

Je héher die Expression von GFMB in den Arealen DG und CA1, desto schlechter

war das Outcome der Patienten gemas ILAE-Einteilung. Die Ergebnisse sind den

Abbildungen 16 und 17 sowie der Tabelle 11 zu entnehmen. Interessant sind

dabei auch die absoluten Grauwerte der beiden Areale im Vergleich. Im DG

liegen diese insgesamt deutlich héher als in CA1. Abbildung 18 zeigt Ausschnitte
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der Areale DG und CA1 von Patienten mit gutem Outcome (1) und einem

Patienten mit schlechterem Outcome (3) zur exemplarischen Gegenulberstellung.

Klassifikation des postoperatives | Zahl der Patienten (%)
Outcomes der ILAE (siehe Tabelle

1, Seite X)

1 14 (66,67%)

2 2 (9,52%)

3 3 (14,29%)

4 2 (9,52%)

5 0 (0,00%)

6 0 (0,00%)

Tabelle 10: Postoperatives Outcome der Patienten nach ILAE
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® Grauwert GMFB DG
— Ausgleichsgerade
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2 3
Cutcome [LAE

Abbildung 16: Darstellung der Korrelation der Expression von GMFB im
DG und dem postoperativen Outcome

X-Achse: postoperatives Outcome nach ILAE, Y-Achse: Grauwert (8-bit) der
Anfarbung von GMFB, ein héherer Grauwert entspricht einer gré3eren Menge
GMFB, dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte und die zugehdrige
Ausgleichsgerade. Zu beachten ist, dass nur wenige Datenpunkte ILAE
Outcome >1 fir den DG vorhanden sind.
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Abbildung 17: Darstellung der Korrelation der Expression von GMFB in
CA1 und dem postoperativen Outcome

X-Achse: postoperatives Outcome nach ILAE, Y-Achse: Grauwert (8-bit) der
Anfarbung von GMFB, ein héherer Grauwert entspricht einer gré3eren Menge
GMFB, dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte und die zugehdrige
Ausgleichsgerade. Zu beachten ist, dass nur ein Datenpunkt ILAE Outcome
>1 fir CA1 vorhanden ist.

Variable mit Variable Korrelation n p-Wert
GMFB DG Outcome ILAE 0,7587] 9 0,0178
GMFB CA1 Outcome ILAE 0,7726] 7 0,0417

Tabelle 11: Korrelationsanalyse Wachstumsfaktoren und Outcome
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Abbildung 18: GMFB-Fdrbung, exemplarische Gegenliberstellung von
Gewebe der Areale DG und CA1

Ausschnitte zur exemplarischen Gegenliberstellung der Areale DG und CA1
basierend auf dem Outcome. Die obere Reihe zeigt zwei Ausschnitte mit dem
Outcome 1, die untere mit dem Qutcome 3. Es zeigte sich eine negative
Korrelation zwischen Outcome und Expression von GMFB. In den Abbildungen
C und D ist im Vergleich zu A und B eine geringere Graufdrbung zu sehen. A:
D@, Outcome ILAE 1; B: CA1, Outcome ILAE 1; C: DG, Outcome 3; D: CA1,
Outcome 3
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4.5 Korrelation von Wachstumsfaktorenexpression und
Epilepsiedauer
In dieser Arbeit zeigte sich eine sinkende BDNF-Expression in den Regionen
CA2 und CAS3 im Laufe der Epilepsie. In CA4 war eine signifikante positive
Korrelation zwischen der Epilepsiedauer und der Expression von BDNF zu
finden. Diese Ergebnisse sind Abbildung 19 sowie Tabelle 12 zu entnehmen.
Abbildung 20 zeigt Ausschnitte der Areale CA4 und CA2/3 von Patienten mit
kurzer Epilepsiedauer (<1 Jahr) und einem Patienten mit langer Epilepsiedauer

zur exemplarischen Gegenuberstellung.

Far alle weiteren Wachstumsfaktoren und Areale fanden sich keine signifikanten

Korrelationen.
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Abbildung 19: Darstellung der Korrelation der Expression von BDNF in

CA2/3 und CA4 und der Epilepsiedauer

X-Achse: Epilepsiedauer in Jahren, Y-Achse: Grauwert (8-bit) der Anfdarbung
von BDNF in CA2/3 und CA4, ein héherer Grauwert entspricht einer gréBeren
Menge BDNF, dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte und die zugehdrigen

Ausgleichsgeraden.
Variable mit Variable Korrelation n p-Wert
BDNF CA2/3 Epilepsiedauer (Jahre) -0,7220 11 0,0121
BDNF CA4 Epilepsiedauer (Jahre) 0,7630 11 0,0063

Tabelle 12: Korrelationsanalyse Wachstumsfaktoren und Epilepsiedauer
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Abbildung 20: BDNF-Fdrbung, exemplarische Gegeniiberstellung von
Gewebe der Areale CA2/3 und CA4

Ausschnitte zur exemplarischen Gegentiberstellung der Areale CA4 und CA2/3
mit unterschiedlicher Epilepsiedauer. A: Ausschnitt von CA4 eines Patienten mit
<1 Jahr Epilepsiedauer; In den Abbildungen A und C zeigt sich die oben
beschriebene stédrkere Graufdrbung der Region CA4 bei langerer Epilepsiedauer.
Die Abbildungen B und D hingegen zeigen die ebenfalls oben beschriebene
abnehmende Graufdrbung der Regionen CAZ2/3 bei ldngerer Epilepsiesauer. B:
Ausschnitt von CA2/3 eines Patienten mit <1 Jahr Epilepsiedauer; C: Ausschnitt

von CA4 eines Patienten mit 36 Jahren Epilepsiedauer; D: Ausschnitt von CA2/3
eines Patienten mit 36 Jahren Epilepsiedauer.
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4.6 Korrelation von Wachstumsfaktorenexpression und

Anfallsfrequenz
Die BDNF-Expression der Regionen CA2/3 Kkorreliert positiv. mit der
praoperativen Anfallsfrequenz der Patienten. Auch fir GDNF zeigten sich
signifikante Korrelationen zwischen der Expression in CA1 und CA4 mit der

praoperativen Anfallsfrequenz. Eine Ubersicht bieten Abbildung 21 sowie Tabelle
13.

Die Abbildungen 22 und 23 zeigen histologische Ausschnitte von Patienten mit

niedriger und hoher Anfallsfrequenz zur exemplarischen Gegeniberstellung.

