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1. Einleitung

1. Einleitung

Der Begriff epileptische Anfalle beschreibt einen Vorgang des Gehirns, bei welchem
es zu einer unkoordinierten Entladung der Neurone kommt und sich in unterschiedli-
chen Symptomen auldert. Die Epilepsie zahlt auch noch heute zu einer der komple-
xesten Erkrankungen der Medizin, allein in Deutschland leiden etwa 400.000 Men-
schen an dieser neurologischen Krankheit', weltweit betrifft es etwa 0,8-1% der Bevol-
kerung?3. Die Inzidenz der Erkrankung zeigt sich in einem charakteristischen zweigipf-
ligen Verlauf mit einem Peak im ersten Lebensjahr. Die Ursache der dort ausgepragten
Epilepsien ist meist genetisch. Und einem weiteren Peak um das 71. Lebensjahr
herum, hier dominiert besonders die strukturelle Epilepsie aufgrund fokaler neuronaler
Schaden.*

Die Lebenszeitpravalenz fur einen epileptischen Anfall betragt bei der Gesamtbevol-
kerung und somit auch bei Menschen ohne Epilepsie ca. 10%.°

Etwa ein Drittel aller Epilepsiepatienten leiden an einer therapieresistenten Epilepsie,
welche durch rezidivierende Anfalle zu einer deutlichen Einschrankung in der Selbst-
standigkeit des alltaglichen Lebens und somit auch der Lebensqualitat fiinrt. Trotz
immer weiter voranschreitender medizinischer Forschung sind die genauen Mechanis-
men der lktogenese bisher nur zu geringem Anteil aufgedeckt und verstanden, auf-
grund dessen wird die weitere Forschung an Ursachen sowie auch neuen Therapie-
moglichkeiten definitiv Teil zukunftiger wissenschaftlich-medizinischer Arbeiten sein.

Das Krankheitsbild und damit die Diagnose der Epilepsie muss generell von einem
epileptischen Anfall abgegrenzt werden. Ein epileptischer Anfall ist definiert durch das
transiente Auftreten bestimmter Symptome oder hinweisender Zeichen basierend auf
abnormaler (berschieBender oder synchroner Entladung der Neurone im Gehirn.”
Diese Art von Anfallen kdnnen einerseits im Rahmen der epileptischen Erkrankung
selbst, aber auch andererseits durch sogenannte Provokationsfaktoren als Gelegen-
heitsanfalle entstehen und somit zu einem Symptom eines Krankheitsbildes anderer
Atiologie werden. Ausléser hierfiir kénnen beispielsweise Infektionen des Gehirns aber
auch Substanzmissbrauch und deren Entzug sein. In solchen Fallen ist eine sorgfaltige
Anamnese zur korrekten Diagnosestellung und fur die weitere Therapie essentiell.

Der Anfall selbst beginnt mit einer praiktalen Phase, welche von Minuten bis hin zu
Tagen andauern kann. Manche Patienten berichten in dieser Phase auch von gewis-
sen Prodromi oder Auren (siehe Absatz Prodromi und Auren). An sie schlief3t sich mit
der iktalen Phase dann der eigentliche Anfall egal ob generalisiert oder fokal. Diese
dauert normalerweise etwa 2 Minuten. Als letztes befinden sich die Patienten in der
postiktalen Phase, die mehrere Stunden andauern kann und durch psychomotorische
Verlangsamung, Sprach- und Gedachtnisstérungen oder Stimmungsveranderungen
der Betroffenen charakterisiert ist. Nach diesen drei abgelaufenen Phasen wird der
Zustand des Patienten bis zum nachsten Anfall als interiktal bezeichnet. & °

