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Zusammenfassung

Pharmakoresistenz ist in der Behandlung fokaletegpien ein haufiges Phanomen. Die
genauen Mechanismen sind wenig verstanden und Ggehaktueller Forschungsansatze. Es
wird danach gefragt, ob die Wirkung der Antikonwas durch Veranderungen an ihren
Zielstrukturen (Target-Hypothese) herabgesetztinst ob ATP-abhangige Drug-Transporter an
der Blut-Hirn-Schranke bzw. im Hirnparenchym vedem, dass sich Antikonvulsiva bis zu
einer therapeutisch wirksamen Konzentration im Gmwvanreichern (Transporter-Hypothese).
Epilepsie-chirurgisch entferntes, epileptogenes pindrmakoresistentes Hirngewebe bietet die
Mdoglichkeit, direkt in den erkrankten Hirnregioneach Faktoren der Pharmakoresistenz zu
suchen.

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass @wefleschnitten aus Hippokampus-
Resektaten im Gyrus dentatus epileptiforme Aktivdésgeldst werden kann. Diese in-vitro-
Aktivitat lield sich in Resektaten von Patientere tlimorbedingt nur kurze Zeit an Epilepsien
litten, durch das Antikonvulsivum Carbamazepin twhtigcken. Im Gegensatz dazu war die
Aktivitdt in 80 % der Resektate von Patienten namgdauernder mesialer Temporallappen-
Epilepsie resistent gegentber Carbamazepin. Danigeveandten Modell eine antikonvulsive
Behandlung des Gewebes unter Umgehung der BlutStthmanke gewahrleistet war, liel3 sich
schlussfolgern, dass parenchymal lokalisierte Meisinaen zur Pharmakoresistenz im Gyrus
dentatus beitragen.

In der vorliegenden Arbeit sollte an Resektatenwederen Temporalpols (TP) getestet werden
ob a) in Gewebeschnitten des resezierten tempokatetex stabile, epileptiforme Aktivitat
auslosbar ist, b) die induzierte Aktivitat auf dieder antiepileptischen Monotherapie erprobten
Antikonvulsiva Carbamazepin, Valproat und Phenytaagiert, ¢) die zusatzliche Hemmung
der ektop exprimierten Multidrug-Transporter Pgpd ubRP mit Verapamil (VPM) und
Probenecid (PBN) die Pharmakoresistenz des Gewab#seben kann und d) sich eigene
Effekte der Multidrugtransport-Inhibitoren (MDTI) RM und PBN auf die epileptiforme
Aktivitat nachweisen lassen.

Mit dem Hochkalium-Bicucullin-Modell (Perfusion d&ewebeschnitte mit 8 mM [§ und 50
MM Bicucullin-ACSF) kann in 85% von 166 Gewebesctemt periodische epileptiforme
Aktivitat induziert werden. Diese Aktivitat ist dur eine Folge krampf-artiger oder spike-artiger
Ereignisse charakterisiert (121 bzw. 20 Gewebesiehnwird durch AMPA-/Kainat-Rezeptoren

vermittelt und bleibt ohne Gabe von Medikamentes Bu 80 Minuten stabil. In 37



Gewebeschnitten von Patienten mit klar definierkartexpathologie ist die spike-artige
Aktivitat haufiger zu beobachten (38%) als in 95w8beschnitten von Patienten mit
pathologisch ,unauffalligem” Kortex (6%).

Das Muster der krampf-artigen Aktivitat wird durdie Antikonvulsiva (AED) Carbamazepin
(CBZ), Valproat (VPA) und Phenytoin (PHT) Uberwiadenicht veréndert (81% von 76
Gewebeschnitten). Die Multidrugtransporter-Inhibéto (MDTI) Verapamil (VPM) und
Probenecid (PBN) bewirken in einem Teil der Gewebpite eine Veranderung des
Aktivitatstyps (Ubercang von krampf-artiger in spike-artige Aktivitat,1 3% von 32
Gewebeschnitten). Auch bei Koapplikation mit eineAntikonvulsivum sind haufig
Veranderungen des Aktivitatstyps zu sehen (38% T@rGewebeschnitten), eine Suppression
der krampf-artigen Aktivitat erfolgt nur selten (3%

Spike-artige Aktivitat wird haufiger unterdrickt sal krampf-artige Aktivitat, durch
Antikonvulsiva in 20% von 10 Gewebeschnitten (nusyl durch Koapplikation von AED und
MDTI in 33% von 30 Gewebeschnitten (p < 0.001).

Zwischen den Antikonvulsiva CBZ, VPA und PHT gilst weder in der Phase ihrer alleinigen
Applikation noch in der Phase ihrer Koapplikatiort W¥iPM und PBN deutliche Unterschiede in
der Wirkung.

Bei der Auswertung aller Gewebeschnitte eines Raiesind teilweise heterogene Effekte der
AED und der Koapplikation von AED und MDTI zu bechten (27% von 26 Patienten bei
Gabe des AED, 42% von 31 Patienten bei Koapplikatam AED und MDTI).

In unserem Modell zeigt sich unter Umgehung dert-Blun-Schranke in den meisten Fallen
eine Pharmakoresistenz gegenuber CBZ, VPA und BHES bestatigt die Annahme, dass im
Parenchym lokalisierte Mechanismen eine wesentlkbiée spielen. Die MDTI VPM und PBN
verursachen Veranderungen des Musters der epdepeh Aktivitdt. Dabei ist zu
bertcksichtigen, dass VPM Kalzium-Kanéle blockiertl neuroprotektiv wirken soll.

Die Koapplikation eines Antikonvulsivums mit VPM dif?BN fuhrt zu einer ,Verstarkung® von
Effekten der Antikonvulsiva, eine komplette Supgres kann jedoch nicht signifikant haufiger
erreicht werden.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse ist anzunehuhess auch das resezierte Kortexgewebe
von Patienten mit pharmakoresistenter Temporalla@péepsie ,Trager der Pharmako-
resistenz” ist. Die bei mehreren Patienten feseljgstHeterogenitat der Behandlungseffekte in
Gewebeschnitten eines Resektates stellt eine ,heneogVerteilung Pharmakoresistenz-

vermittelnder Mechanismen* im chronisch epileptethortexgewebe in Frage.



Abstract

Pharmacoresistance is a common phenomenon in &eatof focal epilepsies. Its
mechanisms are poorly understood and a targetesfept investigations. The question arose,
whether changes in target conformation of antigpidedrugs (AED) may contribute to reduction
in AED-efficacy (target-hypothesis). Another worgthypothesis is the reduction of AED-
concentration at their place of action by ATP-defet drug efflux pumps (MDT), located at
the blood-brain-barrier and/or in the brain pargmea (transporter-hypothesis).

Previous studies showed that epileptiform activdgn be induced in the dentate gyrus of
resected hippocampal tissue. Pharmakoresistana@aritamazepine occurred in 80% of the
tissue. In tissue from patients with only a shaetigd of epilepsy due to tumor, epileptiform
activity became suppressed. As the investigatioesevperformed in a model of blood-brain-
barrier-deprived tissue one could conclude thathaeisms located in the brain parenchyma
may play a crucial role in pharmacoresistent epifefResection of the anterior temporal pole,
performed in patients suffering from temporal la@pélepsy offers the opportunity to perform
vitro studies of human cortical tissue.

In the present study, we wanted to test i) whesit@ble epileptiform activity could be induced
by ACSF with 8 mM[K™] and 50uM Bicuculline, ii) whether the induced epileptiforactivity

is resistant to the antiepileptic drugs CarbamamegCBZ), Valproat (VPA) and Phenytoin
(PHT), which are frequently used in antiepileptiomatherapy, iii) whether inhibition of the
MDT Pgp and MRP by verapamil (VPM) and probeneé&@l{) affect the induced epileptiform
activity and iv) whether co-application of one AEINd both multidrug transport-inhibitors
(MDTI) would reduce pharmacoresistance.

By elevation of extracellulafK*] and application of 5M bicuculline periodic epileptiform
activity has been induced in 85% of 166 slices. Tpattern of activity occurred, seizure-like
activity (SLE, 121 slices) or spike-like activityl§, 20 slices), both transmitted by AMPA-
/kainate-receptors. Without further drug applicatithe activity was stable for a minimum of 80
minutes. In 37 slices of patients with a clear icaftpathology spike-like-activity (11IS) was
significantly more often observed (38%) than in 9kEes of patients with discreet cortical
pathology (6%).

Seizure-like activity was resistant to the AED CBZRA or PHT in most of the slices (81% of
76 slices). MDTI alone modified the type of actyvin some slices (transition of seizure-like

activity to spike-like activity, 31% of 32 slicesgf.o-application of one AED with both MDTI



also resulted in a modification of the activity &y(88% of 76 slices) but a complete suppression
of seizure-like events was very rarely achieved )(4Spike-like-activity (IIS) became more
often suppressed than seizure-like-activity by &&D (20% of 10 slices, n.s.) and by co-
application of one AED and both MDTI (33% of 30csls, p < 0.001)

There was no difference between CBZ, VPA, and PHil vespect to their effects either when
applied alone or together with MDTI.

In some patients, two or more slices of the resetissue showed heterogeneous results (26% of
26 patients for application of one AED, 42% of 3tients for co-application of one AED and
both MDTI).

Our results obtained in a model of blood-brain-easdeprived human cortical tissue revealed
pharmacoresistance of induced epileptiform actitatyhree major drugs (CBZ, VPA, PHT) in
most of the slices. This approves the theory tkatstance-mechanisms located in the brain
parenchyma may play a crucial role.

The MDTI verapamil and probenecid applied in theeatze of AED changed the pattern of
epileptiform activity from seizure-like to spikeé. Considering that blockade of calcium
channels and neuroprotection by VPM are known adigtussion, additional experiments are
necessary in order to explain the effect. Co-appbn of one AED with both MDTI clearly
enhanced the effects of AED, but a complete supmef induced epileptiform activity was
not often reached.

Regarding the latest discussion about substratgfgiy of MDT, our results showed that there
are no differences in substrate-specificy of PgpMRP for CBZ, VPA or PHT.

Our results suggest, that the resected corticaligiof patients with pharmacoresistant focal
epilepsy ,carries mechanisms of pharmacoresistarmé“the heterogeneity of results in slices
of one patient question the homogeneous distributibresistance-mechanisms in the resected

tissue.
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1. EINLEITUNG
1.1. Temporopolarer Kortex

Der Temporopolare Kortex bedeckt das rostrale Hiete Temporalpols. Im Menschen
stellt es die Area 38 und in der rostralen Verldngg, mit Bildung der inferior-mesialen
Oberflache des Temoralpols, die Area 36 nach Brodndar (Brodman 1909). Weitere zyto-
architektonische Charakterisierungen der Regioolgtdn durch Economond Ding (Economo
et al. 1925, Ding et al. 2009per Temporopolare Kortex besteht aus sechs, furlsi@rortex
typischen Laminae (s. Abb. 1).

Der Temporalpol (TP) ist eng mit anderen Hirnstou&h verbunden. Es bestehen Projektionen
zum orbitofrontalen Kortex, zur Amygdala, zum Higpmpus und Hypothalamus sowie tber
den Fasciculus uncinatus, auch zu préafrontalen dRegi (Yasargil et al. 2004). Funktional
werden dem TP vor allem die Verarbeitung emotian@letworten auf sensorische Stimuli
zugeschrieben (Olson et al. 2007). Den TP betrd&dpathologien sind z.B. das Kluver-Bucy-
Syndrom, die fronto-temporale Demenz, Hirntumorelutdgen, Ischamien und die
Temporallappenepilepsie (Kluver und Bucy 1937).

Der temporale Kortex: Histologie eines Patienten mit mesialer Temporallappen-
R oo : o epilepsie (MTLE).

Lamina 1 (Stratum moleculare): Zellarmer Anteil

des Kortex, der hauptséachlich aus Interneuronen

und Fasern besteht.

Lamina 2 (Stratum granulosum externum):
Besteht aus kleineren Kdérnerzellen.

Lamina 3 (Stratum pyramidale externum): Hier

liegen locker angeordnete kleinere bis

mittelgroRe Pyramidenzellen.

Lamina 4 (Stratum granulosum internum): In

dieser Schicht liegen die gréReren Kdrnerzellen,

die Projektionen aus dem Thalamus (bzw.

anderen Hirnarealen) erhalten.

Lamina 5 (Stratum pyramidale internum): Sitz

der grol3en Pyramidenzellen, deren Axone aus

der Hirnrinde heraus projizieren.

Lamina 6 (Stratum multiforme): Hier finden sich

verschiedene  Zelltypen:  Pyramiden- und

Kdrnerzellen sowie zahlreiche Interneurone

(nach Lullman-Rauch 2006)

Abb. 1 — Der temporale Kortex: Histologie.
Cresylviolettfarbung  eines  25um  dicken
Gewebeschnitts des temporopolaren Kortex



1.2. Epilepsie: Definition, Atiologie und Pathogene  se

Ein epileptischer Anfall, der Symptom verschieden&irkrankungen sein kann, ist vom
Krankheitsbild der Epilepsie abzugrenzen.

-Ein epileptischer Anfall ist ein zeitlich begrenztes, paroxysmales Ereigmigl durch
Symptome gekennzeichnet, die auf anormale undfogeersynchrone neuronale Aktivitat des
Gehirns zurtckgefuhrt werden kénnen.*

.Epilepsien beruhen auf pathologischen Veranderungen des m@&ghivelche mit einer
andauernden Pradisposition fur die Entstehung mmskher Anfalle einhergehen. Die
Erkrankung ist durch neurobiologische, kognitiveyghologische und soziale Folgen gepragt.
Um Epilepsie zu definieren, muss mindestens eidegischer Anfall aufgetreten sein.”
(Definition der “International League Against Epy”, Fisher et al. 2005).

Ca. 10% der Bevdlkerung erfahren mindestens eimméaleben einen epileptischen Anfall. Ein
epileptischer Anfall kann sporadisch, bei verarehariStoffwechsel des Gehirns, wie z.B. bei
Fieber, Hypoglykdmie, Hypokalzamie, Hyponatriamaeio Leberfunktionsstorungen auftreten.
Weiterhin kann eine neuronale Schadigung, z.B.ddmauma, Ischamie oder Entziindung zu
einem epileptischen Anfall fihren oder fir die Eeltsing einer Epilepsie pradisponieren.

Die Pravalenz der Krankheit Epilepsie liegt bei-0% und z&hlt somit zu den haufigsten
neurologischen Erkrankungen. Die Inzidenz liegt #0-50 Neuerkrankungen/100.000
Einwohner/Jah(Hauser et al. 1996). Verschiedene Formen der pgdewerden z.B. anhand
des Anfallstyps, des Erkrankungsalters, der Fanah@mnese, der kérperlichen Untersuchung
und den Befunden in iktalem und inter-iktalem EEGwige der Bildgebung (MRT, PET)
unterschieden (Annegers et al. 1996).

Zwei Drittel der Epileptiker leiden unter einer &d&n Epilepsie. Besonders bei Erwachsenen ist
diese Form haufig. Epileptische Anfalle entstehéer In einer umschriebenen Region des
Zentralen Nervensystems (Fokus). Verschiedene dgieh filhren zur Entstehung einer fokalen
Epilepsie. Lokale Lasionen kdnnen die Ursache $8mneokortikaler Fokus ist z.B. Folge einer
Entwicklungsstérung, eines Tumors, eines Traumas eier genetischen Stérung.

Ein epileptischer Anfall prasentiert sich Klinisgtitial mit oder ohne Bewusstseinsverlust. Es
wird zwischen einem generalisierten Anfall bei Besiseinsverlust und einem fokalen Anfall

bei initial erhaltenem Bewusstsein unterschiedeeibB der Patient weiter bei Bewusstsein,



handelt es sich um einen einfach-fokalen Anfallmkt es zu einem sekundéaren
Bewusstseinsverlust, wird von einem komplex-fokalanfall gesprochen (Shneker und
Fountain 2003).

Klassifizierung epileptischer Anfalle

Epileptischer Anfall

Bewusstseinsverlust ?

Ja 1 Nein

| |
Generalisierter Anfall Fokaler Anfall

Veranderung des Bewusstseins ?

Ja . Nein

| 1
Komplex-Fokal Einfach-Fokal

Abb. 2 — Klassifizierung epileptischer Anfélle. (nach Shneker und Fountain 2003)

Der Temporallappen ist ein haufiger Ort der Anfgdisese. Besonders die Strukturen des
mesialen Temporallappens wie der Hippokampus, dmydgdala und parahippokampaler/
entorhinaler Kortex sind beteiligt. Morphologiscieranderungen in Form einer hippokampalen
Sklerose mit Zellverlust, reaktiver Astrozytenvetérung, Kornerzellschichtdispersion im
Gyrus dentatus mit abnormen Zellverbindungen, rediem Metabolismus und abnormem
elektrophysiologischem Aktivitditsmuster konnen wmatén (Engel 2001,Benbadis 2001,
Heinemann 2004). Die genauen, molekularen Entsggmechanismen sind jedoch nicht
vollstandig geklart. Zellverluste spielen im Rahnaen Epileptogenese eine Rolle und werden in
Zusammenhang mit gestdrter mitochondrialer Funktiord Akkumulation freier Radikale
diskutiert (Kovacs et al. 2002, Vielhaber et al.020 Genetische Faktoren kénnen zu
veranderten lonenkandlen fuhren (Escayg und G@&di©, Mantegazza et al. 2010). Weiterhin
kénnen Verédnderungen in Expression und Konformatmm GABAs- und NMDA-Rezeptoren
eine Rolle spielen (Loup et al. 2000, de Moural.€2@10).

Fokale Epilepsien sind in bis zu 50% der Falle ptakoresistent (Stefan et al. 2000). Eine
therapeutische Option ist dann die chirurgischeuBmdsektion. Typische Anfallsformen der



fokalen Epilepsie sind der einfach-fokale Anfallduder komplex-fokale Anfall mit tonisch-
klonischen Muskelkrampfen. Oft besteht vor dem Anéne Aura. Die Therapie der Wahl
erfolgt mit Carbamazepin, Phenytoin, und Valprodie im Folgenden ndher beschrieben
werden. Weiterhin kommen in den letzten Jahren enefu Antikonvulsiva, wie z.B.

Levetiracetam und Lamotrigin zum Einsatz.

1.3. Antikonvulsive Medikation

1.3.1. Wirkmechanismen der Antikonvulsiva

Antikonvulsiv wirkende Medikamente (,antiepilepticugs* — AED) haben verschiedene
Wirkmechanismen. Ein wichtiges Charakteristikum asé Lipophilitdt, um die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) zu tberwinden und vor allem auf owealer Ebene zu wirken. AED haben
Effekte auf lonenkanéle sowie auf die Transmittedrumg und synaptische Erregungsfortleitung
an GABAergen und glutamatergen Synapsen. Ziel st dde neuronale Erregung bzw.
Ubererregbarkeit zu hemmen. Es ist ein Gleichgemdahischen therapeutischer Dosierung und
toxischen Effekten zu finden. Teilweise treten éfithe Nebenwirkungen auf. Drei primare
Wirkmechanismen sind als Effekte der AED hervorbgme

1.) Die Blockade spannungsabhangiger lonenkanilie Nd-, K*- oder C&*-Kanale, um
die Auslosung oder Verbreitung von Aktionspotemtiatu verhindern.

2.) Die Intensivierung GABAerger Neurotransmissi@er inhibitorische Neurotransmitter
GABA offnet Chloridionenkanédle an der neuronalen nibean. Der resultierende
Einstrom von Chloridionen in die Zelle fUhrt zur perpolarisation, einer starken
Leitfahigkeitsveranderung der Membran und somiteriuzierter Erregbarkeit.

3.) Die Hemmung glutamaterger Neurotransmissibie Aminosaure Glutamat (GLT) ist
der wichtigste erregende Neurotransmitter des Zkntr Nervensystems (ZNS) und
vermittelt besonders die schnelle exzitatorischeurbleansmission Uber ionotrope
Glutamatrezeptoren. Die drei Gruppen ionotropert&hatrezeptoren sind nach ihrer
unterschiedlichen Affinitat zu exogenen Antagomsbenannt: NMDA- (N-Methyl-D-
aspartat-), AMPA- (2-Amino-3-(3-hydroxy-5-methyligexazolyl) propionat-) und
Kainatrezeptoren. Sie sind Angriffspunkte der Aatikulsiva. Ihre Hemmung fihrt zur
Reduktion der Erregbarkeit (Soderpalm 2002, Netedd. 2004, Landmark 2007, Bohme
und Luddens 2007).



Ein Groldteil der AED vermittelt ihren Effekt Gberehr als einen Mechanismus, zum Teill
bestehen synergistische Effekte. Klassische Prégparader Monotherapie von Epilepsien sind
Phenytoin (PHT), Carbamazepin (CBZ), Ethosuximi&Ng und Valproat (VPA). Sie finden

Anwendung zur Therapie der verschiedenen Epilegset aber auch im Rahmen anderer
neurologischer und psychiatrischer Erkrankungen mi2 zur Therapie des neuropathischen
Schmerzes. Sie haben ein breites Nebenwirkungsspektsodass vermehrt auch neuere
Praparate wie Gabapentin, Lamotrigin, Oxcarbamazepopiramat, Vigabatrin und Felbamat
als Einzelpraparat oder in Kombination angewendetrden (White 1999). In meinen

Untersuchungen wurden CBZ, VPA und PHT verwendet.

MG ID D MD TK P-Hwz |PPB \YAY/

(g/mol) | (mg) (mg) (mg) (mg/l) (h) (%) (I/kg)
CBZ |236.27 |100-400 |400-1200 |1800 4-12 10-30 70-80 1.4
VPA 114421 |250 750-2500 | 3000 50-100  [8-15 90 0.15-0.4
PHT |252.27 |200 200-500 | 500 10-20 12-36 90 0.5-1.2

Tabelle 1 — Pharmakodynamische Charakteristika der Antiepileptika Carbamazepin, Valproat und
Phenytoin. Abkirzungen: CBZ — Carbamazepin, VPA — Valproat, PHT — Phenytoin, MG — Molgewicht,
ID — Initialdosis, TD — Tagliche Dosis, MD — Maximaldosis/Tag, TK — Therapeutische Konzentration, P-
HWZ — Plasmahalbwertszeit, PPB — Plasmaproteinbindung, VV — Verteilungsvolumen (nach Fountain
2002 und Neels et al. 2004).

1.3.2. Carbamazepin (CBZ)

Carbamazepin (CBZ: 5H-Dibenz(b,f)azepine-5-carbuigda) wird vor allem in der
Therapie von fokalen und generalisierten tonisdmischen Anféllen angewandt. Weiterhin
findet es zur Behandlung der Trigeminusneuralgid mar Prophylaxe bei bipolarer Stérung
Anwendung. Die antikonvulsive Wirkung von CBZ wuldrch Interferenz mit der Genese hoch-
frequenter Aktionspotentiale Gber eine Modulatiom Watriumstréomen vermittelt. CBZ wirkt:

1.) Durch spannungsabhangige Reduktion des Natriummnstroms ({,) in die Zelle



2.) Durch Verschieben der ,Steady-State“-Inaktivierukgsve in hyperpolarisierende
Richtung.Hierdurch nimmt die Zahl aktivierbarer Natriumkamab.

3.) Durch langeres Verbleiben des Kanals im inaktigertZustand.Dies fuhrt zur
frequenzabhangigen Reduktion des Natriumioneneissi#oms und verhindert so die
repetitive Entladung von Aktionspotentialen an dapsierten Neuronen (McLean und
McDonald 1986, Dichter 1993, Remy et al. 2803

Die Therapie mit CBZ kann zu Nebenwirkungen wie ldbit, Erbrechen, Kopfschmerz,
Diplopie und Nystagmen fuhren. CBZ kann eine Agtamytose oder eine Aplastische Anamie

hervorrufen.