BOMF CAZ/3
L
Lh

GDMF CA1

GDMF CA4
r
L

o0 _)_,':'./)
L=

0 20 40 B0 80
Anfallsfrequenz (pro Monat)

& Grauwert BONF CAZ/3 85% Konfidenzintervall GOMF CAT
o Grauwert GDMF CAT 95% Konfidenzintervall GODMNF CAd
e Grauwert GDMNF CA4
— Ausgleichsgerade BDMNF CA2/3
— Ausgleichsgerade GDMF CA1
— Ausgleichsgerade GDMNF CA4
095% Konfidenzintervall BDMF CAZ/3

Abbildung 21: Darstellung der Korrelation der Expression von BDNF in
CA2/3, GDNF in CA1 und CA4 und der Anfallsfrequenz

X-Achse: Anfallsfrequenz pro Monat, Y-Achse: Grauwert (8-bit) der Anfdrbung
von BDNF beziehungswiese GDNF, ein héherer Grauwert entspricht einer
gréBeren Menge des jeweiligen Wachstumsfaktors, dargestellt sind die
einzelnen Datenpunkte und die zugehdrigen Ausgleichsgeraden.
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Variable mit Variable

Korrelation n| p-Wert

BDNF CA2/3 Anfallsfrequenz (pro Monat)

0,6790f 11} 0,0216

GDNF CA1 Anfallsfrequenz (pro Monat)

0,8354 11]  0,0014

GDNF CA4 Anfallsfrequenz (pro Monat)

0,7748 12| 0,0031

Tabelle 13:  Signifikanzanalyse  von
Anfallsfrequenz

60 pum

_60um_

Wachstumsfaktoren und

60 um |

__6oum_

Abbildung 22: GDNF-Farbung, exemplarische Gegenliberstellung von

Gewebe der Areale CA4 und CA1

Ausschnitte zur exemplarischen Gegendberstellung der Areale CA4 und CA1 mit
unterschiedlicher Anfallsfrequenz. A: Areal CA4 eines Patienten mit 0,16667
Anféllen/Monat; B: Areal CA4 eines Patienten mit 10 Anfdllen/Monat; C: Areal
CA1 eines Patienten mit 0,16667 Anféllen/Monat; D: Areal CA1 eines Patienten

mit 10 Anféllen/Monat
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Abbildung 23: BDNF-Farbung, exemplarische Gegeniiberstellung von
Gewebe der Areale CA2/3

Ausschnitte zur exemplarischen Gegendberstellung der Areale CAZ2/3 mit
unterschiedlicher Anfallsfrequenz. A: Patienten mit 3,5 Anféallen/Monat; B: Areal
CA4 eines Patienten mit 30 Anféllen/Monat

4.7 Korrelation von Wachstumsfaktorenexpression untereinander
Auch zwischen den verschiedenen Wachstumsfaktoren zeigten sich signifikante

Korrelationen. Diese fanden sich etwa zwischen der Expression von PDGF-B im
DG und der Expression von FGF2 in CA1 sowie CA4.

Des Weiteren korrelierte die Expression von PDGF-B in CA1 negativ mit der
Expression von GMFB in den Arealen CA2 und CA3, wéhrend zwischen PDGF-
B in CA2 und CA3 und GMFB in CA2 und CAS eine positive Korrelation existiert.

Zudem fand sich eine negative Korrelation zwischen PDGF-B in CA4 und BDNF
in CA1. Eine Ubersicht aller signifikanter Korrelationen zwischen den
Wachstumsfaktoren in den jeweiligen Arealen bietet Tabelle 14.
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Variable mit Variable Korrelation n p-Wert
BDNF CA4 BDNF DG 0,6433 0 0,0448
FGF2 CA1 BDNF DG 0,9918 5 0,0009
FGF2 CA4 BDNF DG 0,9812 5 0,0031
FGF2 CA4 FGF2 DG 0,8248 6 0,0433
FGF2 CA4 FGF2 CA1 0,9880 6 0,0002
GDNF CA4 GDNF CA1 0,6333 1 0,0365
GMFB CA1 BDNF DG -0,8976 6 0,0152
GMFB CA2/3 FGF2 DG 0,9551 4 0,0449
PDGFB DG FGF2 CA1 0,9826 4 0,0174
PDGFB DG FGF2 CA4 0,9720 4 0,0280
PDGFB DG GMFB CA2/3 -0,9781 4 0,0219
PDGFB CA2/3 GMFB CA2/3 0,9728 4 0,0272
PDGFB CA4 BDNF CA1 -0,7733 7 0,0414

Tabelle 14: Signifikanzanalyse der Wachstumsfaktoren miteinander
Signifikanzanalyse der Wachstumsfaktoren in den jeweiligen Arealen
miteinander. Die in der Spalte ,Variable“ abgebildeten Wachstumsfaktoren des
Areals wurden mit denen der Spalte ,mit Variable® korreliert. Alle hier
abgebildeten Korrelationen waren signifikant.
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4.8 Geschlechtsabhangige Expression der Wachstumsfaktoren

Es zeigte sich kein signifikanter geschlechtsabhangiger Unterschied in der
Expression eines der Wachstumsfaktoren (Tabelle 15).

Wachstumsfaktor und Areal p-Wert
BDNF DG 0,9353
BDNF CA1 0,8551
BDNF CA2/3 0,2012
BDNF CA4 0,7150
FGF2 DG 0,1266
FGF2 CA1 0,8273
FGF2 CA2/3 0,8273
FGF2 CA4 0,5127
GDNF DG 0,8651
GDNF CA1 0,8501
GDNF CA2/3 1,0000
GDNF CA4 0,8651
GMFB DG 0,8065
GMFB CA1 0,0771
GMFB CA2/3 1,0000
GMFB CA4 0,6242
PDGF-B DG 0,4624
PDGF-B CA1 0,8065
PDGF-B CA2/3 0,4624
PDGF-B CA4 0,8065

Tabelle 15: Signifikanzanalyse der geschlechterabhédngigen Expression der
Wachstumsfaktoren

In der linken Spalte ist die Expression der Wachstumsfaktoren im jeweiligen Areal
abgebildet. In der rechten Spalte die p-Werte. Keine der geschlechterabhéngigen
Korrelationen war signifikant.

4.9 Wachstumsfaktorenexpression  und  neuropsychologische
Testung

Im Bereich der Ergebnisse der Testung der Aufmerksamkeit fand sich eine
positive Korrelation mit der Expression von BDNF in CA1 (Abbildung 24, Tabellen
16 und 17).
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Des Weiteren korrelierte die Expression von BDNF in CA1 mit den Ergebnissen
der Testung des Verbalgedachtnisses positiv (Abbildung 25, Tabellen 18 und 19),

wahrend die Expression von PDGFB in CA4 negativ korrelierte (Abbildung 26,
Tabellen 20 und 21).
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Abbildung 24: Scatter Plot der Expression von BDNF in CA1 und den
Testergebnissen der Aufmerksamkeit

X-Achse:  Ergebnisse  der  neuropsychologischen  Testung  des
Verbalgedéchtnisses, Y-Achse: Grauwert (8-bit) der Anfarbung von BDNF, ein
héherer Grauwert entspricht einer gréBeren Menge BDNF. Bei einer Person
des Patientenkollektivs wurde die Testung der Aufmerksamkeit aufgrund einer
Sprachbarriere nicht durchgefihrt.
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Kategorie n| Score-Summe| Erwarteter Score-
Score| Mittelwert

durchschnittlich 8 60,000 48,000 7,50000
nicht durchgefihrt 1 3,000 6,000 3,00000
unterdurchschnittlich 2 3,000 12,000 1,50000

Tabelle 16: Daten der Expression von BDNF in CA1 und den
Testergebnissen der Aufmerksamkeit

Chi? Freiheitsgrade p-Wert
6,1364 2 0,0465

Tabelle 17: Signifikanzanalyse der Expression von PDGF-B in CA4 und den
Testergebnissen der Aufmerksamkeit
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Abbildung 25: Scatter Plot der Expression von BDNF in CA1 und den
Testergebnissen des Verbalgedachtnisses