1 Hamer et al., 2006

2 Fisher et al., 2014

3 Forsgren et al. 2005

4 Forsgren et al. 2005

5 Elger 2012, S.1- 23

6 Thijs et al. 2019

7 Fisher et al. 2014

8 Elger 2012, S.1- 23

9 Elger, Berkenfelder, 2017



1. Einleitung

Die Diagnose Epilepsie hingegen bezieht sich auf eine anhaltende Pradisposition des
Gehirns epileptische Anfalle auszulésen und beinhaltet hier auch die neurobiologi-
schen, psychosozialen und kognitiven Beeintrachtigungen, welche sich hieraus erge-
ben. An dieser Stelle ist zu betonen, dass es sich nicht um eine einzige Erkrankung
handelt, sondern vielmehr um breitgefachertes Spektrum an verschiedensten Krank-
heitsbildern, bei welchen es zur Auspragung epileptischer Anfalle kommt. Die ,,Inter-
national league against epilepsy” (ILAD) veroffentlichte 2014 eine Uberarbeitete Ver-
sion der praktisch-klinischen Definitionskriterien der Epilepsie. Laut diesen ist die Di-
agnose der Epilepsie zu stellen, wenn mindestens 2 unprovozierte epileptische Anfalle
hintereinander mit einem Abstand von mehr als 24 Stunden auftreten. Allerdings kann
auch ein einmaliger Anfall, welcher eine Wiederauftretenswahrscheinlichkeit von mehr
als 60% in den nachsten 10 Jahren besitzt, zu der Diagnose Epilepsie fuhren. Auch
die Diagnose eines Epilepsiesyndroms (siehe Klassifikation der Epilepsen) zahlt zu
den Diagnosekriterien der Erkrankung. °

Aufgrund ihrer Haufigkeit und Schwere ist es essenziell die genaueren Ursachen der
Epilepsie weiter zu erforschen, um gegebenenfalls besser angepasste Therapieoptio-
nen zu entwickeln und somit den Leidensdruck der Erkrankung zu reduzieren. Durch
immer weiter voranschreitende medizinische Forschung in den letzten 30 Jahren wur-
den immer mehr Aspekte der Atiologie beleuchtet, hierdurch riickte auch die Rolle des
Immunsystems immer weiter ins Rampenlicht. Um ein genaueres Verstandnis der Pro-
zesse postiktal zu erlangen, wurde in dieser Studie eine Analyse der immunologischen
Vorgange mittels FACS und Proteomik an Patienten mit epileptischen Anfallen vorge-
nommen.

10 Fisher et al. 2014



1. Einleitung

1.1 Wissenschaftlicher Hintergrund
1.1.1 Atiologie

Das Feld der Entstehungsmechanismen ist breit gefachert, weshalb aus pragmati-
schen Grunden die Einteilung in strukturelle/metabolische, genetische und kryptogene
Atiologie vorgenommen wird. !’

Von strukturellen oder metabolischen (friiher symptomatischen) Epilepsie spricht man,
wenn sich eine erworbene oder genetische Ursache fur das Vorhandensein einer neu-
roanatomischen oder neuropathologischen Transformation identifizieren lasst. Hierzu
zahlen beispielsweise angeborene oder auch erworbene Hirnfehlbildungen sowie Ent-
zundungs- und Traumafolgen des zentralen Nervensystems. Aber auch Patienten mit
arteriovaskularen Malformationen und Hirntumoren, die an rezidivierenden epilepti-
schen Anfallen leiden werden hierzu gezahlt.

Die fruher als idiopathisch deklarierte Epilepsie findet in der neuen Einteilung als ge-
netische Epilepsie ihren Platz, hierunter zahlen Anfallsleiden bei welchen genetischen
oder mutmalilich genetischen Ursachen ohne den Nachweis struktureller Veranderun-
gen vermutet werden. Am Beispiel des Dravet-Syndroms (oder Severe myoclonic epi-
lepsy of infancy; SMEI) lasst sich dies gut beschreiben. Durch eine de novo Mutation
im SCN1A-Gen, welches fur die Codierung der alpha-Untereinheit eines elektrisch ge-
steuerten Kalziumkanals zustandig ist, kommt es vor allem in den ersten Lebensjahren
zu fiebrig, fokal und meist unilatralen motorischen Krampfanfallen, welche spater auch
sekundar generalisieren kdnnen und so einen Grand-mal-Anfall auslésen kénnen.'?
erfreulicherweise sind genetisch bedingte Epilepsien meist gut medikamentos thera-
pierbar. Sie werden in der Regel nicht monogen vererbt, weshalb es auch zu einem
Generationssprung der Erkrankung kommen kann.3

Die Diagnose der kryptogenen Epilepsie ergibt sich nach Ausschluss der beiden oben
genannten Atiologien, hierbei bleibt fur das Auftreten der epileptischen Anfalle, welche
die Kriterien der Epilepsie erfullen der exakte Entstehungsmechanismus unklar.

11 Elger, Berkenfelder, 2017
12 Anwar, Saleem, Patel, Arumaithurai, Malik, 2019
13Faltblatt Epilepsie und Genetik, Bundesverband fir Epilepsie, 2019

9



1. Einleitung

1.1.2 Klassifikation epileptischer Anfalle

Es ist essenziell die Klassifikation der epileptischen Anfalle von der Klassifikation der
Epilepsie als Erkrankung an abzugrenzen. Bei der Unterscheidung der Anfalle ist der
Entstehungsort Grundlage fur die einzelnen Einteilungen. Somit ergeben sich, in Ab-
hangigkeit der Lokalistation des ursachlichen neuronalen Netzwerks drei verschiedene
Kategorien: generalisiert, fokal und unbekannt. '

Fokale Anfallsformen bleiben in ihrem Ursprung des neuronalen Netzwerkes auf einer
Hemisphare des Gehirns zwar konstant, kdnnen sich aber in ihrer interhemisphari-
schen Ausdehnung unterscheiden.