N

O)\NHZ

Abb. 3 — Carbamazepin . CBZ: 5H-Dibenz(b,f)azepine-5-carboxamide (nach Neels et al. 2004).

CBZ wird unter Katalyse v.a. der CYP-Isoenzyme CXPRP3und CYP2C8 zum ebenfalls

antikonvulsiv wirksamen 10,11-epoxid-carbamazepeétainolisiert. Es folgt die Hydroxilierung

zum inaktiven Trans-10,11-dihydro-10,11-dihydroeamazepin. CBZ bewirkt durch

Enzyminduktion (CYP2C9, CYP3A4) die Beschleunigumes eigenen Abbaus, ebenso wie
Verstarkung hepatischer Oxidationsmechanismen uadKdnjugation anderer lipidiéslicher

Stoffe. So kdnnen die Konzentrationen anderer Madénte wie Cyclosporin, Tacrolimus,
Proteaseinhibitoren, Benzodiazepine und Ostrogenglichzeitiger CBZ-Therapie vermindert
sein (Brodie 1992, Brodie und Dichter 1996).

1.3.3. Valproat (VPA)

Valproinsaure (VPA: 2-Propylpentanséure) wirkt tibeerschiedene Mechanismen
antikonvulsiv. Es hemmt ahnlich wie CBZ die neulen®epolarisation mittels Blockade
spannungs- und nutzungsabhangiger Na+-Kan@@cDonald und Kelly 1993). Durch
Hemmung GABA-inaktivierender Enzyme wird der inleitende Effekt des Neurotransmitters



GABA verstarkt. Weiterhin wird die postsynaptisaherkung an der GABAergen Synapse und
antagonisierende Effekte im AspartatmetabolismusamGlutamatrezeptoren diskutiert.

VPA bendtigt bei Theapiebeginn einige Wochen, unm seolles Wirkungsspektrum zu
entwickeln, es sollte deshalb vorsichtig eindosweerden. Haufige Nebenwirkungen sind die
Gewichtszunahme, Tremor, Thrombozytopenie, Haaaflusid bei Frauen Unregelmaligkeiten
im Menstruationszyklus. Die Inzidenz der Hepatomytitat in Form von mikrovaskularer
Verfettung wird mit 1:20.000 bemessen (Dreifusalel987).

H,C CH,

COOH

Abb. 4 — Valproinsaure. VPA: 2-Propylpentanséaure (nach Neels et al. 2004).

VPA wird oral gut absorbiert und hauptsachlich er deber abgebaut. 30% werden mittels 3-
Oxidation durch die Enzyme CYP2C9, CYP2C19 und CA®tetabolisiert und weitere 40%
glukuronidiert. Einige der entstehenden Metabatéggen bis zum vollstandigen Abbau noch
pharmakologische Aktivitat. Es kommt nicht zu eiheduktion hepatischer Enzyme. So wird
weder die eigene Metabolisierung verstarkt, noch Algbau anderer Pharmaka beschleunigt.
VPA kann zur Hemmung metabolischer Prozesse inLdber fuhren. Oxidation, Konjugation
und Epoxidation anderer Medikamente konnen duremuigliche groRere Affinitat der Enzyme
zu VPA gestort sein (Brodie 1992).

1.3.4. Phenytoin (PHT)

Phenytoin (PHT: 5,5-Diphenylimidazolidin-2,4-diokann aul3er zur Absence-Therapie
bei allen anderen Epilepsieformen angewandt werDen.therapeutische Effekt soll nicht nur
wie bei CBZ durch die spannungs- und nutzungsabbén@lockade von NaKanilen
vermittelt werden, sondern auch durch die Stabilisig exzitatorischer Membranen, z.B. durch
Blockade spannungsgesteuerter Kalziumkanéle (éaall 1977, Selzer 1978).

Auch PHT bietet ein weites Spektrum moglicher Nelidrungen, darunter Akne, Hirsutismus,

Hautreaktionen, Ubelkeit und Erbrechen.
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Abb. 5 — Phenytoin. PHT: 5,5-Diphenyl-2,4-imidazolidinedione (nach Neels et al. 2004).

PHT ist nur begrenzt wasserloslich und zu 80-90%Plasma an Albumin gebunden. Es wird
dosisabhéangig eliminiert. 90% des PHT metabolisielie Enzyme CYP2C9 und CYP2C19 in
der Leber. Ab einer PHT-Konzentration von 10 mgdnmimt es zu einer Sattigung der
Abbauenzyme, es kann zu intoxikations-ahnlichertaéhdgen kommen. Bei Hemmung des PHT-
Metabolismus, z.B. durch Medikamente wie Alloputjin€hloramphenicol, Cotrimoxazol,
loniazid, Omeprazol, oralen Antikoagulanzien undctiueinige Sulfonamide, kann es zu einer
neurotoxischen Wirkung des PHT kommen. Ahnlich W@BZ induziert PHT den eigenen
Abbau. Auch andere Pharmaka wie VPA, Ethosuximidtikbagulanzien, Kortikosteroide,
Benzodiazepine, Cyclosporin, Tacrolimus und oralentkazeptiva werden beschleunigt
metabolisiert (Brodie und Dichter 1996).

1.4. Pharmakoresistenz

Pharmakoresistenz ist ein haufiges Problem irsgepsiebehandlung. Im Allgemeinen
wird angenommen, dass ca. 30% der Patienten tdiiguater Therapie (dies beinhaltet eine
mindestens zweijdhrige Therapie mit mehr als zwersehiedenen ,Firstline“-AED in
ausreichender Dosierung und Compliance) weiter @legischen Anféllen leiden und somit
pharmakoresistent sind (Brodie und Dichter 1996 aKwind Brodie 2000, Hitiris et al 2007).
Bestimmte klinische Faktoren wie z.B. die Anfallshgkeit vor Therapiebeginn, friihes
Auftreten der Epilepsie oder einige Formen strudtar Gehirnlasionen korrelieren mit dem
Auftreten von Pharmakoresistenz. Bei fokaler Emiepst sie besonders haufig (Regesta und
Tanganelli 1999).

Eine verbleibende Therapieoption ist die Resektd®s epileptogenen Gewebes (Fokus).
Postoperativ sind 66% bis 85% der Patienten affll®oder zumindest pharmakosensitiv
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(Wiebe et al. 2001, Engel 2001, Tanriverdi et &0&@ und b). Aufgrund der Effizienz dieser
Methode ist zu vermuten, dass das resezierte Gevgalveohl epileptogen als auch
pharmakoresistent ist.

Mechanismen, die der Entwicklung und Aufrechtednadt der Pharmakoresistenz zugrunde
liegen, sind weitgehend ungeklart. Zwei Hypothes@rden besonders diskutiert und sind
Anlass fur experimentelle Untersuchungen: die Takggothese und die Transporter-
Hypothese (Remy und Beck 2006).

A B
Target-Hypothese: Transporter-Hypothese:
AED-responsiv AED-responsiv
AED Zielmolekl
Neuron Endothel-
0O Zelle
OOO O Perizyt
090 o
O Astrozyt
AED-resistent AED-resistent
AED MODIFIZIERTES
Zielmolekiil Neuron Endothel-
Zelle
O O L
O Op
09 o0 ®
O Astrozyt
® Multidrug-Transporter

Abb. 6 — Schematische Darstellung von Target- und T ransporter-Hypothese. (modifiziert nach Remy
und Beck 2006)



1.4.1. Target-Hypothese

Die Target-Hypothese erklart das Auftreten vonrRiakoresistenz mit intrinsischen oder
erworbenen Veranderungen der Zielstrukturen voik@amiulsiv wirkenden Medikamenten und
somit verminderter Wirkeffektivitat (Loscher undtaidt 2004, Beck 2007).

Im Tiermodell wurde fur chronisch epileptische EidPilocarpin-Modell), im Gegensatz zum
Ergebnis in Kontrolltieren, ein Verlust der nutzeaghangigen NaKanalblockade durch CBZ
gezeigt. Dies konnte auch in humanen Kornerzelles @yrus dentatus aus Geweberesektaten
von Patienten mit pharmakoresistenter Temporalla@piéepsie nachgewiesen werden. Es lasst
auf die Insensitivitat von NaKanalen gegeniber CBZ als mdglichen Beitrag zur
Pharmakoresistenz schlieien (Remy et al @p0Beranderte Konformation, Regulation oder
Expression der spannungsabhangigen “-K&nale konnte somit zur  gestorten
Pharmakosensitivitat fihren. Weitere Untersuchungen Pilocarpinmodell ergeben die
Herunterregulierung der Nd&anal-Untereinheiten Nav 1.2, Nav 1.6 undBNéis zu 30 Tage
nach einem Status epilepticus (Ellerkmann et aD320Fur Untereinheiten des GARA
Rezeptors als weitere Zielstruktur einiger Antikolswa ist in einzelnen Zellen des Gyrus
dentatus epileptischer Ratten ebenfalls eine redezi Pharmakosensitivitdt beschrieben
(Brooks-Kayal et al. 1998). Veranderungen im ,T#rg&onnen theoretisch auch in
Verdnderungen der Netzwerkarchitektur liegen. Sctdbe die Madoglichkeit vermehrter
Interaktion von Interneuronen, wenn die erregendefien degenerieren. In einer solchen
Situation  blockieren  Natriumkanal-Antagonisten mdigtrweise die hochfrequenten
Entladungen an Interneuronen. GABA-Mimetika konniine verstarkte Disinhibition bei
verstarkter GABAerger Interaktion von GABAergen I8al bewirken. Fir dieses Szenario gibt
es allerdings noch wenig Evidenz.

Die Alleingultigkeit der Target-Hypothese ist voerd Hintergrund einiger Antikonvulsiva, die
an mehreren Zielstrukturen wirken, fraglich undrfigur Diskussion einer weiteren Hypothese:

der Transporter-Hypothese.

1.4.2. Drug-Transporter-Hypothese

Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) verhindert die Diffas hydrophiler Substanzen ins
Hirnparenchym, wohingegen lipohile Molekiile wie z.Bntikonvulsiva die BHS passieren
konnen. Fur einige lipophile, therapeutische Suizda besteht trotzdem eine reduzierte

Penetration des Hirnparenchyms. Eine Erklarungebi&TP-bindende Transportmolekile, die
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Multi-Drug-Transportproteine (MDT-Proteine). Diessind an der apikalen Endothelzell-
membran lokalisiert. Sie sorgen flr einen aktivétuk lipophiler Substanzen und kdnnten so
fur reduzierte AED-Konzentrationen am Wirkort vemaortlich sein. Dies kann ein
physiologischer Schutzmechanismus des ZNS gegenllscie kdrpereigene und -fremde Stoffe
sein (Lee et al. 2001, Léscher und Potschka 2008jtere Funktionen und die Regulation ihrer
Expression sind Gegenstand der aktuellen Forschung.

Gene der ,adenosine-triphosphat-binding-cassetteB(Q)-Proteinsuperfamilie kodieren zum
Uberwiegenden Teil fur die MDT-Proteine. Sie werdgrstematisch in sieben Subfamilien
unterteilt (ABCa-g) (Dean et al. 2001). MDT-Protisind unter anderem das P-Glykoprotein
(Pgp), die Multidrug-Resistenz assoziierten Praeirb (MRP1-5), das Breast Cancer Related
Protein (BCRP), das Major Vault Protein (MVP), sewDrganische Anionen Transporter
(OAT). Studien zeigen, dass diese ATP-getriebenddTMroteine bei pharmakoresistenter
Epilepsie hochreguliert und an der BHS vermehrtriexprt sind (Lazarowski et al. 2007,
Dombrowski et al. 2001Aronica et al. 2004Marchi et al. 2005). Weiterhin wird eine ektope
Uberexpression von MDT-Proteinen in Astrozyten ielironen beobachtéDecleves et al.
2000, Sisodiya et al. 2001, Sisodiya et al. 200®n#ca et al. 2004).

MDT-Proteine der BHS ,pumpen“ AED aktiv aus dem rgiarenchym heraus. Ektop
exprimierte MDT-Proteine kdnnen die AED aus demramellularraum eliminieren. Beide
Mechanismen sollen zur reduzierten, parenchymatehintrazellularen Wirkstoffkonzentration

von AED und somit Pharmakoresistenz fiihren.

1.5. Multidrugtransporter — Inhibitoren
1.5.1. Verapamil (VPM)

Verapamil (VPM) ist ein Phenylalkylaminderivat undrd klinisch bei Hypertonie,
Herzrhythmusstorungen und Vasospasmen eingesetgtirld als Blocker von T- und L-Typ-
Kalziumkanalen. Der experimentelle Einsatz und \&kungsspektrum von VPM im Rahmen
von Epilepsien zeigen widersprichliche ErgebnisBpilepsien sind mit einer erhdhten
Kalziumaufnahme in Nervenzellen assoziiert (Heinemat al. 1977, Heinemann und Hamon
1986). Die Rolle von T-Kalziumkanédlen im Rahmem Heileptogenese bei Absenceepilepsie
wird kontrovers diskutiert. In Tiermodellen flir Abwxeepilepsie sind erhdhte T-Typstrome
gefunden worden (Tsakiridou et al. 1995). Untersngen an humanen Gewebeschnitten des
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Neokortex zeigen fur VPM einen unterdrickenden lffauf spontane und Bicucullin-
induzierte, epileptiforme Aktivitat (Wiemann et @996, Straub 1996)Dies wird auf die
Blockade des transmembranésen Kalziumflusses zgefigkrt. In einer weiteren Studie zeigte
VPM nur einen geringen antiepileptischen Effekt aafschiedene Anfallsmodelle im in vivo
Tierversuch (Palmer et al. 1993).

Weitere Untersuchungen zur moglichen antiepilepgscPotenz von VPM beruhen auf einer
Kalziumkanal unabhéngigen Eigenschaft: der Hemmwog P-Glykoprotein (Pgp). In
onkologischen Studien wurde die Pgp-inhibierendege&schaft, als Méoglichkeit zur
Uberwindung der Pharmakoresistenz von Chemotherapigorscht und in klinischen Studien
umgesetzt (Rogan et al. 1984, Timcheva und Todd8®6, Belpomme et al. 2000).

CH,0 CN CH, OCH,
I
CH30 C- (CHz)s_ N— (CHz)z OCHa
I
HC|ICH3
CH,

Abb. 7 — Verapamil. VPM: 2-Isopropyl-2,8- bis(3,4-dimethoxyphenyl)- 6-methyl-6-azaoctannitril.

In Einzelfallstudien an epileptischen Patientendeubeobachtet, dass VPM die AED-Effizienz
deutlich gesteigert hat. Zum Beispiel wurde beeeiRatientin mit komplex partialen Anfallen
die Anfallshaufigkeit durch Hinzufigen von VPM zantiepileptischen Medikation halbiert
(Summers et al. 2004). In zwei anderen Fallen &ildie additive Therapie mit VPM bei
pharmakoresistenter juveniler myoklonischer Epikepsebenfalls zur verbesserten
Anfallskontrolle (lanetti et al. 2009). Bei einenmeieren Patienten konnte durch zusatzliche
VPM-Gabe ein 37 Tage dauernder, bis dahin therafpatarer Status epilepticus unterbrochen
werden (lanetti et al. 2005).

1.5.2. Probenecid (PBN)

Probenecid (PBN: 4-Dipropylsulfamoylbenzoesauenimt unter anderem in der Niere
lokalisierte organische Anionentransporter (OATYH dimdet klinisch als Urikosurikum bei der

Behandlung von Hyperurikamien Anwendung. Es wirddier Niere glomerulér filtriert, im
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proximalen Tubulus sezerniert und wirkt als kompedr Inhibitor der OAT, sodass die im

distalen Tubulus stattfindende Harnsaureriickregorpins Plasma gehemmt wird (Mason
1954). Wahrend des II. Weltkriegs wurde PBN zur lkéidn der Penicillindosis bei knappen

Antibiotikareserven verwendet. Aktuell wird diskeri, ob es durch Hemmung der renalen
Tamiflusekretion bei einem Grippeausbruch ebenfalls dessen Dosisreduktion verwendet
werden kénnte (Butler 2005).

|| CH,CH,CH
HOOC s—N{ 3

|| NCHCHCH,
Abb. 8 — Probenecid . PBN: 4-(Dipropylsulfamoyl)benzoesaure.

Eine weitere Eigenschaft von PBN ist die Hemmung Multi-Resistant-Proteins (MRP). Im
Rahmen von klinischen und laborchemischen Studiet edve Wirkung der Koapplikation von
PBN mit einem Chemotherapeutikum (z.B. Methotrexatif verschiedene onkologische
Entitaten Gberpruft. In einer Tierstudie war dieedbbenszeit von Mausen mit L1210-Leukamie
unter Kombinationstherapie mit PBN mit 213% hohlsr unter alleiniger Methotrexattherapie
(152%). Weiterhin zeigte sich die Methotrexatkorieaion in Plasma und Gewebe von PBN
abhéangig (Sirotnak et al. 1981).

Ahnlich wie VPM findet PBN aufgrund der Transpostmmmenden Eigenschaft nun auch in
der Epilepsieforschung Anwendung. Eine Mikrodiastsdie in Hasen vergleicht die VPA-
Konzentration in der Extrazellularflissigkeit deshBns und im intrazellularen Kompartiment
unter Infusion von VPA und PBN mit der alleinigerPX-Infusion. Die Ergebnisse zeigen
einerseits erhohte VPA-Konzentrationen unter zlisr PBN-Infusion (213% vs. 47%) und
liefern andererseits Hinweise fur die Existenz gidflux-Transport-Systems in Zellen des
Gehirngewebes (Scism et al. 2000). Eine StudieaitteR zeigt Uberexpression von Multidrug-
Resistenz assoziierten Proteinen (MRP 1 und 2)esawn ,breast cancer-resistance protein®
(BRCP) nach elektrisch induziertem Status epilegti®ie PHT-Konzentration in den chronisch
epileptischen Tieren ist signifikant niedriger elsden Kontrollen. Unter Koapplikation mit dem
MRP-Inhibitor PBN steigt die PHT-Konzentration avlai Vliet et al. 2005). Inwieweit diese
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Ergebnisse reproduzierbar, auf den Menschen anwendid klinisch relevant sind, ist noch
nicht geklart.

PBN findet experimentell in einer weiteren Kombioat Anwendung. Es hemmt den
Kynurensaure (KYNA)-Transport an der BHS. KYNA fueg am Glycinkomplex des N-
methyl-D-aspartat (NMDA)-Rezeptors als endogenehibiitor. Weiterhin hemmt KYNA
prasynaptische Alpha7-Nicotin-Acetylcholin-Rezeptor (NnAChR) und vermittelt so eine
Reduktion der Glutamatfreisetzung. Da ,excitatorireo acid® (EAA)-Rezeptoren eine
entscheidende Rolle in neurologischen ErkrankungienParkinson, Alzheimer, Schlaganfall
und auch Epilepsie spielen kdonnten, wird die Rdids EAA-Inhibitors KYNA zunehmend in
diesem Zusammenhang experimentell untersucht. DidlAcKonzentration im Gehirn kann
durch PBN erhoht werden und konnte so den o.g. aBtmgen eine mdgliche neue
Behandlungsstrategie bieten. Eine elektrophysistdg Studie in Ratten zeigt fir KYNA und
PBN einen protektiven Effekt gegentber der Induktieson epileptischen Anféllen mit
Pentylenetetrazol (Németh et al. 2004, Németh et2@05). Als singularer Effekt ist die
Hemmung von ,Spreading Depolarizations* (SD) uriiglicher Applikation von 20 mM PBN
im Striatum der Ratte anzusehen. Dieses Ergebnrsl wn Zusammenhang mit einer
Lactaterhhung im Gewebe durch Inhibition des E#ki mittels PBN diskutiert (Taylor et al.
1997).

Es liegen derzeit keine Untersuchungen zu Komhonagffekten oder singularen Effekten von

PBN in humanem Gehirngewebe vor.

1.6. Fragestellung und Konzeption der Arbeit

Die genauen Faktoren der Pharmakoresistenz baldiokEpilepsien sind trotz mehrerer
Versuchsansatze und Studien nicht genau geklag. Ubiertragbarkeit von Ergebnissen aus
Tierstudien auf die Patienten ist umstritten undebnisse aus humanen Studien mit adaquater
Fallzahl sind sparlich. Bisherige Daten aus huma@awebe zeigen, dass der Gyrus dentatus
unter BHS-umgehender Applikation von CBZ in 82% déllle pharmakoresistent ist. Das
Gewebe von Patienten mit kurzzeitigem Bestehen Efslepsie, durch nicht-hippokampal-
infiltrierende Tumoren, ist gegentber CBZ pharmakassbel (Jandova et al. 2006). Es stellt sich
die Frage, ob die Pharmakoresistenz nur den Hipppka betrifft oder weitere Strukturen
betroffen sind. Weiterhin ist es interessant, olarRiakoresistenz auch in Bezug auf andere
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Antiepileptika besteht und es Mdoglichkeiten zur Wéeherstellung der Pharmakosensitivitat
gibt. Zudem ist ungeklart ob es Zusammenhdnge hersc den Effekten im
elektrophysiologischen Versuch mit dem Expressiertsalten der MDT gibt.

Diese Arbeit ist im Rahmen eines Gruppenprojekis Beantwortung der oben genannten
Fragen entstanden. Sie bezieht sich auf einervdriExperimenten, die im Temporalen Kortex
durchgefuhrt wurden. Weitere Versuche zur Untersnghdes Hippokampus sowie der
Expression von MDT (durchgefuhrt von Simon Kim, DenPasler und Claudia Raue) im

untersuchten Gewebe gehdren zu dem Gesamtprojekt

Im Rahmen meiner Arbeit sollen folgende Fragestgéun im Temporalen Kortexgewebe

beantwortet werden:

1) Gibt es ein adaquates Akutmodell fir epileptischétivitat, anhand dessen
Fragestellungen zur Pharmakoresistenz in resexiefertexgewebe von Patienten mit
pharmakoresistenter TLE bearbeitet werden kdnnen?

a. Was sind Eigenschaften der induzierten Aktivitat?

b. Zeigen sich Differenzen beziiglich der Aktivitataimkton in pathologisch
verandertem Gewebe gegenuber ,unauffalligem“?

c. Ist die induzierte Aktivitat Gber die gesamte Vefssdauer stabil?

2) Ist reseziertes Kortexgewebe von Patienten mit Thtarmakoresistent gegeniber
gangigen Antikonvulsiva?

3) Haben MDTI wie VPN und PBN Effekte auf die epilegtie Aktivitat?

4) Koénnen MDT-Inhibitoren die Pharmakoresistenz ,abr&'?

5) Wo sind Mechanismen der Pharmakoresistenz lokesi&elche Rolle spielt die BHS?
Wie ist der Beitrag parenchymaler Mechanismen?