X-Achse:  Ergebnisse  der  neuropsychologischen  Testung  des
Verbalgedéchtnisses, Y-Achse: Grauwert (8-bit) der Anfdrbung von BDNF, ein
héherer Grauwert entspricht einer gréBeren Menge BDNF-.
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Kategorie N| Score-Summe| Erwarteter Score-
Score| Mittelwert

durchschnittlich 5 45,000 30,000 9,00000
nicht durchgefiihrt 1 3,000 6,000 3,00000
unterdurchschnittlich 5 18,000 30,000 3,60000

Tabelle 18: Daten der Expression von BDNF in CA1 und den
Testergebnissen des Verbalgedédchtnisses

Chi? Freiheitsgrade p-Wert
7,5273 2 0,0232

Tabelle 19: Signifikanzanalyse der Expression von PDGF-B in CA4 und den
Testergebnissen des Verbalgedédchtnisses
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Abbildung 26: Scatter Plot der Expression von PDGF-B in CA4 und den
Testergebnissen des Verbalgedidchtnisses

X-Achse:  Ergebnisse  der  neuropsychologischen  Testung  des
Verbalgedéchtnisses, Y-Achse: Grauwert (8-bit) der Anfarbung von PDGF-B,
ein héherer Grauwert entspricht einer gréBeren Menge PDGF-B.
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Kategorie N Score-| Erwarteter Score-

Summe Score| Mittelwert
durchschnittlich 5 15,000 25,000 3,00000
unterdurchschnittlich 4 30,000 20,000 7,50000

Tabelle 20: Daten der Expression von PDGF-B in CA4 und den
Testergebnissen des Verbalgedidchtnisses

Chi? Freiheitsgrade p-Wert
6,0000 1 0,0143

Tabelle 21: Signifikanzanalyse der Expression von PDGF-B in CA4 und den
Testergebnissen des Verbalgedédchtnisses
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5 Diskussion

5.1 Einordnung der Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die vergleichende Untersuchung der Expression von
Wachstumsfaktoren in Resektaten menschlicher Hippocampi, um semiquantitativ
Daten zu deren Verteilung bei Epilepsiepatienten zu erhalten. Des Weiteren
sollten diese Daten mit den klinischen Daten der Patienten korreliert werden, um
Hinweise auf mdgliche Zusammenhange zwischen dem klinischen
Erscheinungsbild der Epilepsie und der Expression der Wachstumsfaktoren zu
gewinnen. Die vorliegenden Ergebnisse liefern Antworten beziehungswiese

Hinweise auf diese Fragen.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse unter Zuhilfenahme vorhandener
Originalarbeiten diskutiert und eingeordnet werden. Dabei soll insbesondere auf
Korrelationen zwischen der Wachstumsfaktorenexpression und klinischen Daten
bei TLE eingegangen werden sowie ein Ausblick fir mdgliche klinische
Anwendungen gegeben werden. Die Verwendung von Wachstumsfaktoren far

diagnostische und therapeutische Zwecke ist dabei von besonderem Interesse.

5.1.1 Vorkommen von Wachstumsfaktoren in histologisch
unauffalligem und in sklerotischem Gewebe (vgl. 4.2)

Die geringen Unterschiede zwischen der Expression der Wachstumsfaktoren in
Hippocampussklerosen und in normalem Gewebe erscheinen auf den ersten
Blick Uberraschend. Die geringere Expression von GDNF in CA1 in den
Hippocampussklerosen war der einzige signifikante Unterschied zu histologisch
normalem Gewebe. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression
der Wachstumsfaktoren bei TLE nicht von dem jeweiligen histopathologischen
Befund, sondern von der Erkrankung selbst abhangt. Da auch das histologisch
unauffallige Gewebe von Patienten mit Temporallappenepilepsie stammen,
unterscheiden sich die Gewebeproben letztlich nur in dem histopathologischen
Befund.

Die Literatur liefert uneinheitliche Antworten auf die Fragen der Expression von
Wachstumsfaktoren in histologisch unauffalligem Gewebe im Vergleich zu
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sklerotischem Gewebe. In einer Arbeit, die ebenfalls an hippocampalen
Resektaten von Patienten mit therapierefraktarer TLE durchgefihrt wurde, zeigte
sich kein Unterschied in der Expression von BDNF zwischen TLE mit HS und
TLE ohne HS.82 Interessanterweise ist diese Arbeit eine der wenigen, die zudem
einen Vergleich mit gesundem Gewebe, also von Patienten ohne Epilepsie, als
Kontrolle verwendete. Es zeigte sich eine erhéhte Expression von BDNF bei TLE,
unabhangig von dem histopathologischen Befund, verglichen mit dem gesunden
Gewebe.? In einer weiteren Arbeit, die ebenfalls Gewebe von Patienten mit TLE
im Vergleich zu postmortal gewonnenem Gewebe von Patienten ohne Epilepsie
untersuchte, fand sich ebenfalls eine erhéhte Expression von BDNF bei TLE.83

Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Arbeit, die an chirurgischen
Resektaten von Patienten mit TLE durchgefihrt wurde, zumindest eine Erhéhung
der mRNA von BDNF bei TLE und Hippocampussklerose im Vergleich zu TLE
ohne Hippocampussklerose gezeigt werden.8* In dieser Arbeit wurde allerdings
nicht das Protein BDNF selbst, sondern ausschlief3lich dessen mRNA bestimmt.

Weitere vergleichende Untersuchungen an Gewebe von Patienten mit und ohne
Epilepsie waren zur abschlieBenden Klarung der Fragestellung interessant.
Solches Gewebe stand allerdings flr diese Arbeit nicht zur Verfigung.

5.1.2 GMFB und das postoperative Outcome (vgl. 4.4)

Zunachst ist anzumerken, dass das Outcome der hier untersuchten Patienten
dem Outcome aus Untersuchungen groBer Kohorten &hnelt, in denen etwa
Zweidrittel der Patienten von der Operation profitieren, was einer ILAE
Klassifikation von 1 bis 4 entspricht.'’#2 In anderen Arbeiten waren 36%-61,4%
der Patienten nach der Operation sogar anfallsfrei.434% Alle in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Patienten (n=21) haben von der epilepsiechirurgischen
Therapie im Sinne einer Anfallsreduktion profitiert und 14 Patienten (66,67%)
sogar eine Anfallsfreiheit erreicht (siehe Tabelle 10).

Die fur GMFB gefundene Korrelation mit dem Outcome der Patienten ist in der
Literatur bisher nicht beschrieben. Generell ist die Bedeutung von GMFB bei der
Epilepsie bislang nicht umfassend untersucht worden.
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Der Wachstumsfaktor GMFB scheint Uber den MAP-Kinase-Signalweg, die
Transkriptionsfaktoren CREB und NF-kB zu aktivieren und die Sekretion anderer
Wachstumsfaktoren zu stimulieren.85 Zudem wird GMFB bei zahlreichen
Krankheitsprozessen, wie Alzheimer, Morbus Parkinson, Neuroinflammation,
aber auch kryogenen Lasionen hochreguliert.6870 Welche Funktion GMFB dabei
dbernimmt, ist allerdings unklar. Um diese Frage abschlieBend zu klaren,
mussten die zugrundeliegenden Mechanismen, tber die GMFB Einfluss auf den
Verlauf der Epilepsie nimmt, besser verstanden werden. Die hier vorliegenden
Ergebnisse kdnnen dazu ebenfalls keinen Erklarungsansatz liefern, weshalb
Uber die Bedeutung nur spekuliert werden kann. Die hohe Expression von GMFB
kdnnte mit einem schlechten Outcome insofern assoziiert sein, dass es sich um
eine neuroprotektive Gegenregulation bei von vornherein schwerem Verlauf
handelt. Auf der anderen Seite kdnnte die starke Expression von GMFB
ursachlich far Veranderungen sein, die ein schlechtes Outcome beférdern. Bei
anderen Krankheitsprozessen des zentralen Nervensystems tbt GMFB einen