Eine weitere, genauere Differenzierung der fokalen Anfalle ist aufgrund der Bewusst-
seinslage moglich, denn ein iktaler Status mit erhaltenem Bewusstsein wird einfach
fokaler Anfall genannt, wohingegen ein Anfall mit zusatzlicher Bewusstlosigkeit als
komplex fokaler Anfall bezeichnet wird."® Nicht jeder Anfall muss zwangslaufig eine
motorische Komponente enthalten und somit als sichtbares Zucken wahrnehmbar
sein, denn auch die Veranderung sensorischer Qualitaten oder der Emotionen kdnnen
sogenannte nicht-motorische fokale Anfalle sein.'®

Da in der gangigen Klassifikation der ILAE das ursachliche neuronale Netzwerk und
dessen Lokalisation der Unterscheidung zwischen fokal und generalisiert zu Grunde
liegt sind auch Anfalle, welche sich erst im Verlauf auf die andere Hemisphare aus-
breiten, die sogenannten sekundar generalisierten Anfalle, zu den fokalen Anfallen zu
zahlen. Es konnen zu Beginn fokale Symptomatiken wie Schmatzen oder Armzucken
auftreten, welche sich dann auf den gesamten Korper ausbreiten und einen Grand-
mal-Anfall auslosen.

Nach aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnissen finden generalisierte Anfalle ihren
Ursprung in einem Neuronennetzwerk, welches sich Uber beide Hemispharen erstreckt
oder diese zumindest chemoelektrisch miteinander verbindet. Dabei kdnnen auch sub-
kortikale Strukturen betroffen sein, allerdings muss nicht zwangslaufig der komplette
Kortex an einem epileptischen Anfall beteiligt sein. Der wohl eindrucklichste Unter-
schied ergibt daraus, dass der Ursprung bei dieser Art der Anfalle von Anfall zu Anfall
variabel ist und eine asymmetrische Auspragung maoglich ist'”. Der Sonderfall des Ab-
senceanfalls, ist immer als generalisiert zu werten.'® 19 Zur Operationalisierung der
Diagnostik im klinischen Alltag in Bezug auf die Semiologie der Anfalle, wurden erwei-
ternde Klassifikationen erstellt wie beispielsweise die von Liders et al. 2

14 Fisher et al., 2017B

15 Fisher et al., 2017A

16 Fisher et al., 2017A

17 Berg et al., 2010

18Fisher, van Emde Boas, Blume, Elger, Genton, Lee, Engel, 2005
19 Fisher et al., 2017A

20 | iders et al., 1998
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1. Einleitung

1.1.3 Klassifikation der Epilepsien

Mit zunehmenden Erkenntnissen aus den vergangenen Jahrzehnten medizinischer
Forschung wandelte sich auch die Unterteilung der Erkrankung immer weiter. 2 22 Ein
2017 von der Internationalen League Against Epilepsy (ILAE) veroffentlichtes Stufen-
konzept fuhrt Gber die Identifikation der verschiedenen obengenannten Anfalltypen zur
Definition der Epilepsieform. Hieraus ergibt sich die Aufteilung in vier mdgliche For-
men: generalisierte Epilepsie, fokale Epilepsie, kombiniert fokal- generalisierte Epilep-
sie und unklare Epilepsie. %

Im Anschluss kann eine weitere Stufe durch das Vorliegen eines Epilepsiesyndroms
erreicht werden, hierbei handelt es sich um eine Diagnose, welche nach Zusammen-
schau aller klinisch verfugbaren Informationen gestellt werden darf. Hierzu zahlen un-
ter anderem das Erkrankungsalter, die Anfallsform, das EEG und auch strukturellen
und funktionellen bildgebende Verfahren wie das SPECT oder PET. Nicht selten liegen
hier spezifisch identifizierbare Anfallstrigger vor. 2*