6) Gibt es Zusammenhange zwischen Charakteristika @&atienten mit den
elektrophysiologischen Ergebnissen? Lassen sicierRamh charakterisieren, bei denen
die Koapplikation von AED und MDTI effektiv ist?
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2. METHODEN

2.1. Patienten

Um Anfallsfreiheit bzw. Pharmakosensitivitdt zuescthen, wurden bei Patienten mit
pharmakoresistenter Temporallappenepilepsie (TLiEEke des Hippokampus und Temporalen
Kortex chirurgisch reseziert. Von einer Pharmakisteaz wurde ausgegangen, wenn durch zwei
oder drei AED mit maximal tolerierter Dosis inndithaon zwei Jahren keine Anfallsfreiheit
erreicht werden konnte (Dlugos 2001). Die praclgische Diagnostik der MTLE wurde
entsprechend den deutschen und europaischen lasitlifiir prachirurgische Diagnostik
(European Federation of Neurological Societies Trasice 2000) im Epilepsiezentrum Berlin-
Brandenburg durchgefihrt. Die Studie wurde von Eikkommission der Charité genehmigt
(EA1/042/04)und in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Htets durchgefihrt. Alle
Patienten wurden Uber die Verwendung des resezigbwvebes aufgeklart und teilten ihr
Einverstandnis durch eine schriftliche Erklarung. mi

2.2. Gewebetransport, Praparation und Aufbewahrung des Gewebes

Bei anteriorer Polresektion des humanen Tempoté&tetex wurden unter anderem zwel
bis drei coronare Kortexblocke von ~4 mm Dicke entmen, die sofort in eine 0.5 °C kalte,
carbogenierte Transportlosung uberfuhrt wurden. Diansportldsung enthielt (Angaben in
mM). 3 KCI, 1.25 NaHPO,, 10 Glukose, 2 MgS§) 2 MgChb, 1.6 CaCl, 200 Saccharose, 21
NaHCGQ;, sowie 0.1 alpha-Tocopherol (pH: 7.4, Osmolaligit4 mosmol/kg, Ethanol 0.005v%)
(s.a. Gabriel et al. 2004, Kann et al. 2005, medift). Der 30-minitige Transport erfolgte in
einem luftdichten Thermogefal3, das eine Temperatli’C und einen Sauerstoffpartialdruck
> 580 Torr bei Ankunft im Labor garantierte. Dorunden aus den Kortexgewebeblocken mit
einem Vibratom (Campden Instruments Ltd, Leicedidé) 500 um dicke Schnitte prapariert, in
eine Interface-Kammer transferiert und dort gelag@ie Interface-Kammer bietet die
Moglichkeit die Gewebevitalitét Uber einen bestiramt Zeitraum zu erhalten und
elektrophysiologische Studien, unter kontrolliertBadingungen, ex vivo durchzufihren. Die
Lagerung erfolgte unter regelmafiger Perfusion (dl/Minute) mit carbogenierter kiinstlicher
cerebrospinaler Flussigkeit (ACSF). Die Losunghait (Angaben in mM): 129 NaCl, 3 KCI,
1.25 NaHPO, 10 Glucose, 2 MgG) 1.6 CaCGl , 21 NaHCQ und 0.03 alpha-Tocopherol
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(Temperatur: ~ 34,2°, pH: 7.4 Osmolalitat: 303 mokkg, 0.0025 v% Ethanol). Die
Hirngewebeschnitte erholten sich optimal von Openatind Transport in natriumfreier Losung
bei Lagerung unter oben genannten Bedingungen urebsbéginn vier Stunden nach

Préaparation.

2.3. Elektrophysiologische Messungen
2.3.1. Messmethoden

Zu Beginn jeder Messung erfolgte die Ableitung veiz-evozierten Feldpotentialen (s.
2.3.2), dann wurde epileptiforme Aktivitat ausgeloés. 2.3.3) und ein bestimmtes
Versuchsprotokoll durchgefiihrt (s. 2.3.6.). AbseRénd wurden zur Uberprifung der
Gewebevitalitat erneut Feldpotentiale evoziert omddenen am Beginn verglichen.

Als Messelektroden dienten 2-Kanal-Eelektive/Referenz-Mikroelektroden (Lux und Neher
1973). Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Elekimooagierten auf einen zehnfachef+ K
Konzentrationsanstieg mit einer Potentialanderumg ¥5-60 mV. Alle Messdaten wurden mit
dem Programm Spike 2 (Version 4.01, CED; Cambridg@ mit einer Auflésung von 10 kHz
(3 kHz Filter) fiir die Feldpotentiale und einer Kigung von 100 Hz (1.6 Hz Filter) fir diK™]
aufgenommen und gespeichert. Die in mV registmertaliumwerte wurden uUber eine
modifizierte Nernstgleichung in die entsprechendéaliumionen-Konzentrationen (mM)

umgerechnet.

2.3.2. Ableitung und Auswertung evozierter Feldpotentiale

Die Gewebevitalitat und neuronale Netzwerkantwarirde anhand der Ableitung
evozierter Feldpotentiale mit 30, 50, 80 und 1008t cksultierenden maximalen Amplitude
Uberprift. Es wurden gepaarte elektrische Reizurighe 20 s, 0.1 ms Dauer, 1-15 V, 50 ms
Puls-Intervall) verwendet. Die Stimulation zur Albbeg evozierter Potentiale erfolgte mit
bipolaren Stimulationselektroden (Platindréhte, dhomesser: 2Qum, Abstand zwischen den
Spitzen: 40-8@m).

Um Artefakte und Verzerrungen der Versuchsergebndigch einen maglichen Verlust der
Gewebevitalitéat auszuschlie3en, wurden nur Gewélnése Versuche mit mindestens 75%-iger

Amplitude des urspringlichen Potentials in dieselfgteinbezogen.
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A B

Reizorte im 500 um Cortexslice Evozierte Feldpotentiale

Experimentbeginn:

T
' 2mv
Avqb
- L 10 ms
+ Ende des Experiments:
Abb. 9 - Reizorte und evozierte Potentiale im Korte xgewebeschnitt. A:  Schema der

Elektrodenpositionierung im Kortexgewebeschnitt: Ableitung in Lamina 5/6. B: Evoziertes Potential zu
Beginn und Ende des Experiments; Auswertung der Parameter: A — Amplitude, L — Latenzzeit und T —
negative Transiente.

2.3.3. Induktion und Auswertung epileptiformer Aktivitat im Gewebeschnitt

Das chronisch epileptische Gewebe des TemporaleneX@eigte zwar zum Tell
epileptiforme Veranderungen der evozierten Feldgak (zum Beispiel die negative
Transiente s.a. Abb. 9 B), es war jedoch in dercldyeflihrtenin vitro-Ableitungen selten
spontan epileptisch aktiv. In dieser Studie wurd@ileptiforme Aktivitat durch
aufeinanderfolgendes Einwaschen von 1.) 8 mM Kaliwmd 2.) 50uM Bicucullin ausgelost
(Fur Effekte von Hoch-[K+] und Bicucullin an Gewelien Ratten: Patrylo et al. 1994, Borck
und Jefferys 1999, Wozny et al. 2005, Isaev et2@D5,). Die so induzierte epileptiforme
Aktivitdt wurde in Anlehnung an humane Tiefenhielg¢todenaufzeichnungen (Spencer 1992)
in verschiedene Typen klassifiziert: ,iktale* unidter-iktale* Aktivitat (s. Abb10).
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A B
“Iktal” (Seizure-like event > 5s) “Inter-iktal” (< 5 s)
FP FP
in [mV] in [mV]
m u',hm”m,mw il Il 1 | | |
M Hﬂ”{[nmmn f||yM‘MN“H’I'““I'W
50s 50s

Abb. 10 - Aktivitatstypen.  Klassifizierung der verschiedenen Aktivitatstypen in Anlehnung an
Aufzeichnungen von Tiefenhirnelektroden im humanen epileptischen Gehirn. lktale, also anfalls-artige
Ereignisse (A) werden von inter-iktal auftretenden Spikes (B) anhand der Ereignisdauer unterschieden.

Zur

weiteren Beschreibung der epileptiformen Ak#vi wurden funf verschiedene

Aktivitatsparameter bestimmt (Abb. 11).

1.
2.

Die Ereignisrate (n/Minute),

die Slow Field Potential-Amplitude (sfp, der ¢g@ame Anteil der Feldpotentialanderung
eines Ereignisses — in mV),

die maximale Amplitude des Ereignisses (inklasier grol3ten Potentialanderungen, die
dem sfp Uberlagert sind — in mV),

die Ereignisdauer (definiert als der Zeitraummvdnfang des Ereignisses beim

Abweichen von der Basislinie bis zum 2/3-Erholungsg des sfp —in s) und

die Frequenz der transienten Potentialfluktueto die dem sfp Uberlagert sind

(minimale Amplitude 0.3 mV und minimale Dauer 3 M Hz).

Weiterhin wurden drei Kaliumparameter festgelegg, jgweils zu verschiedenen Zeitpunkten

eines epileptiformen Ereignissedie extrazellulare Kaliumionen-Konzentration ([K™])

beschreiben.

1.
2.

die minimale [K] (der Tiefpunkt vor dem Ereignis[ ‘Jmin in mmol/l),

die maximale [K] (die hochste wahrend des Ereignisses gemesseliemianen-
Konzentration 4K Jmax in mmol/l) und

die Differenz der beiden Werte, die den Kaliumagstviderspiegelt, der durch ein

epileptiformes Ereignis ausgelost wurdgi{ ‘] in mmol/l), (s.a. Abb. 11A).
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[K']-parameter

K]
in mmol/l
4
B i
Aktivitatsparameter
FP
in mV 2
Langsames Feldpotentialv
Peak-Amplitudey
Dauer
25s
Abb. 11 - Kaliumionen-Konzentrationsparameter und A  ktivititsparameter der induzierten

epileptiformen Aktivitat.

2.3.4. Charakterisierung der induzierten Aktivitat

Zur weiteren Charakterisierung der Aktivitdt erfielg die Perfusion mit dem
komptetitiven NMDA-Rezeptorantagonisten D-2-Amind2Bosphonopentanoat (D-APV, 30
uM) (Lambert et al. 1990, Boulis et al. 1990) undt ®Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion
(CNQX, 30uM), einem kompetitiven Antagonisten an AMPA-/KakReézeptoren (Bleakman
und Lodge 1998, Backstrom und Hyytia 2003).

2.3.6. Versuchsprotokolle

Zur Testung der Pharmakoresistenz im reseziert@rteKgewebe wurde zunachst ein
AED (CBZ, VPA oder PHT) eingewaschen (86 Gewebetiehr81 Patienten) und anschlie3end
die MDTI VPM und PBN zur Perfusionslosung hinzuggf(ir6 Gewebeschnitte, 29 Patienten)
um zu prufen, ob die Inhibition der Multidrug-Tragmster zur Verbesserung der AED-Wirkung

fuhren kann.

20



- Préainkubation mit AED (Pl AED):

1. Induktion epileptiformer Aktivitat durch Erhéhgirder[K™] in der ACSF auf 8 mM, dann
zusatzliche Perfusion mit 3M Bicucullin.

2.+ AED: CBZ (50uM) oder VPA (1 mM) oder PHT (5aM).

3.+ MDTI: VPM (40 pM) und PBN (40QuM).

4. Erholungsphase: Auswaschen der Medikamente mMB8 [K+]- und 50 uM Bicucullin-
haltiger ACSF

Um herauszufinden, ob eine langere Dauer der Agitik von MDTI notwendig ist um die

Effizienz der AED zu erh6hen, wurde ein zweitestékoll ausgefiihrt. Die Prainkubation
erfolgte mit MDTI (P1 MDTI) und danach wurde ein REzur Perfusionslosung hinzugefugt (30
Gewebeschnitte, 13 Patienten).

- Préainkubation mit MDTI (Pl MDTI):

1. Induktion epileptiformer Aktivitat durch Erhéhgirder[K™] in der ACSF auf 8 mM, dann
zusatzliche Perfusion mit 3M Bicucullin.

2.+ MDTI: VPM und PBN.

3. + AED: CBZ oder VPA oder PHT.

4. Erholungsphase: Auswaschen der Medikamente mM8 [K+]- und 50 uM Bicucullin-
haltiger ACSF.

Um Effekte der zu prifenden Substanzen von zeitaiibén Veranderungen der induzierten
epileptiformen Aktivitat und von Wirkungen der MDDBEi langerer Applikation abzugrenzen,

wurden Kontrollexperimente nach zwei verschieddpertokollen durchgefihrt.

- Kontrollversuche | (,ohne Substanzapplikation®)

In 15 Kortexgewebeschnitten von funf Patienten wudie induzierte epileptiforme Aktivitat
ohne weitere Substanzapplikation fur 60-80 Minwafgezeichnet, um den natirlichen Zeitgang
zu evaluieren (Protokoll 3). Es sollte ausgescl@iosserden, dass die induzierte Aktivitat ohne
Substanzapplikation einen instabilen Verlauf hatp mdgliche Fehlinterpretationen nach

Substanzapplikation zu vermeiden.
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- Kontrollversuche Il (MDTI-Applikation)

Weiterhin wurde getestet ob die alleinige Applikatider MDTI (VPM und PBN) Effekte auf
die epileptiforme Aktivitat hat (Protokoll 4). Hi@r wurden in zehiKortexgewebeschnitten von
sechsPatienten nach Induktion epileptiformer AktivitaedMDTI VPM und PBN mindestens
40 Minuten appliziert.

2.4. Datenerfassung und Datenanalyse

Ziel der Analyse war die Erfassung qualitatived wjuantitativer Unterschiede in der
epileptiformen Aktivitit am Ende jeder mindesten® R®linuten dauernden Phase der
Untersuchung.

1. Phase (Zeitpunkt 0): nach Induktion und Stabilisng der Aktivitat (Kontrollbedingungen,
alle Protokolle);

2. Phase (Zeitpunkt 20 Minuten): nach Perfusion A#HD (Protokoll 1, AED), mit MDTI
(Protokolle 2 und 4) oder in Kontrollversuchen ol@eabe von Substanzen (Protokoll 3);

3. Phase (Zeitpunkt 40 Minuten): nach Koapplikatton AED und MDT]I (Protokolle 1 und 2),
bei Kontrollversuchen ohne jede Applikation von Sianzen (Protokoll 3) sowie bei alleiniger
Gabe beider MDTI (Protokoll 4);

4. Phase (Zeitpunkt 60-80 Minuten): nach Auswascter Medikamente (Erholungsphase
Protokolle 1, 2 und 4) bzw. Fortsetzung der Komieysuche ohne Substanz-Applikation
(Protokoll 3).

Die Datenanalyse erfolgte auf der Ebene der Gewbbéte (Patienten-unabhangig) und auf der

Ebene der resezierten Proben (Patienten-bezogen).

A: Analyse der Aufzeichnungen aus einem Gewebdéischni

Die Veranderungen der Aktivitat (Aktivitatsmustenirdenals Suppressionkategorisiert, wenn
keine epileptiformen Ereignisse mehr nachweisbaemals Musterdnderung zu IS wenn
sich der Typ der Aktivitat von krampf-artiger (SLEY spike-artiger Aktivitat (11IS) verandert
hatte oderals Resistenz wenn in der Untersuchungsphase keine Veréandeda&sgMusters
epileptiformer Aktivitat zu beobachten war.

Im Falle der Resistenz wurden Aktivitatsmodulatior@hand quantitativer Veranderungen der
Ereignisse (Aktivitdtsparameter und Kaliumparanjdteschrieben.
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Die Messung der Parameter erfolgte mit den vorhagrd®©ptionen im Programm Spike2 sowie
weiteren, im Institut entwickelten Skripten (Dr. Biegmund, Institut fur Neurophysiologie,
Charité). Die Anzahl der analysierten Ereignisseierde in Abhangigkeit von der Ereignisrate
zwischen eins und sechs fur SLE und zwischen deizwolf fur 11IS. Anschliel3end wurden die
Werte fur jeden Parameter und jede Phase der Wicterag gemittelt. Um die Modulationen der
resistenten Aktivitat zwischen unterschiedlicheupen von Gewebeschnitten vergleichen zu
kénnen, wurden die Parameter auf den Kontrollwearh Zeitpunkt O normiert ((verbliebener
Wert/Kontrollwert)*100) und in Prozent angegeben.

Im Ergebnisteil erfolgte die Darstellung der queativen Verteilung der Verédnderungs-
kategorien in Gruppen von Gewebeschnitten mit idehén Versuchsprotokollen und die
Darstellung der Modulationen resistenter Aktivitihhand der folgenden originalen oder
normierten Parameterwerte — Ereignisrate, Ampditudes langsames Feldpotentials (sfp), der
Spitzenabweichung (peak), Ereignisdauer und Frequeer Entladungen innerhalb eines
Ereignisses. Um einen mdglichen Trend der Paraédmderungen zu erfassen, wurden
Durchschnittswerte der normierten Parameterwertecheet: ,av3“ — der Durchschnitt der
normierten Amplituden und Ereignisdauer ((sfp +kpealauer)/3) und ,av5* — der Durchschnitt

aller normierten Aktivitatsparameter ((frequenzreignisrate + sfp + peak + dauer)/5).

B: Patienten-bezogene Analyse.

Aus 38 von 47 Resektaten wurden 2-8 Gewebeschmitiersucht. Uberraschend zeigte sich,
dass die Gewebeschnitte eines Teils der Resektasehieden auf die applizierten Substanzen
reagierten. Deshalb musste die KategorisierungMdgénderungen induzierter epileptiformer
Aktivitat fur die Patienten erweitert werden (sidfapitel 3.6, S. 50).

In diesem Kapitel wird auch versucht, Beziehungemszhen den elektrophysiologisch
erhobenen Befunden und den verfiigbaren klinischaterDder Patienten herzustellen. Um die
Serum- und Gewebekonzentrationen der verschiedémgikonvulsiva zu bertcksichtigen,
wurden die verfiugbaren Daten zu den Serumskonzemtem und die gemessenen
Gewebekonzentrationen auf die im Labor (ZentrumBfiepsie Berlin-Brandenburg) gltigen
Obergrenzen der Serumkonzentration des entspreehendledikamentes normiert

((Messwert/Maximalwert)*100) und als Prozent vomxitaalwert angegeben.
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2.5. Statistik

Im Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit werden @iiginal- und normierte Werte die
Mittelwerte und Standardfehler angegeben. Statlstisvergleiche erfolgten, abhéngig von der
jeweiligen Werteverteilung, mittels nicht-paramsther Tests (Mann-Whitney-Test, Wilcoxon-
Test, Spearman-Rho Rang-Korrelations-Koeffizienero parametrischer Tests (T-Test fir
unabhangige oder abhangige Stichproben, Pearsorl&iwns-Koeffizient).

Zum Vergleich quantitativer Verteilungen kategaeralVariablen (z. B. Kategorien von
Veranderungen der induzierten Aktivitat) dientem @a~-Homogenitats-Test (zwischen den zu
vergleichenden Gruppen, unabhangige Stichprobenyl wer McNemar(-Bowker)-Test
(innerhalb der Gruppe, abhangige Stichproben).

Ein p-Wert < 0.050 wird als signifikant angesehglhe statistischen Berechnungen wurden mit
dem Programm SPSS software package Version 1685SPhicago, IL) durchgefihrt.

Es muss davon ausgegangen werden, dass Gewebtescimitden zu vergleichenden
L=unabhangigen“ Stichproben extrem selten vom gkicRatienten stammen kénnen. Das heil3t,
dass die Bedingung der ,Unabhéangigkeit®* von Gewelneisten hinsichtlich der
Patientenzugehdrigkeit nicht ,vollstandig” gegelvear.

2.6. Verwendete Substanzen

Name Abk. MW [C] Hersteller

Bicucullin-methiodid BICU [509.3 50 pM Fluka/Biochemika

D-2-Amino-5-Phosphonopentanoat APV 197.13 30 uM Sigma-Aldrich, Steinheim, D

6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion CNQX |232.15 30 uM Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Carbamazepin CcBz 236.27 50 uM Sigma-Aldrich, Steinheim, D.
Valproat VPA 166.2 1 mM Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Phenytoin / 5,5-Diphenylhydantoin PHT 274.25 UM Sigma-Aldrich, Steinheim, D .
Verapamil VPM 491.05 40 uM Sigma-Aldrich,Steinheim, D.
Probenecid / p[Dipropylsulfamoyl] PBN 285.36 400 uM | Sigma-Aldrich,Steinheim, D
benzoic acid

Tabelle 2 — Substanzen. In Experimenten dieser Arbeit verwendete Substanzen: Abk. — Abkirzung; MW
— Molgewicht in g/mol; /C/- verwendete Konzentration.
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3. ERGEBNISSE

Nach chirurgischer Entfernung von Teilen des Teralappens und des Hippokampus
sind sehr viele Patienten, die an pharmakoresetenésialer Temporallappenepilepsie leiden,
frei von Anféllen (bei regelmalliger Einnahme detieguileptischen Medikation). Das entfernte
Gewebe ist also ,anfalls-auslésend” und/oder tfaktoren der Pharmakoresistenz. Gelingt es
experimentell, in diesem Gewebe epileptiforme Akdivauszuldsen, kdnnen Medikamente oder
Substanzen, die potentielle Faktoren der Residierinflussen unter Umgehung der Blut-Hirn-

Schranke appliziert und ihre Wirkung auf die Aki@itianalysiert werden.

3.1. Induktion epileptiformer Aktivitat: Effektivit at, Eigenschaften,

Gewebepathologie und Gewebevitalitat

In vorausgegangenen Untersuchungen an Gewebdsohaits Hippokampus-Resektaten
war die Induktion stabiler epileptiformer Aktivitdtn Gyrus dentatus mittels elektrischer
Reizung im Hilus und Perfusion mit 10-12 mM-KCSF mdglich (Gabriel et al. 2004). Im
Rahmen dieser Studie an Gewebeschnitten des Telmpdfartex wurde zunéchst festgestellt,
dass die gleiche Methode (,antidrome” StimulatiomduErhdéhung der extrazellularen
Kaliumionen-Konzentration [K) extrem selten zum Erfolg fiihrt. Wurde jedoch mac
vorausgegangener Perfusion mit 8 mMFACSF der GABA-A-Rezeptorantagonist Bicucullin
appliziert, kam es zur Induktion krampf-artiger Akt (Abb. 12A). Die Induktion verlief in
141 von 166 Gewebeschnitten (85%) aus 47 von 4@KReen (96%) erfolgreich. Mit einer
Latenzzeit von 2 bis 21 Minuten nach der Bicucuhipplikation traten zwei Typen
epileptiformer Aktivitdt auf: ,anfalls- bzw. kramyafrtige” Ereignisse (SLE: 85% der
Gewebeschnitte) und ,interiktal- bzw. spike-artiggitladungen (IIS: 15%).

Im humanen Gyrus dentatus war die mittels Hochkalund Stimulation im Hilus induzierte
epileptiforme Aktivitdt durch glutamaterge synapiis Transmission vermittelt (Gabriel et al.
2004). Deshalb wurde nun im Temporalen Kortex getesb die durch Perfusion mit 8 mM
Kalium und 50 uM Bicucullin induzierte epileptifoemAktivitat ebenfalls durch Glutamat-

Rezeptorantagonisten unterdriickt werden kann (ARB).
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Abb. 12 — Induktion epileptiformer Aktivitat und Ei genschaften der induzierten Aktivitat. Oben:

Darstellung der Kaliumionen-Konzentration in mmol/l, Unten: Feldpotential in mV. A: Induktion
epileptiformer Aktivitdt. B: Charakterisierung der induzierten Aktivitat durch Applikation von APV und
CNQX.1. Phase: ,anfalls-artige Ereignisse” (seizure-like-events: SLE) nach Induktion mit 8mM [K'] und
50 uM Bicucullin. 2. Phase: Konstanz der SLE nach APV-Applikation (30 uM). 3. Phase: komplette
Suppression der epileptiformen Aktivitat unter CNQX-Perfusion (30 uM). 4. Phase: nach 40-minitigem
Auswaschen der Glutamat-Rezeptoren-Blocker treten erneut SLE auf.

Abb. 12B lasst erkennen, dass die Perfusion mitn#r@-5-phosphonovaleriansaure (APV:
NMDA-Rezeptorantagonist) nicht zu Veranderungen deiteptiformen Aktivitat fuhrt. Die
Zugabe von 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (N Antagonist von AMPA-/Kainat-
Rezeptoren) (Keindnen et al. 1990) bewirkt eine fdette Suppression der epileptischen
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Entladungen. Nach 40 Minuten Auswaschen der Glut&eaeptorantagonisten, tritt erneut
epileptiforme Aktivitat auf. Die Darstellung zeigtass auch die induzierte Aktivitat im Gewebe
des Temporalen Kortex durch AMPA-/Kainat-Rezeptpedso ,glutamaterg”, vermittelt wird (n

= funf Gewebeschnitte von drei Patienten).