neuroprotektiven Effekt aus.”0-85-88

5.1.3 Epilepsiedauer (vgl. 4.5)

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von BDNF mit der
Dauer der Epilepsie signifikant abnimmt. Dies lasst sich in der Literatur auch auf
Ebene der mRNA sowie im Serum bestatigen.848589 Zu der in CA4 gefundenen,
positiven Korrelation der Expression von BDNF mit der Epilepsiedauer gibt es
keine Literaturdaten. Die verringerte Expression kénnte durch den progressiven
Zellverlust bei langer Krankheitsdauer bedingt sein. Dagegen spricht allerdings,
dass in diesem Fall auch eine reduzierte Expression der anderen
Wachstumsfaktoren zu erwarten wére. Da sich dies in den Untersuchungen
dieser Arbeit nicht zeigte, erscheint diese These deshalb weniger wahrscheinlich.

Auch eine medikamentése, anfallssuppressive Vorbehandlung kann die
Expression von Wachstumsfaktoren modulieren. Beispielswiese wurde im
Tiermodell sowohl in vitro also auch in vivo eine reduzierte Expression von BDNF
bei Applikation des Anfallssuppressivums Valproat nachgewiesen.®%9! In vitro
konnte dieser Effekt auch beim Menschen gezeigt werden.®? Da alle Patienten
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dieser Arbeit praoperativ eine anfallssuppressive, medikamentése Therapie
erhalten haben, ist eine derartige Beeinflussung denkbar.

Von einer Altersabhangigkeit der Expression als weiterem Faktor kann,
basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit, nicht ausgegangen werden, da sich
keine signifikante Korrelation findet. Auch in den Literaturdaten findet sich keine
Altersabhangigkeit der Expression von BDNF .89

Zusammenfassend ist eine abschlieBende Beurteilung dieser Ergebnisse
schwierig. Insbesondere eine Einordnung der Epilepsiedauer ist bei den
deutlichen kirzeren Beobachtungsintervallen in Tiermodellen, aus denen die
meisten Daten stammen, nicht mit denen des Menschen vergleichbar. Im
Tiermodell wird insbesondere das periiktale Zeitintervall untersucht, in dem sich
ein Anstieg von BDNF sowie ein Rickgang auf den Ausgangswert innerhalb von
Stunden bis Tagen zeigt.®> Zudem ist die Funktion von BDNF im Rahmen der

Epilepsie nicht abschlieBend geklart, was eine Einordnung zusatzlich erschwert.

5.1.4 Anfallsfrequenz (vgl. 4.6)

Eine hohe Anfallsfrequenz eines Patienten ist mit dem haufigeren Auftreten von
Komorbiditaten, einem erhdhten Risiko fir SUDEP sowie einer insgesamt
reduzierten Lebenserwartung assoziiert.>> Auch die Lebensqualitdt hangt
mafgeblich von der Anfallsfrequenz ab, weshalb das Erreichen von
Anfallsfreiheit unbedingt angestrebt werden sollte.®® In Folge eines epileptischen
Anfalls kommt es zu metabolischen und homdostatischen Veranderungen.® So
kommt es beispielsweise zu Elektrolytverschiebungen, einem Anstieg von
Sauerstoffradikalen und Konzentrationsénderungen intra- und extrazellularer

Botenstoffe.%0

In den Daten dieser Arbeit zeigte sich bei Patienten mit hoher praoperativer
Anfallsfrequenz eine signifikante Korrelation mit der Expression von BDNF. Dies
ist womoglich darauf zurickzufihren, dass die Expression von BDNF sowie
BDNF mRNA nach epileptischen Anfallen hochreguliert wird.56:57

Da bei hoher Anfallsfrequenz der letzte epileptische Anfall statistisch naher am
Operationsdatum lag, ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine postiktale
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Hochregulation der BDNF-Expression wom@gglich entsprechend héher. Auch in
menschlichen Hippocampi konnte eine erhdhte Expression von BDNF bei
Epilepsie gezeigt werden.56:57.8384.95 |nteressanterweise ist in der Literatur eine
negative Korrelation zwischen der Anfallsfrequenz und BDNF im Serum
beschrieben.?® Dies gilt insbesondere flir den Zeitraum wenige Stunden bis Tage
nach einem epileptischen Anfall, wéhrend sich BDNF im Serum anschlieBend
wieder seinem Ausgangswert annahert.? Eine mogliche Erklarung hierfir ist eine
Verschiebung von BDNF aus dem Serum Uber die Blut-Hirn-Schranke.% Des
Weiteren kénnte der BDNF-Abfall durch eine Dysfunktion der Endothelzellen
verursacht werden, da die reife BDNF-Form von den Endothelzellen in das Blut
freigesetzt und wahrscheinlich schnell von Blutplattchen aufgenommen wird.97-%8
In einem solchen Fall kdnnten endotheliale Dysfunktion und Leckage der Blut-
Hirn-Schranke, die durch Anfalle verursacht werden, die Ursache fir die
sinkenden BDNF-Spiegel sein.%

Im Rahmen der Epilepsie werden BDNF gegensatzliche Effekte zugeschrieben.
Die Hochregulierung von BDNF scheint insgesamt einen pro-epileptogenen
Effekt zu haben. Die signifikante Korrelation zwischen der Anfallsfrequenz und
der Expression von BDNF im Hippocampus, die sich in dieser Arbeit zeigt, kann
dementsprechend interpretiert werden. Die erhdhte Expression von BDNF kann
also urséachlich fir die hdéhere Krankheitslast, hier reprasentiert durch die

Anfallsfrequenz, sein.

Bei der Maus fihrt die Infusion von Substanzen, die BDNF neutralisieren, wie
auch ein Knockout von BDNF, zu einer Hemmung der Epileptogenese.%®
Passend dazu fluhrt die Applikation von BDNF zu einer gesteigerten
Exzitabilitat.>® Allerdings wurde auch eine neuroprotektive Wirkung von BDNF
beschrieben, vermittelt durch Inhibition von NMDA-Rezeptoren.>® Des Weiteren
scheint eine langer andauernde exogene Zufuhrt von BDNF antikonvulsive
Effekte zu haben.%” Dies scheint auf eine Hochregulierung von Neuropeptid Y
und eine Herunterregulierung von TrkB zurlickzuflihren zu sein.>” Des Weiteren
zeigte sich eine negative Korrelation mit der Schwere der Erkrankung.®’

Far GDNF wurden &hnliche Zusammenhange gezeigt. Auch GDNF sowie GDNF
mRNA werden nach einem epileptischen Anfall hochreguliert.6* Dies passt
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ebenfalls zu dem oben beschriebenen Zusammenhang der postikialen
Hochregulation und der erhdhten Anfallsfrequenz.

An hippocampalen Gewebeschnitten der Maus und des Menschen konnte ein
Anstieg von inhibitorischen postsynaptischen Potenzialen nach Applikation von
GDNF beobachtet werden.%® Eine anfallsreduzierende Wirkung dieser
Beobachtung ist naheliegend.