1.1.4 Prodromi und Auren eines epileptischen Anfalls

Es besteht die Mdglichkeit, dass sich epileptische Anfalle im Rahmen von Prodromi
oder Auren vorankundigen. Als Prodromi bezeichnet man in einem Zeitraum von Stun-
den bis Tage von einer aulenstehenden Person wahrgenommene Anderungen in der
Stimmung oder eine vermehrte Reizbarkeit der Patienten. Es besteht die Moglichkeit
einer Zunahme der Intensitat der Symptome zum epileptischen Anfall hin, welche dann
aber in der Phase nach einem abgelaufenen Anfall wieder vollig verschwinden. Als
Aura bezeichnet man die subjektiven Wahrnehmungen der Patienten auf Ebene der
verschiedenen Sinnesmodalitaten. Sie treten unmittelbar vor Anfallsbeginn auf und
sind somit aller erstes Zeichen eines fokalen epileptischen Anfalls, denn generalisierte
Anfalle gehen nicht mit Auren einher. Allerdings kann auch nur die Aura, ohne folgen-
den epileptischen Anfall auftreten. Diese wird dann den einfachen fokalen Anfallen
gemal der internationalen Klassifikation zugeordnet. Besteht die Moglichkeit wahrend
einer auftretenden Aura ein EEG abzuleiten, lassen sich in den meisten Fallen lokale
Funktionsstorungen identifizieren. Sie beginnt dann entweder auf Ebene der Wahr-
nehmung auf autonom-vegetativer Ebene, einer Sinneswahrnehmung oder eine Ver-
anderung in der Psyche. In aller Regel ist die Form und der Beginn einer Aura vor
jedem Anfall idem. Eine Varianz besteht lediglich in der Dauer der Aura und dem Hin-
zutreten anderer Sinneseindricke oder psychischer Veranderungen. Eine somatosen-
sible Aura bspw. aulert sich, als kribbeln an einer bestimmten Stelle einer Extremitat
oder im Gesicht, es ist Ausdruck einer UbermalRig gestorten Entladung der kontralate-
ralen Hemisphare. Des Weiteren kdnnen auch visuelle Auren auftreten, bei welchen
der Patient helle und dunkle Punkte wahrnimmt, die auch blinken und zunehmend zur
Mitte wandern kdnnen. Bei einer Wahrnehmung von komplexen Mustern oder Formen
findet sich haufig auch eine Beteiligung des Temporallappens. Die haufigste Form er
Aura ist die sogenannte epigastrische Aura. Dort kommt es zu einem aufsteigenden
merkwurdigen Gefuhl in der Bauchregion, das sich auf Hals und Kopf ausbreiten kann.
Vermutet wird fur diese Form der Aura eine ubermaflige Entladung in der Insula. Die
weitern Formen der Aura, wie auditive, olfaktorische oder gustatorische gehen jeweils
mit unterschiedlichen unangenehmen entsprechenden Sinneswahrnehmungen einher

21 Scheffler et al., 2017
22 Berg et al., 2010

23 Scheffler et al., 2017
24 Nachtrag et al., 1998
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1. Einleitung

und sind vergleichsweise selten. Die epigastrischen, olfaktorischen und gustatorischen
Auren gehen in der Regel mit einem Déja-vu Erlebniss einher und versetzen den Pa-
tienten in einen sogenannten Dreamy state. Bei allen Formen der Aura ist es mdglich,
dass Patienten ein beklemmendes Gefuhl erlangen, Angst wahrnehmen und die Auren
somit als belastende Symptomatik empfinden.
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1. Einleitung