Muster induzierter epileptiformer Aktivitat in Gewebe
von Patienten mit unterschiedlicher Kortex-Pathologie

A B

(K] w (K]
in mmol/l | 2 in mmol/l | 2
FP FP
inmV w hl hb h |2 inmVv b»bbb%h“bbbhl |2

50 s 50s
C *kk [] Anfalls-artige Ereignisse: SLE
100 ] Spike-artige Ereignisse: IIS
80
Abb. 13

Muster induzierter epileptiformer Aktivitat
in Gewebe von Patienten mit unterschiedlicher
Kortex-Pathologie. A: Muster anfalls-artiger Aktivitat
(SLE). B: Muster spike-artiger Aktivitat (I1S).
C: Qualitative Verteilung von SLE und IIS in
Gewebeschnitten von Patienten ohne klare Kortex-

B
o

N
(=)

% der jeweiligen Experimente
D
o

0 Pathologie (,unauffallig) und mit klar beschreibbarer
“unauffallig” pathologisch Kortex-Pathologie (pathologisch). Die Signifikanz-
n=295 n =237 markierung *** steht fur p < 0.001.

Gabriel et al. konnten in der bereits zitiertendg&uan humanem Hippokampus-Gewebe auch
zeigen, dass der Typ induzierter epileptiformer iikit abhangig von der hippokampalen

Gewebe-Pathologie variiert (Gabriel et al. 20049. &ellt sich die Frage, ob es fir das hier
verwandte Modell (8 mM Kalium und 5@M Bicucullin) ebenfalls Zusammenhange zwischen
der Gewebe-Pathologie und dem induzierten Aktisitgiius gibt. Es sei vorangestellt, dass alle
untersuchten Proben des Temporalen Kortex grobtbgisch unaufféallig waren. Die

neuropathologische Diagnose ergab jedoch, dassleda 28% von 132 Gewebeschnitten um

perilesionales Gewebe von elf Patienten mit kldndater Kortexpathologie (Tumor, Fokale
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kortikale Dysplasie, Kontusion, Sklerose, Atrophigndelt (fir weitere neun Messungen an
Proben von drei Patienten war keine histopathotbgifiagnose verfugbar).

In Gewebe von Patienten mit bzw. ohne klar defieiéfortexpathologie dominieren nach der
Induktionsphase die krampf-artigen Ereignisse (SAlh). 13A). Allerdings werden spike-artige
Aktivitatsmuster (IIS, Abb. 13B) vergleichsweiseufiger im perilesionalem Gewebe (Patienten
mit klar definierter Kortexpathologie) induziertp@thologisch” 38% vs. ,unauffallig“ 6.3%, 9
0.001, exakter Test nach Fisher, Abb. 13C).

Fur die Interpretation der in den nachfolgendenitéhpdargestellten Effekte von Antiepileptika
(AED), Inhibitoren des aktiven Transportes korpamider Substanzen (MDTI) und deren
Koapplikation, ist es vor allen Dingen wichtig, eimogliche Vitalititsabnahme des Gewebes
und somit auch eine entsprechende Abnahme der ierterz epileptiformen Aktivitat

auszuschlie3en.

Evozierte Feldpotentiale

A P1 P2
2mV
\ N2
N1
0.05s
P1-N1
3,54 *k
>
E 31 z
£ 2,54 c
@ (]
g 2] 2
E‘ 1,5 el
< 17 E 41
0,5 21
0 T T T . . , 0 . T T T : .
SW 30 50 80 100 SM Sw 30 50 80 100 SM
[n=40] [n=80][n=85] [n=82][n=89] [n=5] [n=17] [n=43] [n=46] [n=42] [n=40] [n=9]
% der maximalen Reizantwort % der maximalen Reizantwort
—=— START - ® -ENDE |

Abb. 14 — Evozierte Feldpotentiale. A: Beispiel fir Feldpotentiale die durch gepaarte elektrische Pulse
im Abstand von 50 ms ausgel6st werden. Beide Potentiale (P1 und P2) zeigen eine kurz-latente und eine
lang-latente Antwortkomponente (N1 und N2). B: Vergleich der Amplitudenwerte fir P1-N1 (potentiell
Summen-Aktionspotentiale erregter Fasern und antidrom erregter Neurone) am Versuchanfang und am
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Versuchende. C: Vergleich der Amplitudenwerte fir P1-N2 (potentiell ,orthodrome" Reizantworten) am
Versuchanfang und am Versuchende. In die Analyse der Daten zu den abgebildeten Kurven wurden auch
Gewebeschnitte einbezogen, die nicht in die aktuelle Stichprobe dieser Arbeit eingegangen sind
(Frontaler Kortex, n = 11), n: Anzahl der Gewebeschnitte/Experimente.

Zur Prufung des Erhalts der Gewebevitalitdit wurden Beginn und Ende eines jeden
Experimentes reiz-evozierte Feldpotentiale ausge(@osition der Reiz-Elektrode: weile
Substanz unterhalb der Zellschichten; Position ddess-Elektrode: Lamina V-VI),
oszillografisch gemessen und nur dann fir die [atelyse akzeptiert, wenn der Endwert
mindestens 75% des Anfangswertes betrug (Abb.Oa)iber hinaus wurden die Reizantworten
bei maximaler Stimulation (Reizstéarke flir 100% Aatwortamplitude) in 101 Gewebeschnitten
von 45 Patienten am Anfang und Ende des Experirmentigezeichnet und offline ausgewertet.
.Kurz-latente” Feldpotentialkomponenten (N1: Lateei 1.9 + 0.07 ms) unterlagen einer
insignifikanten Amplituden-Reduktion (n = 78, Ampilde 2.8 + 0.14 mV am Beginn vs. 2.6 +
0.15 mV am Ende des Versuchs, p = 0.066, Wilcoxest,Texakte zweiseitige Signifikanz).
.Lang-latente” Feldpotentialkomponenten (N2: Lateziz 4.2 + 0.17 ms) zeigten eine
Amplituden-Zunahme (n = 37, 1.5 + 0.12 mV am Begum 1.6 + 0.12 mV am Ende des
Versuches, p = 0.042). Die entsprechenden EndvdeiteAmplituden betrugen fir kurz- und
lang-latente Antworten 94.6 + 4.15% und 137.9 £53% des Wertes am Beginn des Versuches.

Zusammengefasswvar die Induktion epileptiformer Aktivitdt in 85%ed Gewebeschnitte
erfolgreich. Es konnte gezeigt werden, dass diezmdte epileptiforme Aktivitat glutamaterg
uber AMPA-/Kainat-Rezeptoren vermittelt ist. Die Wvecheinlichkeit der Induktion spike-
artiger epileptiformer Aktivitat (IIS) ist im Gewebvon Patienten mit klar beschreibbarer
Kortexpathologie héher als im Gewebe von Patientgryunauffalliger* Kortexpathologie.

Die am Anfang und Ende der Experimente erhobendarDiér evozierte Feldpotentiale lassen

annehmen, dass die Gewebevitalitat bis zum EndExjsgrimente erhalten bleibt.
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3.2. Kontrollexperimente: Zeitverlauf der induziert en Aktivitat

ohne weitere Substanzapplikation und bei Gabe von M DTI

Zur Uberprufung der Anwendbarkeit des HochkaliuioeBullin-Modells und zur besseren
Einschatzung der Effekte von AED und Koapplikatisan AED + MDTI wurde in 15
Gewebeschnitten von sechs Patienten der Zeitvedaufinduzierten epileptiformen Aktivitat
(13 SLE, 2 IIS) ohne Pharmaka-Applikation betrathied ausgewertet. Der Aktivitatstypus
blieb in allen Schnitten sowohl nach 20 Minuters, @lich nach 40 und 60-80 Minuten konstant
(Abb. 15). Diese Beobachtung unterstitzt die Anmahndass Veranderungen des

Aktivitatsmusters nach Applikation eines Pharmakeaits Effekt zu werten sind.

Zeitverlauf der induzierten Aktivitat

A
Kontrolle 20 min 40 min 80 min
AN N | NS N N
in mmol/l M | a4
FP
100 s 100 s 100 s 100 s
B
Parameter Kontrollwert 20 min 40 min 60-80 min
n/min 046 +0.12 047 £0.08 053+0.12 0.70+£ 027
sfp (mV) 2.39 £0.63 2.29 £0.57 2251059~ 2.19+ 0.59*
peak (mV) 299 +0.63 2.85+0.58 286+0.64 2.82+0.65
dauer (s) 43.95 +7.16 40.97 £6.51 39.84 +8.53 35.13£723 *°°
frequenz (Hz) 62 +1.31 563 £1.05 549+1.04 572+1.19
[K]min(mmol/1) 575 +0.27 6.29 +0.34 625+0.32 6.27 + 0.34
[K max (mmol/1) 10.08 + 0.63 1049 +0.84 10.24+0.83° 9.65+069%
A K] (mmol) 433 £0.59 420 +0.62 399+0.61%% 3.38 % .47+ a2t
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Abb. 15 — Zeitverlauf der induzierten Aktivitat. A: Ablauf eines Experiments zur Evaluation des
natirlichen Zeitgangs der induzierten epileptiformen Aktivitat. Kontrolle: Muster nach Induktion und
Stabilisierung der epileptiformen Aktivitat; 20 min: Muster nach 20 Minuten durchgehender epileptiformer
Aktivitat; 40 min: Muster nach 40 Minuten Aktivitat; 80 min: Muster nach 60-80 Minuten Aktivitat. B:
Parameter der induzierten krampf-artigen Aktivitat in kortikalen Gewebeschnitten (n = 13). Die Angaben

reprasentieren die Mittelwerte und ihre Standardfehler, angegeben als MW * SF. Der

nichtparametrische Test nach Wilcoxon wurde durchgefiihrt um folgende Werte zu vergleichen: O

Vergleich mit Kontrollwert, @ Vergleich mit dem Wert nach 20 Minuten, (b) Vergleich mit dem Wert nach
40 Minuten. Die Signifikanz-Markierungen stehen fir: x = p<0.05, xx = £0.01, xxx = p<0.001.

In den folgenden Experimenten (3.3. und 3.4.) z&igt auch unter Pharmaka-Applikation eine
Persistenz des Aktivitatstypus. In diesen Fallemder flr persistierende SLE die einzelnen
Aktivitatsparameter ausgewertet. Um auch hier dearghéich mit Veranderungen von
Aktivitdtsparametern der SLE ohne Pharmaka-Appglikaziehen zu kénnen, werden in Abb.
15B die Parameterwerte fiir die verschiedenen Zektiguder Analyse (Kontrolle, 20, 40 und 60-
80 Minuten) tabellarisch dargestellt. Folgende Pwtar werden bertcksichtigt:
Ereignisse/Minuten, die sfp-Amplitude, die peak-Aityae, die Ereignisdauer, die Frequenz der
Entladungen innerhalb des Ereignisses, die minireglezellulare Kaliumionen-Konzentration
([K ]min), die maximale extrazelluldre Kaliumionen-Konzatitin ([K']may) und der Anstieg der
extrazellularen Kaliumionen-Konzentration[K *]).

Im Vergleich mit dem Kontrollwert sind nach 60-8dndten signifikante Verminderungen der
Parameter (sfp-Amplitude, Ereignisdauer; Jiaxund A[K*] nachweisbar. Diese Modulation der
verbleibenden Aktivitdt muss bei der Bewertung @l@genden Experimente beriicksichtigt
werden (siehe: 3.5 Vergleich Kontrollversuche vauptversuche).

Um zu den Effekten in den folgenden Experimententere Aussagen zu machen, musste auch
geklart werden, ob eine alleinige Applikation deDM VPM und PBN zu Veranderungen des
Aktivitatstyps oder der verbleibenden Aktivitatspaueter fuhrt (Abb. 16)

Die Effekte der MDTI VPN und PBN auf SLE wurden @8d 40 Minuten nach Beginn der
Applikation und nach Erholung (weitere 20-40 Minutsuswaschen der MDT]I) evaluiert (zehn
Gewebeschnitte, sechs Patienten, Abb. 16C). NadWi@Qten MDTI-Perfusion zeigte sich in
vier Gewebeschnitten (40%) eine Veranderung déegdormen Aktivitat von SLE zu IIS und
nach 40 Minuten in je einem Schnitt eine zusateliSuppression und eine weitere Veranderung
von SLE zu IIS. Wahrend der Erholungsphase waren deranderungen nur in zwei
Experimenten reversibel. In 40% der Gewebeschhltedh das Aktivitdtsmuster SLE erhalten.
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Von einer statistischen Aufarbeitung der verbletsn Aktivitdtsparameter wurde aufgrund der
kleinen Stichprobe resistenter SLE (n = 4) abgesehe

Applikation von MDTI

Al
Kontrolle 20 min 40 min Erholung
[K*] k \\ /[ . . N | 1
in mmol/l /\ —J\\f S A e ST A T o
FP -‘ /-—-—-' g, -T f——‘ .i,_i ___ﬂ -
100's 100's 100's 100's
B O

K] NV\/\[V\ | 2
in mmol/l VARV ANV VA AN AN SN

:
|
|
%

Abb. 16 — Applikation von MDTI.  Darstellung von Veranderungen der Aktivitdtsmuster unter alleiniger
Applikation beider MDTI (VPM + PBN): Kontrolle, nach 20 und 40 Minuten Applikation und nach Erholung
(60-80 Minuten). A-B: Beispiele fur die Konstanz (A) und die Veranderung (B) des Aktivitatsmusters. C:
Quantitative Ubersicht der Anteile verschiedener Aktivititsmuster zu den in A angegebenen Zeitpunkten
des Experimentes (n = 10).

Insgesamergibt sich aus den Kontrollversuchen, dass deriiigpzierter Aktivitdt ohne weitere
Substanz-Applikation bis zu 80 Minuten unverandéteibt. Der Vergleich einzelner

Aktivitatsparameter zeigt signifikante Trends zu dexater Reduktion von sfp-Amplitude,
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Ereignisdauer, [Kmax und A[K™] nach 60-80 Minuten Dauer des Experiments. Im Gsage
dazu waren bei Gabe von MDTI nach 40 Minuten in 686 Gewebeschnitte eine Anderung
des Antwortmusters nachweisbar (10% reversible @ssppn, 10% reversibler Ubergang von
SLE zu IS, 40% irreversibler Ubergang von SLE ii).1 Im Vergleich zu den Experimenten
ohne Substanzapplikation verursachte die Gabe vDifIMMusteranderungen der SLE, die zu
einem beachtlichen Teil irreversibel waren (20 Mamup = 0.024, 40 Minuten p = 0.002, 60-80
Minuten: p = 0.029, exakter Test nach Fischer). nBeVergleich der verbleibenden
Parameterwerte resistenter SLEs waren die Verkgrden Ereignisdauer und die Reduktion des
A[K'] unter MDTI (40 Minuten) signifikant starker als imlen Experimenten ohne
Substanzapplikation (p = 0.032, p = 0.023, n = 43Mann-Whitney-Test). Hierbei ist zu
beachten dass VPM neben der Wirkung als MDTI auelzikmkanale blockieren kann und
antikonvulsive Effekte von VPM und verwandten Sahgen bereits fruher in anderen
Praparaten berichtet wurden (Wiemann et al. 198@uB et al. 1996).

3.3. Hauptversuche |I: Reagiert das untersuchte Kort exgewebe

pharmakoresistent auf die Applikation der Antiepile ptika?

Bei Perfusion mit einem antikonvulsiv wirkenden dit&@ment in therapeutisch
wirksamer Konzentration fur mindestens 20 Minuteindwnur in 8.1% der 86 untersuchten
Kortexgewebeschnitte von 31 Patienten eine volthtgin Suppression der epileptiformen
Aktivitat erreicht. Das heil3t, in Uber 90% der géd¢en Schnitte ist noch epileptiforme Aktivitat
nachweisbar.

Die verschiedenen Aktivitatstypen (SLE und 11S)gieaen geringflgig unterschiedlich auf die
Antikonvulsiva (Abb. 17). Gewebeschnitte, in dematial 1S zu sehen war (n = 10), zeigten zu
20% eine komplette Suppression, im Gegensatz z6.6&6 der Schnitte mit initialen SLE (n =
76). Der Unterschied ist aber statistisch nichhidiigant (p = 0.186, Chi-Quadrat-Test, exakte

zweiseitige Signifikanz).
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Effekte der AED
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Abb. 17 — Effekte der AED. Sensitivitat der Aktivitatstypen 1IS und SLE auf die AED-Applikation. Initiales
IIS ist unter AED-Applikation insignifikant haufiger supprimiert als initiales SLE (20 % vs. 6.6, p = 0.186,
exakter Test nach Fisher). n: Anzahl der Gewebeschnitte.

In den Untersuchungen war aufféllig, dass SLE uAteD-Perfusion zum Teil in IS tGbergehen.
In 81.6% der Gewebeschnitte persistierten SLE 1i8% verédnderte sich der Aktivitatstypus zu
[IS und nur in 6.6 kam es zur kompletten Aktis&itppression. Der Grof3teil der Schnitte mit
SLE ist somit im Akutmodell pharmakoresistent.

Die resistente Aktivitat (Beispiel Abb. 18A) wurdeanhand der verbleibenden
Aktivitatsparameter nach AED-Perfusion charakterisfAbb. 18E) und mit den entsprechenden
Kontrollwerten vor Applikation der AED verglichedm Vergleich zu den Kontrollwerten
kommt es zu signifikanten Unterschieden aller wad@dnden Parameterwerte nach AED-
Applikation (Wilcoxon-Test). Die Ereignisrate (nimi zeigt sich nach AED-Applikation
signifikant erhoht. Die Ereignisamplituden (sfp ypebk), die Ereignisdauer, sowieTKax und

A[K*] waren signifikant vermindert.
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Effekte der AED: Veranderungen der Aktivitat bei SLE

A Kontrolle Erholung
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100's 100 s 100's
[ ] keine Veranderung, n = 62
[] SLE ersetzt durch II1S,n=9
B Suppression,n=5
verbleibende
Parameter B Kontrollwert AED-Applikation Parameter nach
AED in %
n/min 62 0.73+x 041 0.88+ 0.13* 107.23+ 433
sfp (mV) 62 1.77£0.11 1.62+ 012 ** 91.41+ 229
peak (mV) 62 2.35£0.13 218+ 094 92.35+ 2.08
dauer (s) 62 32.53+£ 235 27.83 + 250" 87.06 + 4.03
frequenz (Hz) 60 10.19+ 1.59 8.68 + 125" 92.49+ 3.53
[K Tmin (mmolfl) 57 5.93+ 0.16 6.256:+ 0.16* 105.84 = 1.11
[K"Jmax (mmol 1) 57 10.78 £ 0.40 10.16 £ 0.36**™ 95.21+ 1.31
AIK] (mmol/l) 57 4.84+0.34 3.91+ 0.30** 84.32+ 321

Abb. 18 — Effekte der AED: Veréanderungen der Aktivi  tat bei SLE. A: Abbildung eines Beispiels fur die
Resistenz des Aktivitditsmusters bei Applikation des AED PHT (50 uM). B: Beispiel fur ,SLE ersetzt durch
IIS* nach Applikation von CBZ (50 pM). C: Abbildung einer vollstandigen Aktivitdtssuppression nach
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Applikation von CBZ (50 uM) D: Quantitative Verteilung der Verdnderungen des Aktivititsmusters:
Kategorisierung der Effekte in ,keine Veranderung“, ,SLE ersetzt durch 1IS* und ,Suppression®. E:
Parameter der epileptiformen Aktivitat nach 20 Minuten AED-Applikation im Vergleich zum Kontrollwert
und als Prozentangabe vom Kontrollwert. Die Angaben reprasentieren die Mittelwerte und ihre

Standardfehler angegeben als MW * SF. Der Vergleich wurde anhand des nichtparametrischen Tests

nach Wilcoxon durchgefiihrt. Die Signifikanz-Markierungen stehen als * = p<0.05, ** = p <0.01, *** =
p<0.001. n: Anzahl der Gewebeschnitte.

Es stellt sich noch die Frage ob eines der Antikidsiva CBZ, VPA oder PHT starkere Effekte
auf die epileptiforme Aktivitdit oder die einzelnefktivitatsparameter hat. Abb. 18A
demonstriert, dass das Muster der induzierten Altivin den meisten Gewebeschnitten (CBZ:
75.9%, n = 29 Gewebeschnitte; VPA: 84.4%, n = 32T F86.7%, n = 15) bestehen bleibt. Unter
Applikation von CBZ kam es in 10.3% der Gewebest@raur kompletten Suppression und in
13.8% zur Veranderung der SLE zu 1IS. VPA bewirkie6.3% der Schnitte die komplette
Suppression der Aktivitat und in 9.4% eine Verandgrder SLE zu IIS. PHT fUhrte in keinem
der Experimente zur kompletten Aktivitatssupressib®.3% der Gewebeschnitte veranderten
das Aktivitditsmuster SLE zu IIS. In der statistisghAnalyse (Chi-Quadrat-Test) waren keine
Unterschiede der Effekte von CBZ, VPA, und PHT @UE zu sichern.

In Gewebeschnitten mit resistenten SLE nach AED}kppon wurden die verbleibenden
Aktivitdtsparameter fir die verschiedenen Antikadswa als unabhangige Stichproben
miteinander verglichen. Die statistische Analysenaand des nicht-parametrischen Mann-
Whitney-Tests ergab signifikante Unterschiede derAsnplituden unter CBZ und VPA (CBZ:
98.6% und VPA: 87.2% des Kontrollwerts, n = 22, % 0.005). Weiterhin unterschieden sich
die Wirkungen der drei Antikonvulsiva auf [lin (CBZ: 108.2%, VPA: 107% und PHT 99.5%
des jeweiligen Kontrollwerts; CBZ vs. PHT: n = 23, p = 0.002, VPAvs. PHT: n=27,13,p =

0.019, exakte zweiseitige Signifikanz).
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Effekte von CBZ, VPA und PHT auf das Muster SLE und
Modulationen der Aktivitat resistenter SLE durch die einzelnen AED
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Abb. 19 — Effekte von CBZ, VPA und PHT auf das Must er SLE und Modulationen der Aktivitat
resistenter SLE durch die einzelnen AED. A: Quantitative Verteilungen der Veranderungen des
Aktivitatsmusters SLE unter Applikation von CBZ, VPA oder PHT. B: Modulation der Aktivitatsparameter
persistierender SLE durch CBZ, VPA und PHT. Alle Parameterwerte sind auf den jeweiligen Kontrollwert
bezogen und in Prozent angegeben. Die Abkirzungen bedeuten: n/min — Ereignisse/Minute, sfp —
Amplitude des ,slow field potentials®, peak — peak-Amplitude, dauer — Ereignisdauer, frequenz —
Frequenz der Entladungen innerhalb eines Ereignisses, av3 — Durchschnitt der verbleibenden
Parameterwerte (sfp + peak + dauer) / 3), av5 — Durchschnitt der verbleibenden Parameterwerte (n/min +
sfp + peak + dauer + frequenz) / 5. C: Modulation der [K*]-Parameter persistierender SLE: [K']min —
minimale Kaliumionen-Konzentration, [K']max — maximale Kaliumionen-Konzentration, A[K'] — Anstieg der
Kaliumionen-Konzentration wahrend des Ereignisses. Die Werte wurden anhand des Kruskal-Wallis-
Tests (asymptotische Signifikanz) verglichen. Die Signifikanz-Markierungen stehen fiir: * = p < 0.05. n:
Anzahl der Gewebeschnitte.