Des Weiteren konnte im in vivo Tiermodell durch externe Zufuhr von GDNF
mittels der Injektion eines viralen GDNF-Vektors in den Hippocampus eine
Anfallsreduktion sowie eine Hemmung der Epileptogenese erreicht werden.66:67
Bei der postiktalen Hochregulation von GDNF scheint es sich also um eine
neuroprotektive Gegenregulation zu handeln. Auch in den Daten dieser Arbeit
zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Anfallsfrequenz und der
Expression von GDNF.

5.1.5 Korrelation der Wachstumsfaktorenexpression untereinander
(vgl. 4.7)
Zusammenhénge in der Expression verschiedener Wachstumsfaktoren zu
finden, Uberrascht nicht, da eine gemeinsame Beteiligung an Prozessen im
Rahmen der Epilepsie wahrscheinlich ist (siehe Tabelle 15). Nichtsdestotrotz ist
die Interpretation schwierig. Auch eine Einordnung mit Hilfe der Literatur ist
nicht méglich, da zu den beschriebenen Korrelationen keine Vorarbeiten
vorlagen. Allerdings lasst sich anhand des Beispiels von BDNF und FGF2 die
synergistische Wirkung der Wachstumsfaktoren vermuten. Sowohl BDNF als
auch FGF2 haben einen neuroprotektiven beziehungsweise neuroproliferativen
Effekt.99:190 Es zeigte sich eine deutlich verstarkte Wirkung auf das neuronale
Uberleben bei gleichzeitiger Applikation von BDNF und FGF2.99.10 Derartige
Effekte sind demzufolge auch im Rahmen der Epilepsie denkbar und wiirden
die signifikanten Korrelationen erklaren.

Des Weiteren kdnnte Uber einen Feedback-Mechanismus eine gegenseitige
Stimulierung der Wachstumsfaktoren stattfinden. Hierzu liefert die Literatur
allerdings keine Daten.
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5.1.6 Geschlechtsabhangige Expression der Wachstumsfaktoren
(vgl. 4.8)

Die Bedeutung der Geschlechtsabhangigkeit bei Epilepsien ist in weiten Teilen

unklar. Es existieren Hinweise flr geschlechtsabhdngige Inzidenzen,

Anfallsneigung und bei der Verteilung der Ursachen der Epilepsien.'®® Auch

finden sich idiopathische generalisierte Epilepsien haufiger bei Frauen, wahrend

sich bei Mannern haufiger fokale kortikale Dysplasien finden.'02

Es gibt eine Reihe von Arbeiten zu dem Einfluss von Sexualhormonen auf die
Epilepsie. So sind bei den Wachstumsfaktoren zyklusabhangige Veranderungen
der GABAergen und glutamatergen Signalwege sowie der Expression von BDNF
bekannt.®? Allerdings finden sich wenige Vorarbeiten, bei denen die Expression
von Wachstumsfaktoren bei TLE mit Hippocampussklerose und TLE ohne
Hippocampussklerose verglichen wurden. Eine Arbeit, in der Patienten mit TLE
und Hippocampussklerose und TLE ohne Hippocampussklerose in Bezug auf
Geschlechtsabhangigkeit untersucht wurden, zeigte keinen Unterschied in der
Expression von BDNF.103

Es zeigten sich keine signifikanten geschlechtsabh&ngigen Unterschiede in der
Expression der Wachstumsfaktoren (Tabelle 25 im Anhang). Dieses Ergebnis ist
eventuell auch damit zu erklaren, dass antikonvulsive Medikamente einen
Einfluss auf die Expression der Sexualhormone haben.'% Zudem resultiert die
Hippocampussklerose meist aus einem initialen Ereignis, wie Fieberkrampfen,
Schéadel-Hirn-Trauma, Entzindungen oder Schlaganfallen, die allesamt
unabhangig vom Geschlecht sind.

5.1.7 Wachstumsfaktorenexpression und  neuropsychologische
Testung (vgl. 4.9)

Die neuropsychologischen Einschrankungen sind, neben den unmittelbaren

Folgen der epileptischen Anfalle, der wichtigste Faktor fur die Krankheitslast von

Epilepsiepatienten.’® Haufig werden die neuropsychologischen Komorbiditaten

nicht adaquat therapiert, da der Fokus hauptsachlich auf der anfallssuppressiven

Therapie liegt.'%®
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Das Feld der neuropsychologischen Komorbiditaten der Epilepsie hat lange Zeit
wenig Beachtung gefunden. Insbesondere zu dem Einfluss und der méglichen
diagnostischen Rolle von Wachstumsfaktoren auf die neuropsychologischen
Folgen der Epilepsie gibt es kaum Vorarbeiten. Die vorliegenden Daten aus den
routinemaBig durchgefihrten praoperativen neuropsychologischen Testungen
wurden mit den experimentellen Daten korreliert, wobei sich signifikante
Korrelationen zwischen BDNF und der Testung der Aufmerksamkeit sowie BDNF
und der Testung des Verbalgedachtnisses zeigten. Des Weiteren fand sich eine
negative  Korrelation zwischen PDGFB und der Testung des

Verbalgedachtnisses.

Lediglich eine positive Korrelation zwischen BDNF und der Verbesserung der
Symptomlast bei depressiven Patienten ist vorbeschrieben.% Da eine reduzierte
Aufmerksamkeit zu den Symptomen der Depression gehdrt, liefert dies

zumindest einen Anhalt in der Literatur.

Es ist bekannt, dass BDNF die neuronale Plastizitat beglnstigt und somit auch
fir Lernprozesse und damit wahrscheinlich auch fur neuropsychologische
Komorbiditaten von Bedeutung ist.56.197.108 Bei depressiven Patienten finden sich,
unabhangig von der Epilepsie, niedrigere BDNF-Spiegel als bei Gesunden.06:10°
Zu beachten ist hierbei, dass BDNF auch mit der Anfallsfrequenz korreliert,
sodass es sich dabei um einen Confounder handeln kdnnte. Allerdings fand sich
zwischen der Anfallsfrequenz und den Ergebnissen der neuropsychologischen
Testungen in dieser Arbeit keine signifikante Korrelation.

In der Literatur finden sich einige Daten dazu, dass die Ausbildung pathologischer
Netzwerke nicht nur Teil der Epileptogenese ist, sondern auch einen negativen
Einfluss auf die Kognition der Patienten hat.'%-'"2 Aus diesem Grund ist auch
anzunehmen, dass Wachstumsfaktoren eine Rolle bei der Auspragung
neuropsychologischer Komorbiditaten spielen. Hinweise dazu gibt es fir GDNF,
fir das eine positive Korrelation zwischen der Expression und der Kognition

gezeigt wurde. 03,104
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5.2 Limitationen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit missen vor dem Hintergrund einiger
Limitationen betrachtet werden. Zunachst ist das kleine Patientenkollektiv (n=21)
zu beachten, insbesondere da nicht in allen Proben alle Areale zu finden waren,
was die Menge der auswertbaren Daten zusatzlich reduzierte. Dies ist
insbesondere auf die operationsbedingte unterschiedliche GréBe, Orientierung
und Vollstandigkeit der Resektate zurlickzuflhren. So waren in vielen Fallen

lediglich Anteile des Hippocampus zu identifizieren.