Zusammengefassind Gber 90% der getesteten Gewebeschnitte () pt&Fmakoresistent. 1S
sind zu 20%, SLE zu 6.6% supprimiert. In den 76 dfxpenten, in denen SLE induziert
wurden, kam es in 11.8% zu einer Verdnderung deasvirdtstyps. Fur die resistenten SLEs
(81.6% der getesteten Gewebeschnitte) lielien sighifisante Veranderungen fur alle
Parameterwerte sichern. Zwischen den Effekten a¢ikénvulsiva CBZ, VPA und PHT auf das
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Aktivitatsmuster bestand keine Differenz  und fUr e diverbleibenden normierten
Aktivitatsparameter resistenter SLE waren nur ggtigige Unterschiede zu verzeichnen: der
VPA-Effekt auf die sfp-Amplitude war groRer als den CBZ, [K']min war sowohl fiir CBZ als
auch VPA gegeniiber PHT angestiegen.

3.4. Hauptversuche Il: Kann die Koapplikation von A ED und MDTI die
AED-Effektivitat erh6hen?

Insgesamt wurden in 106 Gewebeschnitten aus 3%eRriffekte der Koapplikation mit
einem der Antikonvulsiva und beiden MDTI (VPM un8N¥) betrachtet. Es kam in 12.3% der
untersuchten Gewebeschnitte zur kompletten Aktsst@ppression. Abb. 19 lasst erkennen, dass
die Aktivitatsmuster SLE und IIS verschieden aué ?dED-MDTI-Koapplikation reagieren.
Gewebeschnitte, die nach 20 Minuten Perfusion niiDAbzw. MDTI das Muster IIS zeigen,
reagieren signifikant haufiger mit einer komplet@®umppression der epileptiformen Aktivitat als
jene, die SLE generierten (33% vs. 4 %, n = 30,0/460.001, exakter Test nach Fisher). IS ist
somit sensitiver fur die Koapplikation von AED uMtDTI als SLE.

Effekte der Koapplikation von AED und MDTI auf die Aktivitatstypen

’_***_|
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c
-g 100
8 807
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60
g=
2
H 40
3 20 | [ ] keine Suppression
2 .
°© S
N ' B Suppression
s TSLE/SLE
n=230 n=76

Abb. 20 - Effekte der Koapplikation von AED und MDT | auf die Aktivitdtstypen.  Signifikant
unterschiedliche Sensitivitat der Aktivitditsmuster SLE und 1IS auf die Koapplikation von AED und MDTI (p
< 0.001, exakter Test nach Fisher). n: Anzahl der Gewebeschnitte.
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Um zu erfahren, ob die Dauer der MDTI-Applikatiair fdie Effekte der Koapplikation von
Bedeutung ist, wurden zwei verschiedene Protokoligewandt. In 86 Gewebeschnitten von 31
Patienten wurden zuerst ein AED und danach die MapHliziert — ,Protokoll 1* (Pl AED: 20
Minuten Prainkubation mit einem AED, weitere 20 Mien Koapplikation mit MDTI). In der
Teilstichprobe ,Protokoll 2* wurden in 30 Gewebesitte von 13 Patienten erst die MDTI und
danach ein AED appliziert (P1 MDTI: 20 Minuten Rri@ubation mit MDTI, weitere 20 Minuten
Koapplikation mit einem AED). Abb. 21 weist aus, sdazwischen den Effekten der
Koapplikation auf SLE in beiden Protokoll-Gruppeeirie signifikanten Differenzen bestehen,
weder hinsichtlich der Veradnderungen des Aktivitéisters (p=0.640, exakter Test nach Fisher,
Abb. 21A) noch im Hinblick auf die Modulationen déktivitatsparameter resistenter SLE
(Abb. 21B, C).

Effekte und Modulationen durch die Koapplikation von AED und MDTI:
Vergleich der Aktivitat fur Protokoll 1 und 2.

A
Effekte auf SLE

100 -

[e]
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D keine Veranderung
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»
o

40
D SLE ersetzt durch 1IS
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0 I . ——
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PIAED PI MDTI
n =60 n=16 n=76

B C
Modulationen der verbleibenden Aktivitat Modulationen der verbleibenden Kaliumparameter
verbleibende Parameterwerte in % des Kontrollwerts verbleibende Parameterwerte in % des Kontrollwerts
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Abb. 21 — Effekte und Modulationen durch die Koappl ikation von AED und MDTI: Vergleich der
Aktivitat fir Protokoll 1 und 2.  A: Veranderungen der Aktivitatsmuster fir die Protokolle 1 und 2. B:
Vergleiche der verbleibenden Aktivitatsparameter flr persistierende SLE in Protokoll 1 und 2. C:
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Vergleiche der verbleibenden Kaliumkonzentrationsparameter fur persistierende SLE in Protokoll 1 und 2.
B-C Zum statistischen Vergleich der unabhéngigen Stichproben diente der Mann-Whitney-Test. n: Anzahl
der Gewebeschnitte

Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dassnk. langere Perfusion mit MDTI (,,Protokoll
2“) nicht zu einer starkeren Wirksamkeit der Koaggion von AED und MDTI fihrt und 2.)
dass die mit beiden Protokollen erhaltenen Ergebniigr die Einschatzung der Ergebnisse zur
Koapplikation zusammengefasst werden kdnnen.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, zu klaren ob die &uliche Applikation von MDTI zu einer
besseren Effizienz der AED fluhrt. Es konnte bigtjgezeigt werden, dass das Gewebe in den
meisten Fallen des Auftretens von SLE resistent geiné AED-Perfusion reagiert (keine
Veranderung des Aktivitatsmusters 81.6% der Gewdhatte). In der folgenden Abb. 22
werden die Effekte der AED-MDTI-Koapplikation aufedAED-resistenten SLE beschrieben
und mit den in Abb. 18 fiir AED abgebildeten Ergalsen verglichen.

Nach Koapplikation sind AED-resistente SLE in 5%r déewebeschnitte nicht mehr
nachweisbar, zeigen in 36.7% eine Veranderung @&siftsmusters zu IS und in 58.3% keine
Veranderung (also eine Resistenz der Aktivitat).

An den resistenten Gewebeschnitten mit krampfarédgivitat bewirkt die Koapplikation eines
AED und beider MDTI einen Anstieg der Ereignisrasegnifikant starkere Reduktionen der
Parameter sfp-Amplitude, peak-Amplitude, Ereignisgta und der durchschnittlichen
Parameterwerte av5, av3. Weiterhin zeigt sich em&ergleich zu den AED-Effekten starkere

Verminderung der [K]-Parameter Maximum und Anstieg.

40



Koapplikation von AED und MDTI:
Vergleich zwischen Effekten der Koapplikation und der AED auf SLE

Kontrolle AED und MDTI Erholung
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D SLE ersetzt durch IIS, n = 22
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Abb. 22 — Koapplikation von AED und MDTI: Vergleich zwischen Effekten der Koapplikation und

der AED auf SLE. A: Persistenz von SLE (Kontrolle, 1 mM VPA, 1 mM VPA + MDTI, Erholungsphase).
B: Veranderung des Aktivitatsmuster SLE zu IIS unter Koapplikation (Kontrolle, 50 uM CBZ, 50 uM CBZ
+ MDTI, Erholungsphase). C: Suppression von SLE unter Koapplikation (Kontrolle, 50 uM CBZ, 50 uM
CBz + MDTI, Erholungsphase). D: Verteilung der verschiedenen Koapplikations-Effekte auf AED-
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resistente SLE. E: Vergleich der verbleibenden Parameterwerte fiir die persistierenden SLE: AED allein
vs. Koapplikation mit MDTI. F: Vergleich der verbleibenden [K*]-Parameterwerte fiir die persistierenden
SLE: AED allein vs. Koapplikation mit MDTI. E-F Fir den statistischen Vergleich wurde der Wilcoxon-Test
(zweiseitig, exakte Signifikanz) verwendet. Signifikanzmarkierungen: * = p < 0.05, * =< 0.01, ** = p <
0.001. n: Anzahl der Gewebeschnitte.

In der Diskussion um die Bedeutung von Multidrugdisportern fir die Pharmakoresistenz bei
Epilepsie stellt sich unter anderem auch die Fragéche Antikonvulsiva Substrate der aktiven
Transportproteine sind. Eine aktuelle Studie besbhrPHT als Substrat des humanen Pgp,
wahrend CBZ in den an Pgp exprimierenden Zells¢bichiurchgefiihrten Experimenten nicht
von Pgp transportiert werden soll (Luna-Tortés et2808). Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimente bieten die Mdglichkattf funktionaler Ebene einen Beitrag zur
kontroversen Diskussion um die Substratspezifig@tdDTI zu leisten. Es muss gepruft werden,
ob sich die Wirkungen der Koapplikation fur die giigen AED unterscheiden. Die oben
genannte Studie lasst vermuten, dass PHT bei Blngkg der Transportproteine ofter zu einer
kompletten Aktivitatssuppression fuhrt als CBZ oWl®A. Im Folgenden werden die Effekte der
Koapplikation mit den MDTI fur die AED CBZ, VPA un®HT einzeln beschrieben und
miteinander verglichen (siehe Abb. 23). Da es &iehden Ergebnissen der Koapplikation in
beiden Protokollen um statistisch homogene TedHptioben handelt, werden die Ergebnisse
aus der Gesamt-Stichprobe ermittelt.

Bei Koapplikation von CBZ und MDTI wurde eine korafie Suppression der Aktivitat in 6.7%
von 30 Gewebeschnitten erreicht, unter VPA und MDTB.0% von 33 und unter PHT und
MDTI in 0% von 13. Eine Veranderung der AktivitadrvSLE zu IIS war unter CBZ und MDTI
in 50% der getesteten Gewebeschnitte zu beobaalriter, VPA und MDTI in 33.3 % und unter
PHT und MDTI in 23.1%. Die entsprechenden Antedsistenter Gewebeschnitte betragen unter
CBZ und MDTI 43.3%, unter VPA und MDTI 63.6% undtenPHT und MDTI 76.9%. Die
Unterschiede sind jedoch statistisch nicht sigaifitk(exakter Test nach Fisher: p = 0.269).
Betrachtet man die verbleibenden Aktivitdtsparamitedie persistierenden SLE, so zeigt sich
fur VPA kombiniert mit den MDTI eine signifikant &kere Reduktion der Dauer des
epileptiformen Ereignisses als mit CBZ und MDTI 8% vs. 86.5%, n = 21, 13, p = 0.032,
Mann-Whitney-Test, exakte zweiseitige Signifikanz).
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Effekte und Modulationen von SLE durch jeweils
CBZ, VPA oder PHT mit MDTI.

A (n.s.)
| | |
100 A
80 1
60 1
[] keine Veranderung
40 A
D SLE ersetzt durch IIS
20 1
. Suppression
ol T el ,
CBZ + MDTI VPA + MDTI PHT + MDTI
n=30 n=33 n=13
verbleibende Parameterwerte in % des Kontrollwerts verbleibende Parameterwerte in % des Kontrollwerts
sfp peak dauer frequenz avh [K+]min [K+]max A[K+]

] cBz + MDTI, n =13 @ vPA+MDTI,n=21 [ PHT + MDTI, n =10

Abb. 23 — Effekte und Modulationen von SLE durch je  weils CBZ, VPA oder PHT und MDTI. A:
Veranderungen des Aktivitatsmusters SLE nach Applikation jeweils eines der AED mit den MDTI. Die
Unterschiede werden statistisch nicht signifikant (exakter Test nach Fisher, p = 0.269). B: Vergleich der
verbleibenden Werte der Aktivitatsparameter nach Koapplikation fir jeweils CBZ, VPA und PHT bezogen
auf den 100 % messenden Kontrollwert zu Versuchsbeginn. C: Vergleich der verbleibenden Werte der
[K']-Parameter fiir jeweils CBZ, VPA und PHT bezogen auf den Kontrollwert zu Versuchsbeginn (= 100
%). B-C Die statistischen Vergleiche zwischen jeweils zwei Stichproben erfolgten nach dem Mann-

Whitney-Test (zweiseitig, exakte Signifikanz). Signifikanzmarkierung: * = p < 0.05 fir den Vergleich
Koapplikation mit CBZ vs. Koapplikation mit VPA. n: Anzahl der Gewebeschnitte.

Es lasst sich feststellen, dass zwischen den Wgdwirvon CBZ + MDTI, VPA + MDTI und
PHT + MDTI keine deutlichen Unterschiede bestelH&dT, das in der aktuellen Literatur als
Substrat der MDTI beschrieben wurde, bewirkt in deer durchgeflihrten Experimenten mit

MDTI die geringsten Veranderungen.

Zusammengefas#tam es nur in 12.3% der untersuchten Gewebeschnitte kompletten
Aktivitatssuppression. Da Gewebeschnitte, die ardeEder Prainkubationsphase IIS zeigten,

nach Koapplikation von AED und MDTI signifikant Héger mit einer kompletten Suppression
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der epileptiformen Aktivitat reagierten, scheine dnteriktal-artige Aktivitat sensitiver fur die
Koapplikation von AED und MDTI zu sein als SLE.

Hinsichtlich der Veranderungen des AntwortmustdrE $Suppression, Ubergang von SLE in
IIS, Konstanz) zeigten sich bei insgesamt langeedaer Applikation der MDTI in Protokoll 2
im statistischen Vergleich zu Protokoll 1 keinensiiganten Differenzen (P1 5%, 36.7%, 58.3%
vs. P2 0%, 43.8% und 56.3%, p = 0.640, exakter mash Fisher). Dies qilt auch fur die
Modulationen der Parameter resistenter SLE (Manim#WirTest, exakte  zweiseitige
Signifikanz).

Im Hinblick auf die Frage ob durch eine Koapplikatimit MDTI die Wirkung der AED
verstarkt bzw. die Resistenz aufgehoben werden, kagigen unter AED resistente SLE nur in
5% der Gewebeschnitte eine Suppression der AkKivitd 36.7% eine Veranderung des
Aktivitatsmusters von SLE zu IIS und in 58.3% dezwebeschnitte keine Verdnderung (also
eine Resistenz der Aktivitat). In der resistentédtivitat provoziert die Koapplikation von AED
und MDTI eine signifikant grof3ere Zunahme der Emmgate und eine signifikant starkere
Reduktion der Parameter sfp-Amplitude, peak-Ampitwnd Ereignisdauer. Weiterhin zeigt
sich eine starkere Verminderung von'Ti.x und A[K™] (alle Vergleiche p < 0.001, Wilcoxon
Test, exakte zweiseitige Signifikanz).

Zwischen den elektrophysiologisch erfassbaren Wigem der Koapplikation von CBZ +
MDTI, VPA + MDTI und PHT + MDTI lasst sich bei retenten SLE eine starkere Verkirzung
der Ereignisdauer fir VPA + MDTI im Vergleich zu ZB- MDTI statistisch sichern, ansonsten
bestehen kaum Differenzen. Auch die sichtbaren rdateede im Hinblick auf den zahlenméafig
groReren Anteil resistenter SLE, den geringereneidrdn Musteranderungen zu IS und
Suppressionen bei Koapplikation von PHT und MDTdsstatistisch ohne Relevanz. Das heil3t,
dass in vitro im humanen Temporalen Kortex zwisc88Z, VPA und PHT keine Unterschiede
hinsichtlich ihrer Substrat-Eigenschaften fur PGid WIRP auffallig werden.

3.5. Vergleich: Kontrollversuche — Hauptversuche

Um die fur AED, MDTI und deren Koapplikation beselbenen
Aktivitatsveranderungen besser einschatzen zu kiyjnmerden hier die bereits in den Kapiteln
3.3. und 3.4. im Vergleich zu den jeweiligen Ausgmamerten ermittelten Effekte mit jenen
verglichen, die im zeitlichen Verlauf der unter 3dargestellten Kontrolluntersuchungen

44



aufgetreten sind. Dabei wird versucht, die Fragebeantworten, ob sich die durch Gabe der
Pharmaka hervorgerufenen Aktivitdtsveranderungen ydeit“-abhangigen Veranderungen

ohne Substanzapplikation unterscheiden (Abb. 24).

Zuerst sollen die in den Teilstichproben AED (88M8beschnitte von 31 Patienten), MDTI (40
Schnitte von 19 Patienten) und ,keine Substanz” $thnitte von sechs Patienten) nach 20
Minuten verglichen werden (Abb. 24). Es fallt haarf, dass nur die AED in den untersuchten
Stichproben zu einer Suppression fihren (8.1% A&4d#). Dies wird jedoch statistisch nicht

signifikant (exakter Test nach Fisher: AED vs. MOXE 0.096; AED vs. keine Substanz p
0.590).

Vergleich der Protokolle 1 vs. 2 vs. “ohne Substanzapplikation”
zu aquivalenten Zeitpunkten im Versuchsablauf (nach 20 min)
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Abb. 24 — Vergleich der Effekte in den Protokollgru ppen AED vs. MDTI vs. ,ohne

Substanzapplikation® zu &quivalenten Zeitpunkten im Versuchsablauf (nach 20 min). A
Suppression der Aktivitdt unter AED, MDTI und ohne Substanzapplikation. B: Aktivitatsveranderungen
bei SLE. C: Modulationen der resistenten SLE unter AED. D: Modulationen der resistenten SLE unter
MDTI. E: Modulationen der resistenten SLE ,ohne Substanzapplikation*. In A-B wurden fir die
statistischen Vergleiche zwischen den Teilstichproben der exakte Test nach Fischer verwendet, in C-E

der Mann-Whitney-Test (zweiseitig, exakte Signifikanz). Die Signifikanzmarkierungen bedeuten: * = p <

0.05, ** = <0.01, *** = p < 0.001. Die Farbe der Markierungen ist rot fiir den Vergleich AED vs. MDTI in
D, ebenfalls rot fir den Vergleich AED vs. ,keine Substanz“ in E und grin fur den Vergleich MDTI vs.
.Keine Substanz" in E. n: Anzahl der Gewebeschnitte.

Werden nur die induzierten SLE analysiert (n =38,13 Gewebeschnitte, Abb. 24B), bestehen
signifikante Unterschiede zwischen AED und MDTIH{®.027, exakter Test nach Fisher) und
zwischen MDTI und ,keine Substanz” (p = 0.042), rabeine Unterschiede zwischen AED und
.Keine Substanz* (p = 0.352).

Beim Vergleich der verbleibenden Aktivitatsparamatesistenter SLE (Mann-Whitney-Test)
gibt es ebenfalls signifikante Differenzen zwiscidtD und MDTI (n = 62, 22 Gewebeschnitte,
rote Markierungen Uber den griinen Saulen in Abl)2{Die Ereignisrate war fur AED im
Vergleich zu MDTI weniger stark erhoht (107.6% ¥86.3% des jeweiligen Kontrollwerts, p =
0.023), [K]min war starker erhoht (105.4% vs. 101.3%, p = 0.08) [K']max Weniger stark
verringert (94.7% vs. 91.3%, p = 0.03).

Im Vergleich zwischen den Gruppen AED und ,keindb8anz* (n = 62, 13 Gewebeschnitte,
rote Markierungen in Abb. 24E) ist der verbleibendWert fir den Parameterdurchschnitt
»-avb" unter AED signifikant kleiner als in der Gnog ,ohne Substanzapplikation“ (93.7 % vs.
100.2 %, p = 0.043, Mann-Whitney-Test), Tiax kleiner (94.7% vs. 103.2%, p = 0.04) ebenso
wie A[K™] (83.8% vs. 95.4%, p = 0.02).

Zwischen den Gruppen MDTI und ,keine Substanz” (82; 13 Gewebeschnitte) waren einige
verbleibende Parameterwerte unter MDTI starker zexitials in der Gruppe ,keine Substanz®
(grine Markierungen in Abb. 23E): die sfp-Amplitu@®8.6% vs. 97.7%, p = 0.022), die
Ereignisdauer (74.2% vs. 93.9%, p = 0.019), declikehnittliche Parameterwert av3 (85.3% vs.
95.6%, p = 0.005), [KHmax(91.3% vs. 103.2%, p = 0.002) und[K"] (76.7% vs. 95.4%, p =
0.001).

Zum Vergleich vorKoapplikation und Kontrollexperimenten ohne Substanzapplikateoralog
dem Zeitpunkt der Koapplikation: nach 40 Minuterr&tehsdauer, Abb. 25) kénnen insgesamt
121 Gewebeschnitte von 44 Patienten herangezogemdemwe (Koapplikation: 106

Gewebeschnitte von 39 Patienten, keine Substan@elfebeschnitte von sechs Patienten).
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In den Messungen mit Koapplikation von AED und MDzEigen 12.3% der Gewebeschnitte
eine vollstandige Suppression der Aktivitdit wahrend den Messungen ohne
Substanzapplikation keine Suppression auftritt (A8A, p = 0.366, exakter Test nach Fisher).

Vergleich der Koapplikation mit AED und MDTi vs. “ohne Substanzapplikation”
zu aquivalenten Zeitpunkten im Versuchsablauf (nach 40 min).
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Abb. 25 — Vergleich der Koapplikation mit AED und M DTI vs. ,ohne Substanzapplikation* zu
aquivalenten Zeitpunkten im Versuchsablauf (nach 40 min). A: Suppression der Aktivitdt unter
Koapplikation und Persistenz ohne Substanzapplikation. B: Aktivitdtsverdnderungen bei SLE. C:
Modulationen der resistenten SLE unter Koapplikation. D: Modulationen der resistenten SLE ohne
Substanzapplikation. In A-B wurde fur die statistischen Vergleiche zwischen den Teilstichproben der
exakte Test nach Fischer verwendet, in C-D der Mann-Whitney-Test (zweiseitig, exakte Signifikanz). Die
Signifikanzmarkierungen bedeuten: * = p < 0.05, ** = < 0.01, *** = p < 0.001. Die Farbe der Markierungen
ist blau fiir den Vergleich Koapplikation vs. ,keine Substanz® in D. n: Anzahl der Gewebeschnitte

Fur SLE (n = 76 Gewebeschnitte, 3.9% Suppressi8r298 Aktivitatsdnderung zu IS, 57.9%

ohne Veranderung) ergibt sich ein signifikanteredsthied zur Kontrollgruppe (n = 13, 100%

der SLE stabil, Abb. 25B, p = 0.009, exakter TestmFisher).

Die nach Koapplikation persistierenden SLE (n = B2,Gewebeschnitte) zeigen im Vergleich

mit den Kontrollversuchen ohne Substanzapplikal@bb. 25C,D) starkere Reduktionen der

Ereignisamplituden, der Ereignisdauer und voriK*] (sfp: 70% vs. 95%, < 0.001; peak:
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73.1% vs. 94.5%, g 0.001; Dauer: 68.1% vs. 86.3%, p = 0.044; av#A%Ovs. 92%, < 0.001;
avs: 84.4% vs. 97.3%, p = 0.003; Jkax 83.4% vs. 101.3%, g 0.001;A[K™]: 54.5% vs.
90.9%, p< 0.001).

Im Kontext zu den beschriebenen Effekten der Phisamand ihren Unterschieden zu Zeit-
abhangigen Veranderungen in der Kontrollgruppeaigth von Interesse, ob die Effekte nach
dem Auswaschen der Medikamente in der Erholungsptea®rsibel sind (nicht abgebildet). Die
Aktivitat in der Erholungsphase wird mit der inderzen Aktivitat verglichen und wie folgt
kategorisiert: (1) Das induzierte Muster der AKR&wi ist stabil; (2) eine aufgetretene
Veranderung des Musters (Suppression, VerdnderundlS) ist reversibel, oder (3) die
aufgetretene Veranderung ist teilweise (nach Sggme von SLE entwickelt sich 11S) bzw.
komplett irreversibel. Die Anteile dieser Kategariir initial induzierte SLE betragen in den
zwei Teilstichproben der Koapplikation Prainkubatmit AED (Pl AED: 48%, 27% und 25%
(n = 68 Gewebeschnitte) bzw. Pra-Inkubation mit MIHI MDTI) 38%, 24%, und 38% (n = 21
Gewebeschnitte) und in der Kontrollgruppe 100%, 0% 0% (n = 13 Gewebeschnitte); (PI
AED vs. Kontrollgruppe: p = 0.002; PI MDTI vs. Kaaligruppe: p = 0.002; Pl AED vs. PI
MDTI p = 0.559; exakter Test nach Fisher). Das theaiich Auswaschen von AED und MDTI
gibt es in den Teilstichproben der Koapplikatiogngiikant grol3ere Anteile reversibler und
irreversibler Veranderungen des Musters SLE atkeimKontrollgruppe.

Die entsprechenden Vergleiche der verbleibendeanketerwerte resistenter bzw. erholter SLE
ergeben signifikante Unterschiede fur die Amplitudier SLE (Pl AED vs. Kontrollgruppe: sfp
70.9 £ 3.01% vs. 89.5 + 4.76%, n = 49, 13, p = OfHak 75 + 2.36% vs. 89 + 4.70%, p =
0.014) oder nur fur die sfp-Amplitude und den Aegtider Kaliumionen-Konzentration (Pl
MDTI vs. Kontrollgruppe: sfp 62.6 + 6.42% vs. 8%%.76%, n = 11, 13, p = 0.008[K "] 52.7
+6.26% vs. 79.6 £ 4.63%, n =9, 13, p = 0.003grdteine Unterschiede zwischen den Gruppen
PI AED und Pl MDTI.

Im Gegensatz zur Erholungsphase sind im Hinblick die am Ende des Experimentes
verbleibenden Feldpotential-Amplituden (in Prozeles Wertes am Start des Experimentes)
keine Differenzen zwischen den genannten Gruppehwsisbar (z.B. kurz-latente Potentiale:
PI AED 97 + 8.1%, PI MDTI 95 + 5.3%, Kontrollgrup®8 + 8.4%, n = 31, 24, 15).

Die in diesem Kapitel dargestellten Befunde lassehn wie folgt zusammenfassen:
Der Anteil der Gewebeschnitte, deren Aktivitat du/sED oder Koapplikation von AED und
MDTI supprimiert wird (8.1%, 12.3%), ist jeweils klein, um im Vergleich zur Kontrollgruppe

(0%) das Niveau statistischer Signifikanz zu efhrerc
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Die Haufigkeit von Musterdnderungen der SLE ist der MDTI-Gruppe bzw. in der
Koapplikations-Gruppe jeweils grofRer als in der Kollgruppe, jedoch nicht in der AED-
Gruppe.

Hinsichtlich der verbleibenden Parameterwerte tesisr SLE sind im Vergleich zu den
Kontrolluntersuchungen signifikante Unterschiedehzaweisen: Unter AED sind die Parameter
avs, [K]max und A[K™] deutlicher vermindert, unter MDTI die Parametfr, peak, Dauer, av3,
[KTmax A[K'] und unter Koapplikation alle Parameter mit Ausnahder Ereignisrate und der
Frequenz.

In der Erholungsphase zeigen SLE in den GruppeABEE) und Pl MDTI mehr reversible und
irreversible Musterdnderungen als in der Kontroipgre, sowie starkere Verminderungen der
Amplituden resistenter SLE (Pl AED) bzw. der sfp-plitude undA[K*] (P1 MDTI).

Nach Perfusion mit normaler ACSF (3 mM Kalium, k&itucullin) am Ende des Experiments

sind die reiz-evozierten Feldpotentiale in alleai @&ruppen ohne Unterschied gut erhalten.

3.6. Gibt es Zusammenhange zwischen Patientendaten und in vitro
erfassbaren Wirkungen von Antikonvulsiva (AED) und Transport-
Inhibitoren (MDTI)?

Fur pharmakoresistente Patienten, deren Gewebaprdbktrophysiologisch untersucht
worden sind, liegen folgende Daten vor: Indikatanm Operation, Geschlecht, Alter, Dauer der
Erkrankung, Beginn der Erkrankung, verschiedener&i{teristika der Erkrankung (Art und
Anzahl der Anfalle/Monat, Anzahl der sekundéar gehsierten Anfalle/Jahr), Pharmako-
Therapie, normierte Serum- bzw. Gewebe-Konzentratioder AED zum Zeitpunkt der
Operation (soweit verfugbar), Ort der Gewebe-Résekiund Pathologie des resezierten
Gewebes (Tabelle 3).
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Aura/  Anf./ SGS/
Nr.  w/m Alter Dauer Beginn Seite Ind. Kortex Path. M M a
1 W 27 21 6 L NCHI path. ™ k.A. k.A. k.A.
2 m 34 17 17 R MTLE unauf. HS 5 5 0.01
3 m 42 38 4 L MTLE unauf. HS 6 30 0.01
4 w 49 22 27 L MTLE unauf. HS kA. 5 kA
5 w 48 44 4 L MTLE unauf. HS 4 8 k.A.
6 w 58 45 13 R MTLE wunauf. nHS kA. 2 0.1
7 W 44 42 2 L MTLE unauf. HS 11 7 0.01
8 m 40 37 3 R MTLE unauf. HS 4 4 kA
9 w 60 33 27 L MTLE wunauf. nHS 2 kA
10 w 37 10 27 R MTLE wunauf. nHS 1.5 1.5 15
11 w 51 11 40 R MTLE unauf. nHS 4.5 12
12 m 58 23 35 R MTLE unauf. HS 4 4 0.1
13 w 48 18 30 R MTLE unauf. HS 2 12
14 W 55 25 30 R NCHI path. DP 10 10 0.1
15 m 15 6 9 L MTLE unauf. HS 4 8 0.1
16 w 39 18 21 L MTLE wunauf. nHS kA. kA 36
17 m 43 42 1 L MTLE unauf. HS 0.3 0.3 0.1
18 w 23 11 12 R MTLE unauf. nHS 5 5 0.1
19 m 29 6 23 L MTLE wunauf. nHS 0.5 05 kA
20 W 14 2 12 R MTLE path. KoP 12 12 1
21 W 15 14,5 1 L MTLE unauf. HS 30 30 kA
22 m 52 50 2 L MTLE unauf. HS 10 5 0.1
23 m 24 10 14 R MTLE path. KoP 150 k.A. 1
24 w 24 5 19 R MTLE path. KoP 10 10 1
25 m 38 12 26 R MTLE unauf. nHS kA. 1 1
26 m 22 12 10 R MTLE unauf. nHS 4.5 4.5 0.1
27 w 39 6 33 L NCHI path. ™ 15 15 0.1
28 m 32 31 1 R MTLE unauf. HS 0 3.5 0.1
29 w 18 3 15 L MTLE path. KoP 8 8 0
30 m 39 26 13 R MTLE wunauf. nHS 2 2 0.1
31 m 61 4 57 L MTLE unauf. HS 2 2 0
32 m 5 4 L MTLE wunauf. nHS 0 kA 0.1
33 w 47 46 L MTLE unauf. HS 13 13 36
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Aura/  Anf./ SGS/

Nr. w/m Alter Dauer Beginn Seite Ind. Kortex Path. M M a
34 w 53 47 6 R MTLE wunauf. nHS kA. 10.5 0
35 m 12 4 8 R NCHI path. ™ K.A. 60 k.A.
36 m 40 27 13 L NCHI path. DP  k.A. 2.5 25
37 w 39 38 2 L MTLE unauf. HS kA. 3 24
38 m 46 24 22 L MTLE path. DP 25 3.5 kA
39 m 23 3 20 L MTLE unauf. HS k.A. 3 6
40 W 51 39 12 R MTLE unauf. HS 40 40 12
41 m 39 27 12 R MTLE path. KoP 4.5 4.5 0
42 w 21 17 R MTLE unauf. HS 2 2 kA
43 w 41 38 R MTLE unauf. HS 3 3 0.1
44 m 48 7 41 R MTLE unauf. HS 55 55 kA
45 w 46 32 14 R MTLE unauf. HS k.A. 75 0.01
46 m 21 12 9 R MTLE wunauf. nHS kA. 15 12
47 W 48 25 23 L MTLE unauf. HS k.A. k.A. k.A.

Tabelle 3 — Patientendaten. Darstellung von Geschlecht (w — weiblich, m — mannlich), Alter (in Jahren),
Dauer der Erkrankung (in Jahren), Beginn der Erkrankung (in Jahren), Seite der Resektion (L — links, R —
rechts), Indikation zur Operation (NCHI — neurochirurgische Indikation vs. MTLE — epilepsiechirurgische
Indikation bei mesialer Temporallappenepilepsie), Kortexpathologie (path. — klare Kortexpathologie,
unauf. — histologisch ,unaufféllig" bzw. diskret verandert), Gewebepathologie (HS — hippokampale
Sklerose, nHS — keine hippokampale Sklerose, KoP — nur kortikale Pathologie, DP — Doppel-Pathologie),
Anzahl der Auren im Monat, Anzahl der Anfélle im Monat und Anzahl der sekundéaren Generalisierungen
im Jahr (Spaltentberschriften von links nach rechts), k.A. — keine zuverlassigen Angaben.

Mit Ausnahme der pathologischen Befunde des redeni€sewebes lassen sich aus den Daten
kaum statistisch prufbare (ausreichend grof3e) iatigruppen ermitteln.

Um geeignete statistische Verfahren anwenden zwméi@nmusste getestet werden, ob die
Wertegesamtheiten der Patientendaten und der Ratiberzogenen elektrophysiologischen
Daten normal verteilt sind (siehe Auswahl in AbBA2 B, C). Der Kolmogorov-Smirnov Test
und/oder der Shapiro-Wilk-Test weisen aus, dass Werte fur Alter, Erkrankungsdauer,
Erkrankungsbeginn, Anzahl der Anfalle pro Monat umdinzahl der sekundaren
Generalisierungen pro Jahr nicht normal verteittdsiDies gilt auch fur einen Teil der
elektrophysiologisch erhobenen Daten, wie die Hisigte, Ereignisdauer, Frequenz der
Entladungen innerhalb eines Ereignisses und.fk (nicht dargestellt). Deshalb kamen fiir den

Nachweis von Korrelationen mit wenigen Ausnahmerr @ang-Korrelationskoeffizient
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Spearman-Rho und fir die Testung auf Signifikanz v@ruppen-Unterschieden nicht-

parametrische Verfahren zum Einsatz.

Patientendaten: Haufigkeitsverteilungen und Korrelationen
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Abb. 26 — Patiendendaten: Haufigkeitsverteilungen u  nd Korrelationen. A-C  Haufigkeitsverteilungen:
A: Dauer der Erkrankung, B: Beginn der Erkrankung und C: normierte Gewebekonzentration der AEDs
zum Zeitpunkt der Operation. D-F Streu-/Punkt Diagramme. D: Dauer der Erkrankung und Alter des
(Patienten zum Operationszeitpunkt); E: Beginn und Dauer der Erkrankung. F: normierte
Gewebekonzentration und normierte Serumkonzentration. Bei den markierten funf Patienten unter dem
unteren Konfidenzintervall wére eine durch MDT an der Blut-Hirn-Schranke verursachte Pharmako-
resistenz moglich. n: Anzahl der Patienten.
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Innerhalb des Patienten-Kollektivs korrelieren Biguer der Erkrankung positiv mit dem Alter
(Abb. 26D) und der Beginn der Erkrankung negativ der Dauer der Erkrankung (Abb. 26E).
Aus den beiden Grafen geht auch hervor, dass hitfisit des Alters der Patienten und bis zu
einer Krankheitsdauer von etwa 35 Jahren die pagisdthen Befunde ,unauffallig” (keine
pathologischen Zeichen, maRige Gliose, einzelnerbietpe Neurone) und ,klar beschreibbar”
(Tumor, Dysplasie, Atrophie, Lasion, Kontusio) Ubappen. Nimmt man an, dass die Werte der
normierten Serum- und Gewebekonzentrationen der AB®mal verteilt sind (nach
Kolmogorov-Smirnov), steigt die Gewebekonzentraieoweit dokumentiert) linear positiv mit
der Serumkonzentration der AED. Aul3erdem wird detidass fiinf der 18 Patienten bei nicht
unterscheidbaren normierten SerumkonzentrationeABBD (52 + 5.2%, n =5 vs. 50 + 8.6%, n
= 13, p = 0.703) deutlich geringere normierte Geskelmzentrationen der AED zeigen (10 £
4.0% vs. 65 + 12.9%, p = 0.004 Mann-Whitney-Tesakte Signifikanz, zweiseitig) (Abb. 26F).
Diese funf Patienten kdmen als potentielle Anwafiereine durch MDT an der Blut-Hirn-
Schranke verursachte Pharmakoresistenz in Betr&uhtsind jedoch weder in Bezug auf die
Veranderungen bei Gabe von AED und MDTI noch himsich ihrer Patientendaten von den
anderen 13 Patienten zu unterscheiden (nicht daitjes

Pro Patient wurden 1-8 Gewebeschnitte getesteMittel 2.60 = 0.19 (Abb. 27). Die aus den
Schnitten erhaltenen metrischen Daten wurden figrjePatienten innerhalb der Behandlungs-

gruppen insgesamt oder hinsichtlich bestimmter émasgparat gemittelt.

Anzahl der untersuchten Kortexgewebeschnitte

Anzahl der untersuchten
Kortexgewebeschnitte

z:I_I O —’HHHH—’TWHHHH(-WHHHH{HH_HFT )’

1 5 10 20 30 40 MW
Patient

Abb. 27 — Anzahl der untersuchten Kortexgewebeschni  tte pro Patient. In neun von 47 Patienten
wurde nur jeweils ein Gewebeschnitt untersucht. Diese werden in den Betrachtungen zur Homogenitat
und Heterogenitat von Behandlungs-bedingten Aktivitdtsmusterdnderungen in vitro nicht beriicksichtigt.
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Die durch Gabe von Substanzen in einem Gewebessenitrsachten Anderungen des Musters
epileptiformer Aktivitdt bestanden in Suppressitiergang von SLE zu IIS oder Resistenz
(keine Anderung). Wurde pro Patient mehr als eirw@reschnitt getestet, waren gleiche
(homogene) oder unterschiedliche (heterogene) teffak beobachten. Letztere wurden als ,Mix
aus Resistenz und Suppression“ bzw. als ,Mix mitefgang zu IIS* kategorisiert, wenn
mindestens ein Gewebeschnitt des Patienten dieeirmifius bezeichnete Veranderung zeigte.
In den Abb. 28 und 29 sind unter A die Effekte &lle Patienten der Teilstichproben AED,
MDTI und ,ohne Substanzapplikation“ dargestelltcladtr jene Patienten, von denen nur ein
Gewebeschnitt zur Auswertung kam. In den Grafikesiri8l jeweils nur die Anteile homogener
und heterogener Anderungen abgebildet, also vonierRah mit mindestens zwei
Gewebeschnitten in der Analyse. Die weiteren Graphdeiden Abbildungen sollen zeigen, ob
und wie sich Patienten unterscheiden, deren AHtivilen dargestellten Veranderungen
unterliegt.

Es fallt auf, dass in den KontrolluntersuchungeneoBubstanzapplikation (n = funf Patienten)
keine Veranderungen des Musters induzierter ejfibepter Aktivitat auftreten, wahrend sowohl
die Applikation von AED (n = 31 Patienten) als aultd der MDTI (n = 11 Patienten) bei 26 %
bzw. 36 % der Patienten mit derartigen Verdndemng@hergehen (Abb. 28A). Trotz der
deutlichen Differenzen zur Kontrollgruppe ergebene dstatistischen Vergleiche der
entsprechenden Anteile keine signifikanten Untaestdh zwischen den Versuchsgruppen AED
bzw. MDTI und ,keine Substanz” (p = 0.728 bzw. p.345, Fishers exakter Test).

Fur die Teilstichproben AED (n = 26) und MDTI (n8 wurden bei 26.9% und 25% der
Patienten heterogene Effekte beobachtet (s. AbB).28uch hier zeigen sich im statistischen
Vergleich mit den Kontrolluntersuchungen (n = 4jnikesignifikanten Differenzen (p = 0.548, p
= 0.515, Fishers exakter Test).

54



In vitro Effekte von AED auf das Gewebe der Patienten
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Abb. 28 — In vitro Effekte der AED auf das Gewebe d er Patienten: Vergleich zur Gabe von MDTI
und zu Kontrollversuchen ,,ohne Substanzapplikation® (unabhangige Patientengruppen). A: Anteile
von Patienten mit den in der Legende bezeichneten Effekten in den Behandlungs-Gruppen. B: Anteile der
Patienten, in deren Gewebe homogene bzw. heterogene Effekte (unabhangig von der Qualitat der
Veranderungen) gefunden wurden (nur Patienten mit mindestens zwei Gewebeschnitten in der Analyse).
C-E: Daten der entsprechenden Patientenkollektive (,homogen“ weie Saulen, ,heterogen” blaue Saulen)
in der Behandlungs-Gruppe AED (Ordinate: Mittelwerte und Standardfehler; Abszisse:
Merkmalskategorien). C: Alter, Dauer und Beginn der Erkrankung (n = 19, 7). D: Anfélle/Monat (n = 18, 5)
und Sekundare Generalisierungen im Jahr (n = 14, 5). E: Normierte Serum- und Gewebekonzentrationen
der AED (n = 18, 7 und 7, 4). Alle erkennbaren Unterschiede sind statistisch insignifikant (A, B exakter
Test nach Fisher, C — E Mann-Whitney-Test). n: Anzahl der Patienten.
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Eine wesentliche Aufgabe meiner Arbeit bestand nd&erauszufinden, ob die funktionelle
Ausschaltung der Transportproteine PGP und MRPesezierten Gewebe pharmakoresistenter
Patienten die Effizienz der Pharmakotherapie steigkann. Die Effekte der in vitro
Koapplikation pro Patient wurden in der gleichen iS®ekategorisiert wie bei den bereits
geschilderten Effekten der AED. Um auszuschlie@ess die Dauer der Applikation von MDTI
entscheidend fur den Effekt ist, wurden die MDTlder einen Patientengruppe fir 20 Minuten
(nach Prainkubation mit AED (Pl AED), in der andeferuppe fur 40 Minuten (Gabe von AED
und MDTI nach Préainkubation mit MDTI, Pl MDTI) applert (jeweils 20 Minuten
Koapplikation von MDTI und AED). Zum Vergleich dite wieder die Kontrollgruppe ,ohne
Substanz-Applikation®.

Abb. 29A zeigt, dass sich die Anteile der Patientmit Veranderungen des Musters
epileptiformer Aktivitdt zwischen den Gruppen PI Bbbzw. PlI MDTI einerseits und der
Kontrollgruppe andererseits noch deutlicher unteesten als fur die Effekte der AED. Zum
Versuchszeitpunkt (40 Minuten nach Start des Puoikok blieb die Aktivitat in der
Kontrollgruppe unverandert, wohingegen in beideteyruppen der Koapplikation Suppression
und Veranderungen der Aktivitat zu IIS auftraten=0.618, p = 0.131; exakter Test nach
Fisher). Fur die Koapplikation waren bei Pl mit MDaufiger heterogene Effekte (71.4% von
sieben Patienten) festzustellen als bei Pl mit AB®3% von 24 Patienten), (siehe Abb. 28B).
Der relativ klare Unterschied lasst sich aber anatiesem Fall statistisch nicht sichern.

Bleiben Homogenitat und Heterogenitéat unbertckgjcibb. 29C), ist der Anteil der Patienten
mit Veranderung von SLE zu IIS in der Patientengaupl MDTI etwas grol3er (50% von zehn
Patienten) als in der Gruppe Pl AED (34.5% von 28idaten) wahrend Patienten mit
Suppression der Aktivitat in der Gruppe Pl AED @l¥ersus 10%) vergleichsweise etwas
haufiger vertreten sind (n = 29, 10, p = 0.699).

Die Patienten mit heterogenen Effekten waren vegdsveise jinger (Abb. 29D: p = 0.041) und
erlitten haufiger epileptische Anfélle (Abb. 29E=0.001, Mann-Whitney-Test). Patienten mit
Veradnderungen des Musters von SLE zu IIS waren ergMich zu Patienten mit Suppression
bzw. Resistenz ebenfalls durch eine signifikanti3gré Anfallsfrequenz charakterisiert (Abb.
29H). AuBerdem stammten die 18 Resektate ohne ®Werdng der Aktivitdt nach Koapplikation
von AED und MDTI von Patienten mit der Operationsglkation ,Fokale Epilepsie” (n = 34).
Im Gegensatz dazu fanden sich bei Patienten mitdiaresistenter Epilepsie, deren Operation
»neurochirurgisch” indiziert war (n = 5) keine ,isenten* Resektate (p = 0.039 Fishers exakter
Test, nicht abgebildet).
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In vitro Effekte der Koapplikation von AED und MDTI auf das Gewebe der Patienten
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Abb. 29 — In vitro Effekte der Koapplikation von AE D und MDTI auf das Gewebe der Patienten:

Vergleich zwischen Patienten-Gruppen, in deren Gewe be die Koapplikation nach Prainkubation

mit AED (Pl AED) bzw. MDTI (Pl MDTI) durchgefihrt w urde (unabhangige Patientengruppen,
Zeitpunkt des Vergleichs: 40 Minuten nach Start der Protokolle einschlielich Prainkubation). A: Anteil
der Patienten mit den nach Koapplikation beobachteten Effekt-Kategorien in den Gruppen ,PlI AED", ,PI
MDTI* und ,Kontrolle® (ohne Substanzapplikation). B: Anteile der Patienten mit homogenen und
heterogenen Effekten in den Gruppen ,PI AED" und ,PI MDTI"* (nur Patienten die mindestens zwei
Gewebeschnitte in der Analyse hatten). C: Anteile der Patienten deren Effekte im Hinblick auf die Qualitat
der Veranderung des Musters epileptiformer Aktivitdit zusammengefasst wurden (Legende). D-F:
Vergleich der Patientenkollektive mit homogenen und heterogenen Verdnderungen des Musters
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epileptiformer  Aktivitat  (Mittelwerte und Standardfehler verschiedener Merkmale in der
zusammengefassten Stichprobe (Pl AED und Pl MDTI), ,homogen“ weil3e Saulen; ,heterogen“ blaue
Saulen). D: Alter, Dauer und Beginn der Erkrankung (n = 18, 13). E: Anfélle/Monat (n = 15, 13) und
sekundéare Generalisierungen im Jahr (n = 14, 10). F: Normierte Serum- und Gewebekonzentrationen der
AED (n =18, 12 und 9, 5). G-I: Vergleich der Patientenkollektive in deren Gewebe die unter C genannten
Effekte mindestens in einem Schnitt zu beobachten waren. Die Anzahl der Patienten ,(mit) Suppression®
(Saulen turkis), (mit) Ubergang von SLE in IIS (Saulen babyblau) bzw. ohne Veranderung (Saulen weiR)
betragtin G 6, 15, 18; in H 4, 15, 16 bzw. 5,10, 14; in | 6, 14, 18 bzw. 1, 7, 9. n: Anzahl der Patienten.