Auch das unterschiedliche Préfixierungsintervall, die verwendeten Reagenzien,
die Durchfiihrung der Fixation und die Lagerbedingungen der Gewebeproben
kénnten einen Einfluss auf den Nachweis der Wachstumsfaktoren haben. 13114
Da die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe alle unmittelbar nach Resektion
fixiert wurden, ist der Einfluss des Prafixierungsintervall allerdings eher als gering
zu bewerten. Unterschiede, die durch verschiedene Lagerungsbedingungen
hervorgerufen werden koénnen''4 sind ebenfalls unwahrscheinlich, da alle
Gewebeproben bei gleichen Bedingungen gelagert wurden. Fir das
Postfixierungsintervall  konnte  hingegen  kein  Einfluss auf den

immunhistochemischen Nachweis der Proteine gezeigt werden.''3

Des Weiteren ist zu beachten, dass die Patienten sich in einem fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung befanden (Median 11 Krankheitsjahre. Mean 16,32
Krankheitsjahre), was einen Einfluss auf die Expression der Wachstumsfaktoren
hat. Im Tiermodell fanden sich in frihen Stadien der Epileptogenese andere
Expressionsmuster der Wachstumsfaktoren als in einem chronischen
Stadium.2324115  Die wenigen Studien, bei denen eine sequenzielle
Untersuchung, wenn auch an Tiermodellen, wéhrend der Latenzperiode, also der
frihen Phase, der Epileptogenese durchgefihrt wurde, zeigten eine
zeitabhangige, dynamische Genexpression.23:24.115

Epilepsiechirurgisch behandelte Patienten befinden sich in den meisten Féllen in
einem fortgeschrittenen  Stadium, wodurch  Rlckschlisse auf die
Expressionsmuster von Wachstumsfaktoren in friihen Stadien nicht méglich sind.
Diese Einschrankung ist allerdings bei beinahe allen Untersuchungen, die an
menschlichem Gewebe durchgefiihrt wurden, zu beachten.!'® Da die in dieser
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Arbeit verwendeten Gewebeproben denen entsprechen, die auch im klinischen
Alltag zur Verfligung stehen, kdnnen die Ergebnisse fir die klinische Anwendung

von diagnostischem und pradiktivem Nutzen sein.

Auch zu bedenken ist, dass die hier verwendeten Proben aus unterschiedlichen
Regionen des Hippocampus stammen. Es wurden nicht alle Hippocampi
vollstdndig beziehungswiese in unterschiedlicher Orientierung aufgeblockt. Es
gibt Hinweise auf einen kraniokaudalen Gradienten bei der Expression von
Proteinen, wie etwa Glia Fibrillary Acidic Protein (GFAP) oder Myelin Basic
Protein (MBP).'"® Deshalb ist ein kraniokaudaler Gradient auch bei
Wachstumsfaktoren vorstellbar. Ein Schnitt aus unterschiedlichen Regionen des
Hippocampus konnte somit auch einen Einfluss auf den Nachweis der

Wachstumsfaktoren haben.

Bei der Quantifizierung der Immunhistochemie ist zu bedenken, dass die
Signalintensitat von DAB nicht linear mit der Konzentration des angeférbten
Proteins steigt, sondern eine Abhangigkeit von der Antikdrperkonzentration
existiert."-11°® Dieses Ph&nomen erschwert die quantitative Vergleichbarkeit
verschiedener Proben untereinander. In dieser Arbeit wurden die verwendeten
Antikdrperkonzentrationen und Inkubationszeiten Gber alle Versuchsreihen

konstant gehalten, wodurch dieser Effekt minimiert wurde.

Neben dem Detektionssystem und der Antikérperkonzentration''® haben auch
die Affinitat des Antikérpers, die Dauer der Fixierung und die Antigenfreilegung
einen Einfluss auf die Ergebnisse der Immunhistochemie.'? Da kein Gewebe fiir
eine quantitative Analyse, wie den Western Blot, zur Verflgung stand, wurden
die semiquantitativen Daten aus der Immunhistochemie fir die Analyse

verwendet.

5.3 Ausblick und klinische Anwendungen

Die hier dargestellten Ergebnisse sind auch vor dem Hintergrund madglicher

klinischer Anwendung zu betrachten. Zum aktuellen Zeitpunkt ist kein Biomarker

bekannt, der bereits in der klinisch stummen Phase der Epileptogenese Hinweise

auf die Entstehung der Epilepsie liefert und somit die Epilepsie oder einen

epileptischen Anfall voraussagt.'?’ Zu diesem Zweck miissten sequenziell
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Proben von Menschen gewonnen werden, die zu Beginn noch nicht an einer
Epilepsie leiden, im Verlauf aber eine entwickeln.'?? Dies ware nur méglich, wenn
die Gewinnung der Proben auf einem wenig invasiven Weg, wie etwa aus

Kérperflissigkeiten, erfolgen wirde.

Zumindest aus Tiermodellen existieren Daten, die eine Korrelation zwischen den
BDNF-Werten im Blut und denen im Hippocampus nachweisen konnten.'23 Beim
Menschen wurden derartige vergleichende Untersuchungen bislang nicht
durchgefihrt. Zu beachten wére dabei allerdings die geringe Spezifitdt von
BDNF, da es auch bei anderen Krankheitsbildern, wie etwa zahlreichen
psychiatrischen Erkrankungen zu einer veranderten Expression kommt.'?* BDNF
ist somit weniger ein Biomarker fur ein spezifisches Krankheitsbild als fir den

Grad der neuronalen Plastizitat.124

Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche neue antikonvulsive Substanzen
zugelassen wurden, konnte die Zahl der therapierefrakiaren Epilepsien kaum
gesenkt werden.?512%6  Deshalb ist davon auszugehen, dass die
Epilepsiechirurgie auch zuklnftig einen groBen Stellenwert bei den
therapierefraktaren Epilepsien haben wird. Vor diesem Hintergrund ist eine
weitere Optimierung der prachirurgischen Evaluation erstrebenswert. Neben den
etablierten klinischen Pradiktoren wére zu diesem Zweck die Einflhrung eines
Biomarkers winschenswert, der das postoperative Outcome vorhersagt. Ein
solcher Biomarker kdnnte somit der Entscheidungsfindung fir oder gegen eine
chirurgische Therapie dienen. Dadurch koénnten die perioperativen Risiken

minimiert und Therapierfolge maximiert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise darauf, dass GMFB als Biomarker
flr das postoperative Outcome in Frage kommt. Da die Messung der Expression
von GMFB in reseziertem Gewebe erfolgte, ist im Verlauf eine vergleichende
Untersuchung im Blut, Liquor, Speichel oder Urin im Sinne einer Liquid Biopsy,
notwendig. Derartige Untersuchungen existieren bereits fur andere Marker, sind
allerdings bislang rein experimentell.'?” Sollten sich die Ergebnisse in der Liquid
Biopsy bestatigen, kénnte GMFB als weniger invasiver und vor allem
praoperativer Biomarker herangezogen werden, um Therapieentscheidungen

weiter zu objektivieren.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsch

Hintergrund: Die Epilepsie gehdért zu den héaufigsten chronischen
neurologischen Erkrankungen beim Menschen. Bei Patienten mit mesialer TLE
und Hippocampussklerose besteht die hoéchste Wahrscheinlichkeit, eine
medikamentése Therapierefraktaritdt zu entwickeln. Die Ursache der
Hippocampussklerose sowie die ursachlichen Mechanismen sind nicht bekannt.
Allerdings kann eine initiale Schadigung, wie etwa komplizierte Fieberkrampfe im
Kindesalter, Schadel-Hirn-Traumata, Schlaganfalle, entziindliche Prozesse oder
Ahnliches, fir die Entwicklung einer Hippocampussklerose préadisponieren. Diese
kann anschlieBend nach einer klinisch stummen Latenzperiode zur Entwicklung
spontaner epileptischer Anfélle und der Diagnose einer Epilepsie fihren. Im
Rahmen der Epileptogenese, also der Entstehung und Progression der Epilepsie
kommt es zu Wachstumsprozessen, weshalb eine Beteiligung von neurotrophen
Wachstumsfaktoren naheliegend war. Das Ziel dieser Arbeit war die
vergleichende Untersuchung resezierter Hippocampi auf Wachstumsfaktoren,
um semiquantitative Daten zu deren Verteilung bei Epilepsiepatienten zu
erhalten. Des Weiteren war die Korrelation mit den klinischen Daten der
Patienten von besonderem Interesse, da so Hinweise auf madgliche
Zusammenhange zwischen dem klinischen Erscheinungsbild und der Expression

der Wachstumsfaktoren gewonnen werden konnten.

Methoden: Bei dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gewebe handelt es
sich um Hippocampi von 21 Patienten mit TLE, die epilepsiechirurgisch therapiert
wurden. Die Schnitte der paraffinierten Hippocampi wurden mittels
Immunhistochemie auf die Wachstumsfaktoren BDNF, FGF2, GDNF, GMFB und
PDGF-B untersucht. Im Anschluss wurden die Schnitte gescannt und die Zellen
mittels eines Algorithmus identifiziert und ausgewertet. Diese experimentellen

Daten wurden anschlieBend mit den klinischen Daten der Patienten korreliert.

Ergebnisse: Es fand sich eine signifikante Korrelation zwischen der Expression
von GMFB und dem postoperativen Outcome der Patienten. Des Weiteren
fanden sich auch Korrelationen zwischen der praoperativen Anfallsfrequenz und
der Expression von BDNF sowie GDNF. Auch die Epilepsiedauer korrelierte mit
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der Expression von BDNF. Zudem fanden sich Korrelationen zwischen den
Ergebnissen der neuropsychologischen Testungen und der Expression von
BDNF, sowie PDGF-B.

Diskussion: Die vorliegende Arbeit liefert einige Daten, die Hinweise fur
nachfolgende Untersuchungen geben kénnen. Sowohl fir die Anfallsfrequenz,
als auch fir die Epilepsiedauer fanden sich signifikante Korrelationen mit BDNF.
Beides ist passend zu den vermuteten und zum Teil in der Literatur
beschriebenen Mechanismen im Rahmen der Epilepsie, also einer postiktalen
Hochregulation von Wachstumsfaktoren beziehungswiese des Zugrundegehens
von Zellen im Verlauf der Erkrankung und damit zu einer reduzierten Expression
von Wachstumsfaktoren. Geschlechterabhangige Unterschiede in der
Expression der Wachstumsfaktoren fanden sich, passend zu der vorhandenen
Literatur, nicht. Interessant ist, dass sowohl Geschlechtshormone als auch
anfallssuppressive Medikamente einen Einfluss auf die Expression der
Wachstumsfaktoren haben kdonnen.

Bis heute ist kein Biomarker bekannt, der eine Vorhersage Uber den Erfolg einer
operativen Therapie bei therapierefraktaren TLE treffen kann. Da meine Daten
eine Korrelation von GMFB und dem postoperativen Outcome zeigen, bietet es
sich flr weitere Untersuchungen an, GMFB als préoperativen Biomarker zu
nutzen. zu kdénnen, wére eine einfachere Probengewinnung beispielsweise aus
Blut, Liquor, Urin oder Speichel notwendig. Im Sinne einer ,Liquid Biopsy“ konnte
so der Erfolg einer chirurgischen Therapie weiter objektiviert werden, was die

Entscheidungsfindung einfacher und risikoarmer gestalten wirde.
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6.2 Englisch

Background: Epilepsy is one of the most common chronic neurological
disorders. Patients with mesial TLE and hippocampal sclerosis are most likely to
develop refractory to medication. The cause of hippocampal sclerosis, as well as
the causative mechanisms, are unknown. However, initial damage, such as
complicated febrile seizures in childhood, traumatic brain injury, stroke,
inflammatory processes, or others, may be a predisposition to the development
of hippocampal sclerosis. This may subsequently lead to the development of
spontaneous epileptic seizures and the diagnosis of epilepsy after a clinically
silent latency period. In the course of epileptogenesis, that is, the development
and progression of epilepsy, growth processes occur, and therefore, the
involvement of neurotrophic growth factors was suggested. The aim of this work
was the comparative examination of resected hippocampi for the expression of
growth factors to obtain semiquantitative data on their distribution in epilepsy
patients. Furthermore, correlation with the clinical data of the patients was of
particular interest, as this would provide evidence for possible correlations
between the clinical presentation and the expression of growth factors.

Methods: The tissues studied in the present work were hippocampi from 21
patients with TLE who underwent epilepsy surgery. Sections of paraffin-
embedded hippocampi were analyzed by immunohistochemistry for the growth
factors BDNF, FGF2, GDNF, GMFB, and PDGF-B. Subsequently, the sections
were scanned and the cells were identified and analyzed using an algorithm.
These experimental data were then correlated with the clinical data of the

patients.

Results: A significant correlation was found between the expression of GMFB
and the postoperative outcome of the patients. Furthermore, correlations were
also found between preoperative seizure frequency and the expression of BDNF,
as well as GDNF. Epilepsy duration also correlated with the expression of BDNF.
In addition, correlations were found between the results of neuropsychological
testing and the expression of BDNF, as well as PDGF-B.

Discussion: The present work provides some data that may give clues for
subsequent studies. Significant correlations with BDNF were found for both

81



seizure frequency and epilepsy duration. Both are consistent with the presumed
mechanisms in epilepsy described in part in the literature, that is, a postictal
upregulation of growth factors and the death of cells in the course of the disease,
respectively, leading to a reduced expression of growth factors. Gender-
dependent differences in growth factor expression were not found, consistent
with the existing literature. Interestingly, both sex hormones and seizure-
suppressing drugs may have an impact on growth factor expression.