Die wesentlichen Ergebnisse der Patienten-Analgssen sich wie folgt zusammenfassen:
Zwischen den normierten AED-Konzentrationen in Gasveind Serum besteht eine positive
lineare Korrelation. Funf Patienten zeigen im Vérii& zur Serum-Konzentration der AED eine
auffallig geringe Gewebe-Konzentration. Diese FPdgip, die eine potentiell durch ,MDT an der
Blut-Hirn-Schranke verursachte Pharmakoresistenzinehmen lassen, zeigen keinerlei
Besonderheiten, weder im Rahmen der in vitro ebgkiysiologisch getesteten
Pharmakoresistenz noch hinsichtlich der Patientenda

In 38 von 47 untersuchten Resektaten konnten nishgim Gewebeschnitt elektrophysiologisch
untersucht werden. Bei der Kategorisierung von tulzsEffekten auf die Muster induzierter
epileptiformer Aktivitdt waren in den Gewebesclemtteines Patienten nicht nur gleiche
(homogene) sondern auch verschiedene (heterogefiekteE zu beobachten. In diesem
Zusammenhang stellen sich zwei Fragen: 1. Ob ured umiterscheiden sich Patienten, die
homogene bzw. heterogene Verdnderungen zeigenB dn®wie unterscheiden sich Patienten,
deren induzierte Aktivitat komplett oder teilweisenterdrickt wird, deren krampf-artige
Ereignisse komplett oder zumindest in einem Teit @&webeschnitte in inter-iktal-artige
Ereignisse Ubergehen oder deren Aktivitatsmusteendmdert bestehen bleibt?

Applikation von AED oder MDTI alleine (20 Minutenyerursachen Uberwiegend keine
Veranderungen des Musters induzierter Aktivitat%/464% der Patienten). Nur bei einem
kleineren Teil der Patienten waren Ubergang von SLEIS (16%, 36%) und selten eine
Suppression (10%, 0%) zu beobachten. Der AnteilRatenten, die Homo- bzw. Heterogenitat
der Effekte zeigten, betrug 73% bzw. 27% bei Apgidn von AED und 75% bzw. 25% bei
Applikation der MDTI. Es gibt keine statistisch eeanten Unterschiede zwischen den
entsprechenden Patientenkollektiven, sowohl flrHtbeno- bzw. Heterogenitat der Effekte als
auch fur die qualitativ unterschiedlichen Effekte.

Im Vergleich zur Applikation von AED oder MDTI alle reagierten nach zusatzlichen 20
Minuten Koapplikation von AED und MDTI mehr Patient mit Veranderungen (23.1% vs.
53.8%, p = 0.023, abhangige Stichproben, McNemat)TBas trifft auch bei Berticksichtigung
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der unterschiedlichen Veranderungen zu (Suppressf vs. 15.4% der Patienten, Ubergang
von SLE in 1IS 20.5% vs. 38.5% und keine Verandgri6.9% vs. 46.2%, p = 0.045, abhangige
Stichproben, McNemar-Bowker-Test). Fur die Koapgtin ergaben sich keine statistisch
signifikanten Differenzen zwischen den beiden Patiegruppen mit unterschiedlichen
Behandlungs-Protokollen (Prainkubation mit AED ®Psainkubation mit MDT]I). Hinsichtlich
der Patientendaten ist zu bemerken, dass bei Ki&apiph heterogene Effekte signifikant
haufiger in Gewebe von jungeren Patienten und vatieRten mit hoher Anfallsfrequenz
auftraten. Letzteres stellt sich auch fur die Pagiegruppe dar, die auf Koapplikation mit einem

Ubergang von krampf-artigen zu inter-iktal-artigéreignissen reagieren.
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4. DISKUSSION

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die aus 166 Gewebeschnitten des Temporalen Kottarpakoresistenter Patienten mit
fokaler Epilepsie (n = 49) gewonnenen Daten urii&zeh folgende Aussagen:

1. Mit dem Hochkalium-Bicucullin-Modell kdnnen irb8 der Gewebeschnitte von 47
Patienten zwei Typen periodischer epileptiformetivitat induziert werden, entweder krampf-
artige Ereignisse (SLE, 85%, Daueb s) oder spike-artige Ereignisse (IIS, 15%, Dauérs).
Letztere sind mit hoher Wahrscheinlichkeit in Gewesthnitten von Patienten mit klar
definierter Kortexpathologie zu beobachten. Die &aldes AMPA-/Kainat-Rezeptor-
Antagonisten CNQX fuhrt zu einer vollstandigen umdersiblen Suppression der Aktivitat.
Dieser Befund berechtigt zu der Annahme, dassrdiezierte Aktivitat durch Aktivierung von
AMPA-/Kainat-Rezeptoren vermittelt wird. Die Akttétsmuster sind in Kontroll-Experimenten
(ohne Gabe von Medikamenten) bis zu 80 Minutenilstaber die Amplitude des langsamen
Feldpotentials im Ereignis, die Ereignisdauer ujd ] wahrend des Ereignisses unterliegen
einer ,Zeit*-abhangigen Reduktion.

2. Bei Behandlung mit CBZ, VPA und PHT in therapseh wirksamen Konzentrationen
bleibt in 81% der 76 behandelten GewebeschnitteMiaster krampf-artiger Aktivitat (SLE)
bestehen. Der Durchschnittswert der Aktivitdtspai@mund der aktivitditsabhangige Anstieg
der [K'] werden im Mittel um 6 bzw. 15% vermindert. DasR1e81% der Gewebeschnitte mit
krampfartiger Aktivitat sind gegentber gangigen AEEsistent. In 12% verdndert sich das
Muster zu spike-artiger Aktivitat (11S). Nur in 7%@er Gewebeschnitte ist keine epileptiforme
Aktivitat mehr vorhanden, das heil3t sie sind untémgehung der Blut-Hirn-Schranke
pharmakosensitiv. Gewebeschnitte mit induziertétesprtiger Aktivitat sind ebenfalls zu 80%
resistent, aber zu 20% pharmakosensitiv.

3. Im Unterschied zu den AED bewirken Verapamil ifJRuind Probenecid (PBN) in den
Gewebeschnitten die SLE generieren keine Suppresdier ofter eine Musterédnderung zu IS
(31% vs. 12%). Als Modulationen der verbleibendemaeterwerte resistenter SLE sind eine
mittlere Zunahme der Ereignisrate um 26% und eumitzliche Reduktion des Anstieges der
[K™] um 23% erkennen. Das wiirde bedeuten, dass eowkiBtung der Transportproteine PGP
und MRP in vitro zu einer beachtlichen Modulatiar #rampf-artigen Aktivitat fuhrt.

4. Die Koapplikation von AED und MDTI auf Gewebesitte mit AED-resistenter
krampf-artiger Aktivitat (n = 59) resultiert im MVgeich zur Gabe von AED allein in einer
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kleineren Fraktion der Gewebeschnitte mit resistenSLE (58% vs. 81%) aber in einer
groReren Fraktion der Gewebeschnitte mit Musten@amdgen zu 1S (37% vs. 12%). Nur 5% der
Schnitte sind sensitiv. Auch die Modulation der dPaeterwerte resistenter SLE ist nach
Koapplikation signifikant starker als nach AED aileDies zeigt sich in einer signifikanten
Zunahme der Ereignisrate, einer starkeren Reduktien Amplituden und der Dauer der
Ereignisse sowie des Anstieges def][KDie Dauer der Applikation von PBN und VPM hat
keinen Einfluss auf die Wirkung der Koapplikatiddewebeschnitten, die nach Gabe von AED
spike-artige Aktivitat generieren (n = 16), sind i@egensatz dazu zu 44% sensitiv. Das
bedeutet, dass die zusatzliche Blockierung der sprant-Proteine PGP und MRP durch VPM
und PBN in der Koapplikations-Phase die Effekte d&ED ,verstarkt® aber die
Pharmakosensitivitat krampf-artiger Aktivitat nunb% bzw. die der spike-artigen Aktivitat um
44% erhoht.

In der Erholungsphase (40-60 Minuten Auswaschen d&D und MDTI) sind
Musteranderungen der krampf-artigen Aktivitat ir/bHer Gewebeschnitte reversibel und in
49% irreversibel. Jedoch sind die reiz-evoziert@hdpotentiale nach weiterer Perfusion mit
normaler ACSF (3 mM [K], kein Bicucullin, 60 Minuten) in allen Teilstichpben ohne
Unterschied gut erhalten.

5. Zwischen den Antikonvulsiva CBZ, VPA und PHibtges weder in der Phase ihrer
alleinigen Applikation (20 Minuten) noch in der Reahrer Koapplikation mit VPM und PBN
(40 Minuten) deutliche Unterschiede in der Wirkurkgs gibt keine Hinweise darauf, dass
zwischen CBZ, VPA und PHT Unterschiede hinsichtladr Substrat-Eigenschaften fir PGP
und MRP bestehen.

6. Im Kontext zur Pharmakoresistenz der operieRatienten ist von Interesse, welche
Patienten (Resektate) in vitro auf die Gabe der AlBD die Koapplikation von AED und MDTI
mit Suppression oder Musteranderung der induzigkidivitat reagieren.

Zwischen den normierten AED-Konzentrationen in Gasveind Serum besteht eine positive
lineare Korrelation (n = 18). Funf dieser Patienteaeigen im Verhaltnis zur Serum-

Konzentration der AED eine auffallig geringe Gewdmnzentration, sind jedoch weder

hinsichtlich weiterer klinischer Daten noch anhanmder am resezierten Gewebe
elektrophysiologisch erhobenen Befunde von denramdE3 Patienten zu unterscheiden.

Ein wesentliches Ergebnis der Patienten-bezogeneralyfe besteht darin, dass bei
Untersuchungen an zwei oder mehr Gewebeschnittaes ePatienten nicht nur gleiche
(homogene) sondern auch verschiedene (heterogemnie)nyen der getesteten Medikamente zu

beobachten sind. Heterogene Effekte werden quulitals Musteranderung zu IS oder
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Suppression kategorisiert, wenn die entsprechendganderung mindestens in einem
Gewebeschnitt des Patienten nachweisbar ist.

Bei Applikation von AED (20 Minuten, n = 31 Patien) sind 74% der untersuchten Resektate
(Patienten) resistent, 16% reagieren mit einer Bréasiderung und 10% zeigen eine Suppression.
Heterogene Effekte treten in 27% der 26 Resekt#tenmdestens zwei Gewebeschnitten in der
Analyse auf. Unterschiede zwischen den Effekten AleD und MDTI sind statistisch nicht
signifikant. Es gibt keine Hinweise auf Beziehung&nschen elektrophysiologischen Befunden
und Patientendaten.

Koapplikation von AED und MDTI (n = 39) resultiesignifikant haufiger in Veranderungen der
Aktivitat als Applikation von AED oder MDTI alleinfSuppression 15.4% vs. 2.6% der
Patienten, Ubergang von SLE in IIS 38.5% vs. 20uBfb keine Veranderung 46.2% vs. 76.9%).
Der Anteil heterogen reagierender Patienten ist4®2% vs. 26% insignifikant gro3er als nach
Applikation von AED oder MDTI allein. Patienten ntieterogenen Effekten sind signifikant
junger und durch eine hohe Anfallsfrequenz charaiggt. Eine hohe Anfallsfrequenz zeigen
auch jene Patienten, die auf Koapplikation mit girfgbergang von krampf-artiger Aktivitat in

interiktal-artige Aktivitat reagieren.

4.2. Das Hochkalium-Bicucullin-Modell stellt ein ad  aquates
Akutmodell zur Prifung von Fragen zur Pharmakoresis tenz im

resezierten Kortexgewebe dar.

In dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass in Geseffinitten des resezierten
Temporalen Kortex chronisch epileptischer Patienteach Erhdhung der extrazellularen
Kaliumionen-Konzentration (8 mM [K im Perfusat) durch Gabe von Bicucullin (50 pM im
Perfusat) periodische epileptiforme Aktivitat inderz werden kann. Im Gyrus dentatus war die
in vitro Induktion durch Stimulation im Hilus undrti®hung der extrazellularen Kaliumionen-
Konzentration (10-12 mM [K im Perfusionsmedium) mdglich. Die Gabe von Bidliouwvar
nicht erforderlich (Gabriel et al. 2004). Vorangegane Studien in Tieren erwiesen, dass eine
hohe Kaliumionen-Konzentration in vivo (Zuckermanmnd Glaser 1968: Katze) und in vitro
(Ogata et al. 1976: Meerschwein, Rutecki et al.519Batte) epileptiforme Aktivitat im
Hippokampus induzieren kann. Die Anwendung des Kalilim-Modells mit oder ohne

Stimulation fuhrte jedoch in den Temporalen Kosiggeser Studie nicht zum Erfolg.
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Der GABAa-Rezeptorantagonist Bicucullin wurde in Studien @&reren zur Induktion
epileptiformer Aktivitat in vivo (Meldrum und Hortn1971, Campbell und Holmes 1984, Eder
et al. 1997) und in vitro (Jones 1988) verwendateEler wenigen Studien zur in vitro Induktion
epileptiformer Aktivitat in humanem Kortexgewebellante sich ebenfalls der durch Bicucullin
hervorgerufenen Disinhibition von Neuronen (Hwa at. 1991). Eine wesentliche
Ubereinstimmung dieser Studie mit unseren Ergebnidsesteht im Fehlen von spontaner

Aktivitat in den Gewebeschnitten von chronisch gptiischen Patienten.

4.2.1. Das Gewebe von Patienten mit Kklar definierter Kortexpathologie besitzt

Eigenschaften die eine Induktion ,spike-artiger” epileptiformer Aktivitat begunstigen.

Wie in vorangegangenen Untersuchungen im Hippokani@abriel et al. 2004) konnte
auch im Kortex gezeigt werden, dass die Patholagie Gewebes einen Einfluss auf den
induzierten Aktivitatstypus hat. (Perilesionale)w@beschnitte von Patienten mit klar definierter
Kortexpathologie zeigten signifikant haufiger dektiditatstyp IIS als unauffalliges Gewebe.
Dies gibt Anlass die beiden Aktivitatstypen unckiledeutung zu reflektieren.

Was repréasentieren 11S und SLE in vitro? Im EEG chronisch epileptischer Patienten werden
iktale (anfalls-artige) Ereignisse und inter-iktédevischen den Anfallen auftretenden) Ereignisse
beschrieben. Die iktalen Ereignisse werden aufgraimeer klaren Abgrenzbarkeit von der
Hintergrundaktivitét (z.B. inter-iktale Depolarigaten), der Entwicklung einer eigenen
Frequenz und Amplitude wahrend des Ereignissesieseines klar sichtbaren Endes definiert
(Verma und Radtke 2006). Tiefenelektrodenaufzeiolgepa von Patienten mit mesialer
Temporallappenepilepsie zeigen ahnliche Aktivitatstar, so dass Spencer und Kollegen 1992
in ihrer Studie ebenfalls iktale (periodisch autrele, mit einer Frequenz < 2 Hz und Dauer > 5
s) von inter-iktalen Ereignissen (langsame Depsddion mit einer schnellen Sequenz an
Aktionspotentialen und einer Dauer < 5 s) untergtdrgSpencer 1992, de Curtis und Avanzini
2001). Diese Klassifikation wurde in zahlreiche di¢m epileptiformer In-vitro-Aktivitat
Ubernommen (D’Antuono et al. 2010). Es gibt einghbdte Diskussion um die verschiedenen
Mechanismen, die Auftreten und Pathophysiologiesatieverschiedenen Aktivitatsmuster
betreffen. Librizzi und de Curtikonnten 2003 im Tiermodell zeigen, dass bei Aufinet
periodischer inter-iktaler Ereignisse keine iktalereignisse im Tiermodell ausgelost werden.
Sie diskutieren eine protektive Rolle der interlkh Aktivitdt, die zu verminderter
Hyperexzitabilitat fihren kann (Librizzi und de @sr2003). Studien am Kainat-Modell der

Epilepsie weisen daraufhin, dass die Induktion egpiformer Aktivitat im chronisch
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epileptischen Gewebe seltener mdglich ist als invéke von Kontrolltieren (Panuccio et al.
2010, Zahn et al. 2008). Als moglicher (Schutz-)chBEnismus konnte eine Herunterregulierung
von Kaliumkanal-Untereinheiten (Kv3.4) identifiziiewerden bzw. ein aktivitditsabhangiges
Editieren von Kv1.1. Kandlen (Streit et al. 2011).

Bezogen auf die Ergebnisse der zitierten Studiemkain vermehrtes Auftreten von IIS in
Gewebeschnitten von Patienten mit einer klar defian Kortexpathologie a.) auf
Veranderungen der neuronalen Plastizitat im péoieden Gewebe beruhen, b.) ein Hinweis auf
die Existenz von Schutzmechanismen wie die 0.g. umerregulation von
Kaliumkanaluntereinheiten sein oder c.) mit verétete Mechanismen zur Energiegewinnung
(Marcus et al. 2010; Turner et al. 2011; Kann e2@05) zusammen héangen.

In einer Studie von Spencer wurden préaoperative Blfzeichnungen und histopathologischen
Veranderungen im resezierten Gewebe (Hippokampo®raucht (Spencer et al. 1999). Die
Autoren berichteten Uber einen positiven Zusammeglmvischen dem Auftreten von IIS im
praoperativen EEG und der Dichte von Gliazellerresezierten Hippokampusgewebe, wahrend
das praoperative Auftreten anfalls-artiger Ereigaipositiv mit der Dichte neuronaler Zellen
korreliert. Leider wurden die von uns elektrophisgisch untersuchten Gewebeschnitte nicht
histopathologisch analysiert so dass ein direktesafhmenhang zwischen induzierter Aktivitat
und neuronaler bzw. glialer Zelldichte nicht hetgbswerden kann. In Zukunft erscheint es
jedoch sinnvoll, das untersuchte Kortexgewebe pétwlogisch zu analysieren und die
Induktion der verschiedenen Muster epileptiformektiitdt mit praoperativen EEG-

Aufzeichnungen des Patienten zu vergleichen.

4.2.2. Die induzierte Aktivitat wird durch AMPA-/Kainat-Rezeptoren, also ,glutamaterg®,

vermittelt.

Die im Rahmen meiner Arbeit durchgefihrten Experntaehaben ergeben, dass die In-
vitro-Aktivitat im Temporalen Kortexgewebe nicht rdb NMDA-Rezeptoren, sondern durch
AMPA-/Kainat-Rezeptoren vermittelt wirdm Unterschied zu unseren Ergebnissen waren die
Ereignisse in der bereits zitierten Studie von Hhaeh Gabe des NMDA-Rezeptor-Blocker APV
in Dauer und Amplitude reduziert (Hwa et al. 199f).,Kindling Model fir komplex-partiale
epileptische Anfélle” wurde gezeigt, dass NMDA-Rapeen flr die synaptische Transmission
verantwortlich sind (Mody und Heinemann 1987) uniheeerhOhte Sensitivitat dieser
Rezeptoren im Gewebe gekindelter Ratten bestehtigbtoet al. 1989). Eine andere Studie im
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humanen epileptischen Gewebe ergab jedoch eind/argleich zu den NMDA-Rezeptoren,
signifikant erh6hte Bindung radioaktiv markierteganden an AMPA-Rezeptoren (Hosford et
al. 1991) im Gyrus dentatus. Weiterhin wurden al@inat-Rezeptoren mit der Auslosung
epileptischer Anfélle in Verbindung gebracht (Nadi981, Ben-Ari 1985). Sie tragen zur
spontanen und synaptischen Transmission in Korhenzdes Hippokampus von chronischen
epileptischen Ratten bei, aber nicht in Kontrolétie (Epsztein et al. 2005). Im Kontext zu den
Ergebnissen unserer bisherigen Arbeiten an reseaiddippokampusgewebe von Patienten mit
fokaler Epilepsie (Gabriel et al. 2004) kdnnen AMRAzeptoren als wichtige Vermittler der
Hyperexzitabilitat im epileptischen Hippokampus @sghen werden. Die Ergebnisse meiner
Arbeit erweitern diese Aussage auf die durch HolthikaBicucullin- induzierte Aktivitat im

Gewebe des Temporalen Kortex.

4.2.3. Die Gewebevitalitat bleibt erhalten.

Die direkte Uberprifung der Gewebevitalitat mittelgozierter Feldpotentiale ergab
einen hohen Prozentsatz der Amplitude des Ausgasrssvzum Ende des Versuchsablaufs
(kurz- und lang-latente Antworten: 94.6 + 4.15% W8¥.9 + 17.53%). Die Amplituden lang-
latenter Reizantworten waren am Versuchsende gégeniénen am Anfang signifikant erhoht.
Hier ist zu vermuten, dass noch ein Einfluss dervoruerhdhten extrazellularen
Kaliumkonzentration bestehen bleibt. Ein evoziefeklpotential wird auch als MessgrofRe der
Erregbarkeit verwendet, da es die Summe der syndaktivierten Neurone reprasentiert und mit
der Anzahl aktiver Einheiten korreliert (Andersdrak 1971). Aufgrund der langeren Latenz der
Reizantwort ist die Beteiligung synaptischer Ulmgtmgsprozesse wahrscheinlich. Die
Amplitudenzunahme am Ende des Versuchsablaufealsigmt eine Zunahme der Erregbarkeit,
die trotz Abwesenheit des epileptogenen Perfusiedsims zumindest eine Stunde erhalten
bleibt. Das kurz-latente Feldpotential ist als Stenaktionspotential reizevozierte Erregung von
Fasern (Dendriten und Axone) sowie der Entladuriglam erregter Neurone zu interpretieren
(Tolner et al. 2003). Die kurz-latenten Reizantwortunterlagen keiner signifikanten
Amplituden-Anderung (2.6 mV am Versuchende vs. 28 am Versuchsanfang). Geht man
davon aus, dass evozierte Feldpotentiale eine fasslaer die Gewebevitalitat gestatten, ist zu
schlussfolgern, dass die Gewebevitalitat trotz larglauernder Generation epileptiformer
Aktivitat, Behandlung mit Antikonvulsiva und/oder DI noch mindestens fir eine Stunde
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(Auswaschen des epileptogenen Perfusionsmediumsyltem bleibt oder innerhalb der
Auswaschzeit wieder hergestellt ist.

4.2.4. Die induzierte Aktivitat bleibt tber die gesamte Versuchszeit relativ stabil..

Die Kontrollversuche zum natirlichen Zeitgang déttivitat zeigen eine Konstanz des
Aktivitatstyps im Beobachtungszeitraum von bis uMinuten Diese Tatsache beweist, dass die
Versuchsbedingungen bis zu 18 Stunden LagerunGeeebeschnitte in der Interface-Kammer
und Begasung mit Carbogen, ~ 2 Stunden Perfusior8 miM [K']-50 uM Bicucullin-ACSF
eine fur die Induktion epileptiformer Aktivitat aneschende Vitalitat des Gewebes garantieren.
Dartber hinaus lasst sich schlussfolgern, dasslulieh Gabe von AED und MDTI ausgelosten
Veranderungen des Typs epileptiformer Aktivitatielkfe der Substanzen darstellen.

Trotz der Konstanz des Aktivitatsmusters verandsgch im Zeitverlauf die Ereignis-Parameter.
Das langsame Feldpotential (sfp), die Ereignisdawst A[K'] werden im Vergleich zum
Kontrollwert reduziert. In unseren Experimenten ev@irach lang andauernder Erhdhung der
extrazellularen Kaliumionen-Konzentration eine Zumende K-Akkumulation durch
Erschoépfung der glialen Puffermechanismen (Diet#tehl. 1989, Somjen 2002, Kofuji und
Newman 2004) oder zunehmendem Verbrauch von EnédgiB) zur Aufrechterhaltung einer
adaquaten N&-K™M-ATPase-Aktivitat (D'’Ambrosio et al. 2002) zu verten. In unseren
Untersuchungen lieR sich aber nur ein insignifikanAnstieg von [K]min um ~ 0,5 mM
feststellen, der mit den genannten Veranderungsrsipe der Ereignisdauer und vafK *] nicht
korreliert. Deshalb ist nicht wahrscheinlich, dd$s Veranderungen der Ereignisparameter auf
~erschopfte* Regulationsmechanismen der extrazetul [K] zuriickzufiihren sind, wie das
eine im Mittel um 0.5 mM insignifikant angestiegefi€]mn andeuten kénnte (Feldberg und
Sherwood 1957; Frohlich et al. 2008).
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4.3. Das Gewebe des Temporalen Kortex von Patienten mit
pharmakoresistenter Epilepsie ist auch bei In-vitro -Behandlung mit

gangigen Antiepileptika pharmakoresistent.

Nach AED Applikation blieb krampf-artige Aktivitém 81% der Gewebeschnitte resistent,
in 12% anderte sich der Aktivitatstyp zu IS undrna 7% war keine Aktivitat mehr
nachweisbar. Fur die grol3e Gruppe resistenter &hH $ich eine signifikante Verminderungen
des Durchschnittswertes aller Aktivitatsparamedeb) und eine Reduktion vaxjK ™.

Die Befunde im Temporalen Kortex sagen aus, dassduzierte Aktivitat unter Umgehung der
Blut-Hirn-Schranke, unabhangig von der Methode betuktion und von der untersuchten
Struktur (Jandova et al. 2006, fur den Gyrus desjatgegenuber therapeutisch wirksamen
Konzentrationen von CBZ, VPA und PHT resistent Bies entspricht der klinisch bei den
Patienten bestehenden Pharmakoresistenz. Die hatsdass nur wenige Gewebeschnitte in
vitro sensitiv auf AED reagieren, spricht dafursslan der Blut-Hirn-Schranke lokalisierte
Mechanismen wie z.B. endothelial exprimierte MDTofBbrowski et al. 2001, Kubota et al.
2006) nicht allein fur die Pharmakoresistenz vevantiich sein konnen.

Die Wirksamkeit der drei getesteten Antikonvulsiuanterscheidet sich nichtTrotz
verschiedener zusatzlicher Angriffspunkte der eseggen Antikonvulsiva (VPA: Verstarkung
GABAerger Neurotransmission und/oder Glutamat-Rexeptagonismus; PHT:
Membranstabilisation) blockieren CBZ, VPA und PHTa Manile. Da die AED unter
Umgehung der Blut-Hirn-Schranke eine ahnlich nigelriwirksamkeit auf die induzierte
epileptiforme Aktivitat hatten, kann dies bedeutdass nicht nur die Naanale (Remy et al.
2003 und b) sondern mehrere Zielstrukturen der AED im pharmonegistenten Gewebe
verandert sind.

Anhand der aktuellen Literatur sind auch neue Aresaur Erklarung der Pharmakoresistenz zu
bedenken. Fang und Kollegen nehmen an, dass meleahanismen zum Ausldsen
epileptischer Anfalle fuhren konnen, die durch Afigpunkte der bislang erhaltlichen
Antiepileptika nicht adressiert sind. So soll dierfierung eines aberranten neuronalen
Netzwerks im Rahmen der chronischen Epilepsie fiie &harmakoresistenz (mit-)

verantwortlich sein (Fang et al. 2010).

67



4.4. Verapamil (VPM) und Probenecid (PBN) verandern  die induzierte
epileptiforme Aktivitat.

In der vorliegenden Arbeit wird versucht den Bejtrder parenchymal exprimierten
Transportproteine PGP und MRP zur In-vitro-Pharmeistenz zu ermitteln. Deshalb ist von
Interesse, ob die Blockierung dieser Transportpretelurch VPM und PBN die induzierte
Aktivitat verandern kann.

In den ersten 20 Minuten der kombinierten Gabe V&M und PBN (MDTI) besteht die
Hauptwirkung in einer Musteranderung von SLE zu(B$% der 32 Gewebeschnitte mit SLE).
Fur die Gruppe der SLE, die 40 Minuten mit MDTleatl behandelt wurden (n = 10) war in der
Zeit von 20-40 Minuten einmal eine Suppression eindhal eine zusatzliche Musteranderung zu
[IS zu beobachten. Gewebeschnitte mit 1IS warerzbig0 Minuten resistent.

MDTI alleine verandern also das Muster der induerRISLE und kénnen sie sogar, wenn auch
selten, unterdricken. Die Modulationen der Parametge resistenter SLE waren starker als in
den Kontrolluntersuchungen. Da in den Kontrollustehungen keine Muster&dnderung auftrat,
obwoh!l [K'lmin Wie im Falle der MDTI-Applikation um ~ 0,5 mM argjiegen ist, muss
angenommen werden, dass die Effekte der MDTI niabf eine Erhohung der [K
zurtckzufiihren sind. PBN und VPM kbénnen im reségrerhumanen Temporalen Kortex
chronisch epileptischer Patienten antikonvulsivgeBschaften besitzen (Straub et al. 1996).
Weiterhin reduziert VPM im Penicillin-Modell sigikbnt die induzierten Anfallsereignisse
(Speckmann et al. 1989). Aus den beschriebenenrigxgeten sind jedoch weder die zugrunde
liegenden Mechanismen ersichtlich, noch lasst kléhen, ob die Blockierung von PGP oder
MRP die Veranderung der epileptiformen Aktivitatden von uns durchgefiuhrten Experimenten
vermittelt. Hier sind weitere Untersuchungen zuifédenzierung der Effekte notwendig.

4.5. Die zusatzliche Blockierung der Transport-Prot eine PGP und
MRP durch VPM und PBN in der Koapplikations-Phase ,,  verstarkt” die
Effekte der AED.

Werden Antikonvulsiva und MDTI koappliziert, zeigtich im Wesentlichen eine
Zunahme der Musterdnderungen von SLE zu IIS (Kokgpdn 37% vs. AED 12%,
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Koapplikation 44% vs. MDTI 27%). Die Zunahme der $tkranderungen bei Préainkubation mit
AED entspricht der bereits diskutierten Wirkung d#DTI, also einer additiven Wirkung von
AED und MDTI. Auch bei Prainkubation mit MDTI kéreneine additive Wirkung von MDTI
und AED vorliegen. Letzteres wirde auf einen AEDRek(f hinweisen, der in Gegenwart von
bereits gehemmten Transportproteinen ablauft. Gb \deranderung des Aktivitatsmusters
(Zunahme der Gewebeschnitte mit IIS) durch Koapgpidn in vivo Auswirkungen auf die
Anfallshaufikeit haben kdnnte, ist unbekannt.

Eine Suppression der induzierten Aktivitat nach pfaekation ist selten und betrifft vorwiegend
Gewebeschnitte, die 1IS generieren (lIS 33.3% von 30 vs. SLE 3.9% von n = 76). Der bei
Gultigkeit der Transporter-Hypothese zu erwarteBffekt eines hohen Anteils supprimierter
Aktivitat unter Koapplikation blieb aus, obwohl ieinem beachtlichen Anteil (57%)
fluorometrisch getesteter Gewebeschnitte (aus deichggn Stichprobe pharmakoresistenter
Patienten) eine Hemmung der Transportproteine R@iFoder MRP durch Verapamil und/oder
Probenecid hochwahrscheinlich ist (Kovacs et al120Die Modulation der Aktivitatsparameter
resistenter SLE (Zunahme der Ereignisrate, Ampdinatpression, Verkirzung der Dauer und
der resultierenden Reduktion von'[kax und A[K.]) ist signifikant starker als unter AED oder
MDTI allein und entspricht numerisch ebenfalls eiagéditiven Wirkung von AED und MDTI.

Die Tatsache, dass nach Koapplikation von AED umdlin vitro (bei Hemmung der Aktivitat
von PGP und MRP) pharmakoresistente Aktivitat inutlieh geringeren Anteilen der
Gewebeschnitte (56% 1IS, 58% SLE) als nach AED diest bleibt, bestatigt einen
.antikonvulsiven* Effekt der MDTI. Ein Beitrag dezktop exprimierten Transportproteine zur
In-vitro-Pharmakoresistenz ist nicht auszuschliefemktionelle Studien in vivo hatten bereits
einen deutlichen antikonvulsiven Effekt der Koakation von AED und einem MDTI gezeigt
(Brandt et al. 2006, van Vliet et al. 2006). Auateinigen Fallstudien wirkte VPM als ,Add-on*
zur antikonvulsiven Therapie mit gangigen Antiepiika antikonvulsiv (lanetti et al. 2005,
lanetti et al. 2009, Schmitt et al. 2010). Abernegss offen bleiben, ob die ,antikonvulsive
Wirkung“ im humanen chronisch epileptischen Gewebarch die Blockierung der
Transportproteine und/oder durch ,unspezifischeclg&* von VPM (z. B. Blockierung von
Kalziumkanalen) und PBN zustande kommt.

Hier bleibt noch zu erértern, dass Musteranderurdgminduzierten krampf-artigen Aktivitat
nach Auswaschen der AED und MDTI und nach Auswasader MDTI in Experimenten mit
Langzeitapplikation von MDTI allein in insgesamt%2der 99 untersuchten Gewebeschnitte
irreversibel sind. Die Anteile sind bei kirzeremrikakt mit MDTI (Pl AED: 20 Minuten MDTI,
25.4%) etwas kleiner als bei langerem Kontakt m@ ™ (Pl MDTI: 40 Minuten, 38.1%) und
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bei Langzeit-Applikation von MDTI allein (40%). IBxperimenten mit Langzeit-Applikation
von AED und Kontroll-Untersuchungen ohne Substapliegtion betrug der Anteil 0 %.
Deshalb wird danach gefragt, ob VPM und/oder PBNemer bleibenden Schadigung des
Gewebes geflhrt haben kdnnten.

In der Literatur finden sich widerspruchliche Hinsee PBN verstarkt die Apoptose striataler
Neurone bei Koapplikation mit 1-Methyl-4-phenyl-B&5-tetrahydropyridine (MPTP) (Lau et
al. 1990, Petroske et al. 2001). PBN reduziertr{€oaund Cidlowski 2006) bzw. stimuliert den
wahrend der Apoptose zu beobachtenden Efflux vama@lion (Hammond et al. 2007). Far
VPM dominieren Studien, die einen neuro-protektii#tiekt belegen (Irita et al. 1986; Liu et al.
2011; Sarang et al. 2002). Nur eine einzelne Stodsehreibt, dass VPM eine Dosis- und Zeit-
abhangige Neurodegeneration kultivierter kortik&eurone bewirkt (Zhu et al. 1997).
Zusammengefasst lasst sich anhand der vorhandeitematur keine eindeutige Bestatigung
dafir finden, dass die ausbleibende Erholung ddepormen Aktivitat durch eine pro-
apoptotische Wirkung von VPM und PBN bedingt iste Datsache, dass in dieser Studie nach
Auswaschen des epileptogenen Perfusionsmediumseitieevozierten Feldpotentiale in allen
Behandlungsgruppen gut erhalten waren, sprichtrgegee bleibende Schadigung des Gewebes
durch die MDTI.

4.6. Zwischen CBZ, VPA und PHT bestehen keine Unter schiede
hinsichtlich der Substrateigenschaften fur PGP und MRP.

Die dargestellten Ergebnisse weisen aus, dass seaiee untersuchten AED unter
Koapplikation mit PBN und VPM die krampfartige Akitét bevorzugt beeinflusst. Deshalb ist
anzunehmen, dass zwischen CBZ, VPA und PHT Kkein¢ersichiede hinsichtlich der
Substrateigenschaften fur PGP und MRP besteherdeimvorliegenden Literatur gibt es
diesbeziiglich verschiedene Aussagen. In einemvo-Microdialyse-Modell wurde CBZ als
Substrat von PGP und MRP postuliert (Potschka ef@0b1). Auch fur PHT liel3 sich der
Transport durch PGP und MRP im Rahmen dieses Modealthweisen (Potschka und Léscher
20014, b). Weitere Untersuchungen an Ratten defeméHT als Substrat von MRP 2 (Potschka
et al. 2003) und PGP (Potschka et al. 2004, Vaet¢li al. 2007).
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Baltes und Kollegen zeigten 2007 erstmals, dassSdiestraterkennung von PGP zwischen
Mensch und Tier unterschiedlich sein muss. So wurB&T und LEV von Maus-PGP
transportiert, jedoch nicht vom humanen Aquivalé€dBZ wurde von keinem der gepriften
Proteine transportiert und keines der anderen ABD MRP2 (Baltes et al. 2007a). Weitere
Studien berichten, dass CBZ und VPA nicht von hwnaMRP1, MRP2 oder MRP5
transportiert werden (Baltes et al. 2007b, LunadéRoet al. 2010). Allerdings wurde fir VPA
ein unspezifischer Transport, der durch PBN und 87 blockierbar ist, gezeigt (Lunas-Tortos
et al. 2010).

Die von mir dargelegten Befunde lassen darauf eBbh, dass fur die gepriiften AED VPA,
CBZ und PHT kein signifikanter Unterschied hinsidit der Substrat-Eigenschaften flr
humanes PGP und MRP besteht.

4.7. Spike-artige Aktivitat ist sensitiver auf Anti konvulsiva bzw.

Koapplikation von AED und MDTI als die krampfartige Aktivitat.

Die spike-artige Aktivitat (IIS) wird durch AED &line bzw. durch Koapplikation von
AED und MDTI ofter supprimiert (20% bzw. 33%) alge ckrampf-artige Aktivitat (SLE) (7%
bzw. 4%) und zeigt sich damit sensitiver fir Antikalsiva und die Koapplikation von AED
und MDTI als die krampf-artige Aktivitat. In Tierrdellen wurden gegenteilige Ergebnisse
dokumentiert. So konnte in mehreren Studien an Gesehnitten von Ratten gezeigt werden,
dass die durch 4-Aminopyridin (4-AP) im entorhimal&ortex induzierte inter-iktal-artige
Aktivitat im Gegensatz zu anfalls-artiger Aktivitaesistent gegenuber CBZ, VPA und
Topiramat (TPM) bzw. PHT, Phenobarbital (PHB) urh®barbital (PB) war (D’Antuono et al.
2010, Bruckner und Heinemann 2000). Dieser mit 4iwAdizierte Typ epileptiformer Aktivitat
wurde deshalb als ,Modell fir pharmakoresistenté\Aét" postuliert.
Unser Ergebnis, dass am humanen resezierten ctioeigileptischen Gewebe periodische
spike-artige Aktivitat sensitiver auf AED bzw. Kqdikation von AED und MDTI reagiert,
scheint also im Widerspruch zu o.g. Studienergaenizu stehen. In diesem Zusammenhang
stellt sich die Frage, ob es sich bei der mit 8 (il und 50 uM Bicucullin induzierten spike-
artigen Aktivitat um eine inter-iktal-artige* Aktitdt handelt. Im Gegensatz zu den oben
zitierten Studien ist die periodische spike-artideivitat in der vorliegenden Arbeit nicht durch

zwischenzeitliches Auftreten krampf-artiger Aktatitunterbrochen. In einer Studie an Patienten
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mit pharmakoresistenter Epilepsie zeigte sich dihaad von Streifen-, Grid- und
Tiefenelektroden gemessene Spike-Rate inter-iktAltivitat (quantifiziert als Spikes pro
Stunde) nach Absetzen der Antikonvulsiva vermin@@®pencer et al. 2008). Eine entsprechende
Zusatzanalyse der spike-artigen Aktivitat in deerhvorliegenden Arbeit ergibt, dass die
Ereignisrate dieser Aktivitat nach Gabe der AED b@abe der AED und MDTI abnimmt und
nach Auswaschen der Medikamente wieder ansteigt. BPage, ob es sich bei der in der
vorliegenden Arbeit induzierten spike-artigen Akt um ein Aquivalent der interiktalen
Aktivitat handelt, misste — wie bereits unter 4.2etortert — durch entsprechende
Zusatzuntersuchungen unter Einbeziehung histopagisaher und praklinischer Analysen

geklart werden.

4.8. Patienten-orientierte  Beziehungen  zwischen ver flgbaren

klinischen Daten und in vitro erhobenen Befunden

4.8.1. Die Befunde zu Gewebe- und Serumkonzentration der Antiepileptika im
untersuchten Patientenkollektiv schlieRen eine an der Blut-Hirn-Schranke lokalisierte

Pharmakoresistenz nicht aus.

Insgesamt korrelieren die normierten AED-Konzerdran in Gewebe und Serum
positiv. Funf der untersuchten 18 Patienten (das 8V%) zeigten im Vergleich zum Serum eine
sehr niedrige Gewebekonzentration. Diese Differeize zum Beispiel durch MDT, die die
Diffusion der AED aus dem Blut in das Hirngewebéiibhdern, zu erklaren. Eine separate
Untersuchung der Patientendaten und der Ergebdesselektrophysiologischen Messungen im
Gewebe dieser funf Patienten ergab keine Unterdehim Vergleich zu den anderen Patienten
dieser Stichprobe. Eine Praidentifikation im diagrechen Vorfeld ist also unwahrscheinlich.

In Tierstudien ist ein signifikant niedrigeres GéweSerumverhéltnis der AED in chronisch
epileptischen Spezimen gegenuber Kontrollen beslobn (Liu et al. 2007). Wie bereits in 4.6.
diskutiert, sind beim Vergleich von Befunden zurafdsportfunktion der MDT Spezies-
abhangige Unterschiede zu berticksichtigen.

Da 27% der untersuchten Patienten nicht Ubersereden durfen, aber von einer kleinen
Stichprobe stammen, erscheint es sinnvoll, in esgbaren Studien immer die Serum- und

Gewebe-Konzentration der AED zu erfassen, um geiligssagen machen zu kénnen.
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4.8.2. Das Gewebe von 74% der Patienten ist pharmakoresistent.

Applikation von AED (20 Minuten) verursachen tUbexgend keine Veranderungen des
Musters induzierter Aktivitat (74%). Nur bei einddeineren Teil der Patienten waren Ubergang
von SLE zu IS (16%) und selten eine Suppressi@¥aflnach 20 Minuten zu beobachten. Es
gibt keine statistisch relevanten Unterschiede awaa den entsprechenden Patientenkollektiven
fur die qualitativ unterschiedlichen Effekte.

Diese Ergebnisse bestéatigen die bereits fur 81% Glewebeschnitte nachgewiesene und
diskutierte Pharmakoresistenz gegentiber CBZ, VRARMHT.

Der geringfugige Unterschied zwischen den Anterkesistenter Gewebeschnitte und resistenter
Patienten ist durch die Heterogenitat der Effekteden Gewebeschnitten einiger Patienten
bedingt. Es ist zu berucksichtigen, dass in den gbesachnitten eines Patienten mit mehreren
Gewebeschnitten in der Analyse nur einer der Sehmiit Veranderung zu 1S auf die AED-
Applikation reagiert und der Patient deshalb in idegegorie ,Mix mit Veranderung zu IIS*
fallt. Trotzdem ergibt sich in 74% der in vitro ersuchten Gewebeproben eine homogene

Resistenz gegeniber den AEDSs.

4.8.3. Die Koapplikation von AED und MDTI bewirkt bezogen auf die Patienten einen
groReren Anteil von Veranderungen der Aktivitat — Hinweise fur einen Beitrag der MRP

zur Vermittlung der Pharmakoresistenz?

Im Vergleich zur Applikation von AED oder MDTI alle reagierten nach zusatzlichen
20 Minuten Koapplikation von AED und MDTI mehr Ratten mit Veranderungen (21% vs.
58%, p = 0.011, abh&ngige Stichproben, McNemar}TE&ts trifft auch bei Beriicksichtigung
der unterschiedlichen Veranderungen zu (Suppresst vs. 15.4% der Patienten, Ubergang
von SLE in 1IS 17.9% vs. 38.5% und keine Verandgrid®.5% vs. 46.2%, p = 0.025, abhangige
Stichproben, McNemar-Test). Fir die Koapplikatiogaden sich keine statistisch signifikanten
Differenzen zwischen den beiden Patientengruppen umiterschiedlichen Behandlungs-
Protokollen (Prainkubation mit AED vs. Prainkubatimit MDTI).
Abweichend von der fur SLEs in 57.9% der Gewebesieghhestehenden Resistenz gegenlber
der Koapplikation zeigt sich nun ein kleinerer Rmsatz resistenter Patienten von 46.6%. Im
Rahmen der Betrachtungen auf Patientenebene eixsienfalls ein signifikanter Unterschied
zwischen alleiniger AED- und MDTI-Applikation und d&pplikation. Die Effektivitat der
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Koapplikation ist in Bezug auf Verdnderungen deiteppiformen Aktivitat hoher als die der
AED oder MDTI. Die Kklinischen Daten der Patientenit ngqualitativ unterschiedlichen
Veranderungen dokumentieren, dass Resistenz aufpgfikation bei neurochirurgisch
indizierten Operationen nicht zu beobachten ist Wedanderungen zu IIS bei Patienten mit
hohen Anfallsfrequenzen auftreten. Wie bereits lakan Aktivitdtsveranderungen der
Gewebeschnitte diskutiert, ist die Beteiligung deansportproteine an der Pharmakoresistenz
nicht auszuschlie3en, aber aufgrund der moglicmékanvulsiven Effekte von VPM und PBN

nicht zu beweisen.

4.8.4. Heterogene Effekte im Gewebe eines Patienten — Ausdruck einer nicht

homogenen ,Verteilung“ von Pharmakoresistenz im chronisch epileptischen Gewebe?

Sowohl fir die Effekte der AED als auch fir die igpékation zeigten sich im Gewebe
der Patienten, von denen mehr als ein Gewebesamt#tsucht wurde, zum Teil heterogene
Effekte. Hinsichtlich der Patientendaten ist zuoben, dass bei Koapplikation heterogene
Effekte signifikant haufiger in Gewebe von jlingeratienten und von Patienten mit hoher
Anfallsfrequenz auftraten.

Die Heterogenitat der Effekte von AED in verschieele Gewebeschnitten eines Patienten fuhrt
zu der Frage, ob die Pharmakoresistenz im Kortex Temporallappens von Patienten mit
pharmakoresistenter Epilepsie ,gleichformig vettagt. Einleitend wurde davon ausgegangen,
dass aufgrund der nach einer Resektion haufig wibdegestellten Pharmakosensitivitat das
resezierte Gewebe pharmakoresistent sei oder semigGewebe dominante Mechanismen zur
Vermittlung der Pharmakoresistenz lokalisiert skimnten (Kim et al. 2005, Schmidt et al.
2004).

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen dies teslyezeigen jedoch auch, dass nicht alle
Gewebeschnitte eines Patienten gleich reagiereserdnArbeitsgruppe hatte bereits fur die
Effekte von CBZ im Gyrus dentatus Ahnliches besth(Jandova et al. 2006). Die hier
vorgelegten Ergebnisse im Temporalen Kortex zeigestmalig, dass im Rahmen der
Temporalpolteilresektion (TLTR) auch Gewebe entfevind, das nicht nur auf Antikonvulsiva
sondern insbesondere auf Koapplikation von AED Mmr'l sowohl pharmakoresistent als auch
pharmakosensitiv reagiert. Ursache und Bedeutung Wdeterogenen Verteilung der
Pharmakoresistenz sind unklar. Eine molekularbistdte, genetische und histopathologische

Untersuchung des untersuchten pharmakoresistemédnpharmakosensitiven Gewebes eines
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Patienten konnte bei der weiteren Aufklarung vonchemismen der Pharmakoresistenz von
grofem Nutzen sein. Der Befund, dass HeterogerotdEffekten der Koapplikation signifikant
haufiger in Gewebe von jingeren Patienten und \aire®en mit hoher Anfallsfrequenz auftrat,
impliziert die Frage, ob die ,Heterogenitat” eineoiMentaufnahme in der Entwicklung der
Pharmakoresistenz darstellt und/oder einen besendktechanismus der Pharmakoresistenz

charakterisiert.
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