To date, no biomarker is known to predict the success of surgical therapy in
refractory TLE. Since my data show a correlation of GMFB and postoperative
outcome, it lends itself to further investigation. To use GMFB as a preoperative
biomarker, a simpler sample collection, for example, from blood, CSF, urine, or
saliva, would be necessary. In the sense of a "liquid biopsy", the success of a
surgical therapy could thus be further objectified, which would make decision-
making easier and less risky.
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7 Liste der verwendeten Materialien

Bezeichnung Beschreibung Hersteller

Citronensaure-Monohydrat CAS-Nr.: 5949-29-1 | Merck KGaA,
Darmstadt,
Deutschland

DAB Substrate (metal enhanced, | DAB Roche Diagnostics

precipitating) GmbH, Mannheim,
Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat CAS-Nr.: 7558-79-4 | AppliChem GmbH,

(wasserfrei) Darmstadt,
Deutschland

Dithiothreitol CAS-Nr.: 3483-12-3 | Thermo Fisher
Scientific Inc.,
Waltham, USA

Entellan Merck KGaA,
Darmstadt,
Deutschland

Eppendorf Reference 1000 Pipetten Eppendorf SE,
Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Research 2,5; 10; 100; | Pipetten Eppendorf SE,

1000; 5000 Hamburg,
Deutschland

Ethanol CAS-Nr.: 64-17-5 Fisher Scientific UK
Ltd, Leicestershire,
UK

Feuchtekammer N/A

iBlot Gel Transfer Stacks PVDF, | Transferkit Thermo Fisher

Regular Scientific Inc.,
Waltham, USA

inoLab pH Level 1 pH-Meter Xylem Analytics
Germany Sales GmbH

& Co. KG, Weilheim,
Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

CAS-Nr.: 7778-77-0

AppliChem
Darmstadt,
Deutschland

GmbH,

Magnetrihrer mit Heizplatte

N/A

Major Science Orbital Shaker

Orbitalschttler

Major Science,
Saratoga, CA, USA

Methanol

CAS-Nr.: 67-56-1

Fisher Scientific UK
Ltd, Leicestershire,
UK

NanoZoomer S360

Scanner

Hamamatsu
Photonics
Deutschland GmbH

Natriumchlorid

CAS-Nr.: 7647-14-5

Merck KGaA,
Darmstadt,
Deutschland

Sartorius BP221S

Waage

Sartorius
Géttingen,
Deutschland

AG,
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Satorius Portable PT2100 Waage Sartorius AG,
Géttingen,
Deutschland
SEVERIN Microwave 800 Mikrowelle SEVERIN

Elektrogerate GmbH,
Sundern, Deutschland

tri-Natriumcitrat-Dihydrat

CAS-Nr.: 6132-04-3

Carl Roth GmbH + Co.

KG, Karslruhe,
Deutschland

Tween 20, viscous liquid CAS Nr.: 9005-64-5 | Merck KGaA,
Darmstadt,

Deutschland

Vectastain ABC Kit,

Peroxidase

ABC

Vector Laboratories,

(Standard) Inc., Newark, USA

Wasserstoffperoxid CAS Nr.: 7722-84-1 | Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karslruhe,
Deutschland

Xylene CAS Nr.: 1330-20-7 | Fisher Scientific UK

Ltd, Leicestershire,
UK

Tabelle 22: Materialien Immunhistochemie
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Bezeichnung

Beschreibung

Hersteller

ChemiDoc MP Imaging
System

Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, USA

peqPower 250 Elektrophoresegerat PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

iBlot Dry Blotting System | Geltransfergerat Life Technologies
Corporation, Carlsbad,
USA

Roti-Block 10x | Blockierungsreagenz Carl Roth GmbH + Co.

Konzentrat KG, Karlsruhe,
Deutschland

NuPage 4-12% Bis-Tris | Gel Life Technologies

Gel 1,5mm X 15 well Corporation, Carlsbad,
USA

NuPage MES SDS | Running Buffer Life Technologies

Running Buffer (20X) Corporation, Carlsbad,
USA

Eppendorf Research 2,5; | Pipetten Eppendorf SE,

10; 100; 1000; 5000 Hamburg, Deutschland

Eppendorf ~ Reference | Pipetten Eppendorf SE,

1000 Hamburg, Deutschland

iBlot Gel Transfer Stacks
PVDF, Regular

Transfer-Kit

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Immobilon Forte
Western HRP Substrate

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

MagicMark XP Western-
Proteinstandard

Magic Marker

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Major Science Orbital
Shaker

Orbitalschattler

Major Science,
Saratoga, CA, USA

XCell SureLock Mini-Cell
Electrophoresis System

Kammer Elektrophorese

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Precision Plus Protein All
Blue Standards

Magic Marker

Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, USA

Spectra Multicolor High
Range Protein Ladder

Color Marker

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Thermomixer compact

Thermoschuttler

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Heraeus Biofuge Pico

Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Tabelle 23: Materialien Western Blot
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11 Anhang

Wachstumsfaktor und Areal p-Wert
BDNF DG 0,6310
BDNF CA1 0,2568
BDNF CA2/3 0,2568
BDNF CA4 0,1859
FGF2 DG 0,5127
FGF2 CA1 0,8273
FGF2 CA2/3 0,8273
FGF2 CA4 0,8373
GDNF DG 0,1975
GDNF CA1 0,0244
GDNF CA2/3 0,5681
GDNF CA4 0,6559
GMFB DG 0,6242
GMFB CA1 0,7237
GMFB CA2/3 0,8065
GMFB CA4 0,6242
PDGF-B DG 0,1967
PDGF-B CA1 0,4386
PDGF-B CA2/3 0,7963
PDGF-B CA4 0,6056

Tabelle 24: Signifikanzanalyse der Expression von Wachstumsfaktoren
bei Hippocampussklerosen und in normalem Gewebe
Die Tabelle zeigt die Signifikanzanalyse fiir den jeweiligen Wachstumsfaktor
in dem benannten Areal in sklerotischem und normalem Gewebe. Hierbei fand
sich lediglich fir GDNF in CA1 eine signifikant niedrigere Expression in
sklerotischem Gewebe verglichen mit normalem Gewebe.
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Variable mit Variable Korrelation n| p-Wert
Epilepsiedauer (Jahre) |Alter bei OP 0,5694| 21| 0,0071
Outcome ILAE Alter bei OP 0,4919] 21| 0,0235
Nachbeobachtungzeit |Outcome ILAE 0,49201 21| 0,0235
(Monate)
BDNF CA2/3 Epilepsiedauer (Jahre) -0,72201 11| 0,0121
BDNF CA2/3 Anfallsfrequenz (pro 0,6790| 11| 0,0216
Monat)
BDNF CA4 Epilepsiedauer (Jahre) 0,7630{ 11| 0,0063
BDNF CA4 Nachbeobachtungzeit -0,7989| 11| 0,0032
(Monate)
BDNF CA4 BDNF DG 0,6433] 10| 0,0448
FGF2 CA1 BDNF DG 0,9918( 5| 0,0009
FGF2 CA4 BDNF DG 0,9812] 5| 0,0031
FGF2 CA4 FGF2 DG 0,8248] 6| 0,0433
FGF2 CA4 FGF2 CA1 0,9880f 6| 0,0002
GDNF CA1 Anfallsfrequenz (pro 0,8354| 11| 0,0014
Monat)
GDNF CA4 Anfallsfrequenz (pro 0,7748] 12| 0,0031
Monat)
GDNF CA4 GDNF CA1 0,6333f 11| 0,0365
GMFB DG Outcome ILAE 0,7587] 9| 0,0178
GMFB CA1 Outcome ILAE 0,7726] 7| 0,0417
GMFB CA1 BDNF DG -0,8976] 6] 0,0152
GMFB CA2/3 FGF2 DG 0,9551 4] 0,0449
PDGFB DG FGF2 CA1 0,9826] 4| 0,0174
PDGFB DG FGF2 CA4 0,9720] 4| 0,0280
PDGFB DG GMFB CA2/3 -0,9781 4] 0,0219
PDGFB CA2/3 GMFB CA2/3 0,9728| 4| 0,0272
PDGFB CA4 BDNF CA1 -0,7733] 7| 0,0414

Tabelle 25: Signifikante Ergebnisse der Multivariat Analyse
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