1.1.5 Regulation der Immunantwort durch zellulare Interaktionen

Jede Form der Immunantwort, egal ob zellular oder humoral besitzt das Ziel der Be-
seitigung des pathogenen Antigens bzw. des pathogenen Erregers. Die Zellen des
adaptiven Immunsystems werden hierfur durch eine komplexe Interaktionskaskade ak-
tiviert und Durchlaufen eine Proliferations- und Differenzierungsphase bis sie dann ihre
Effektorfunktion ausuben. Hierbei muss die Effektorfunktion nicht direkt auf die patho-
gene Zelle via Antikorperproduktion wirken, sondern kann bspw. im Rahmen einer
Steuerung der Aktivierung und Differenzierung anderer Zellreihen zur Immunantwort
beitragen. Ein Beispiel hierfur ist die Regulation der Aktivierung und Differenzierung
der zytotoxischen T-Zellen und B-Zellen durch die CD4-positiven T-Zellen. Diese CD4
Zellen konnen anhand ihrer Sekretierten Zytokine in Th1 und in Th2 Zellen unterteilt
werden. Th1 Zellen sezernieren unter anderem IL-2, IFN-gamma, II-3 und TNF alpha
und spielen eine wichtige Rolle bei der Beseitigung intrazellularer Erreger und initiieren
die Differenzierung zytotoxischer T-Zellen. Th2 Zellen sezernieren unter anderem IL-
3, -4,-6,-10,-13 und sind wiederrum wichtig fur den Klassenwechsel der B-Zellen und
die Regulation der humoralen Immunantwort. Sie unterstutzen die Produktion spezifi-
scher Antikorper, was zu einer hoheren Konzentration der wichtigen Antikorper fuhrt.
Auch durch lhre Produktion von IL-4 und IL-10 ist es den Th2 Zellen mdglich die Diffe-
renzierung und proinflammatorische Wirkung der Th1 Zellen zu regulieren. Auch
dendirtische Zellen spielen in diesem Netzwerk eine Rolle, denn sie produzieren IL-12
und induzieren eine Th1 Zellantwort, welche dann in der Produktion von IFN-gamma
und einer Th2 Antwort mundet. Werden die plasmazytoiden dendritischen Zellen akti-
viert kommt es durch die vermehrte IFN-alpha Bildung zu einer Th2 Zellantwort, wel-
che dann in einer verstarkten Antikorperproduktion und IL-4 Liberation gipfelt. Weitere
wichtige Zellen in der Regulation der Immunantwort sind die CD4-positiven und CD8-
positiven regulatorischen T-Zellen, sie exprimieren dauerhaft CD25 und produzieren
IL-10 und unterdricken so B- und T-Zellantworten. Diese Zellart ist essenziell fur die
Aufrechterhaltung der immunologischen Tolleranz und auch fur die Dauer und Starke
eine Immunantwort gegenuber einem bestimmten Erreger. Zusammenfassend |asst
sich sagen, dass fur eine adaquate spezifische Immun-antwort die B-Zelle das Antigen
Uber ihren Rezeptor erkennen und aufnehmen muss, um in anschlieend zu prozes-
sieren und zu prasentieren. Im Anschluss bindet eine T-Zelle an das prasentierte An-
tigen und Uber den CD40-CD40-Liganden kommt es dann zur Induktion des Ig-Klas-
senwechsels der B-Zelle und zur Produktion der hochaffinen Antikbrper gegen das
identifizierte Antigen. 2526

25 Jameson, J. Larry, et al. Harrisons Innere Medizin S.3059-3062
26 Broker B, Schitt C, Fleischer B (2019) Grundwissen Immunologie S.27-45
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1. Einleitung

1.2 Rolle des Immunsystems bei der Iktogenese

Verschiedenste Arbeiten intensiver neurologischer Forschungen konnten in der ver-
gangenen Dekade die Rolle des angeborenen Immunsystems und der Zytokine an der
Entstehung epileptischer Anfalle herausarbeiten.?”

Seit langerer Zeit wird eine Assoziation zwischen inflammatorischen Prozessen im Ge-
hirn und der Entstehung des Krankheitsbildes der Epilepsie hergestellt. Hierbei fokus-
sierte man sich vornehmlich auf die Korrelation zwischen dem inflammatorischen Sta-
tus von Patienten mit Multipler Sklerose und dem Auftreten epileptischer Anfalle. In
den vergangenen Jahren zeigte sich eine zunehmende Evidenz dafur, dass entzind-
liche Prozesse des Gehirns die Entstehung von Epilepsien fordern und das fortdau-
ernde Auftreten rezidivierender Anfalle beginstigen kénnen.?82%30 Besagte Phano-
mene werden bereits konkret mit spezifischen Epilepsieformen wie beispielsweise der
Temporallappenepilepsie 3'32oder der fokalen kortikalen Dysplasie 3assoziiert. Aktu-
elle Forschungsergebnisse weisen aul3erdem auf eine Korrelation der Immunreaktio-
nen im Plasma mit weiteren Epilepsieformen hin, welche bisher nicht primar mit immu-
nologischen Vorgangen in Verbindung gebracht wurden-34.35.36

In einer Studie aus dem Jahr 20203 konnte eine signifikante Erhéhung der CD4 posi-
tiven T-Zellen bei Patienten mit fokaler Epilepsie festgestellt werden. Patienten, welche
an einer therapieresistenten Epilepsie litten, wiesen dartuber hinaus deutlich hohere
Konzentrationen der CD4 pos. T-Zellpopulation auf. In einer detaillierteren Analyse der
PBMCs der sog. Drugresistance group konnte ein Shift der im Blut befindlichen CD4
positiven T-Zellpopulationen hin zu den Th17/Th1 CD4 T-Zellen gezeigt werden. Im
Rahmen weiterer Studien zeigte sich, dass Th17/Th1 CD4-positive T-Zellen insbeson-
dere bei entztindlichem neuroglialem Schaden exprimiert werden, da sie aufgrund ih-
rer erhohten Migrationsfahigkeit durch die Blut-Hirn-Schranke einen direkten axonalen
Schaden induzieren kénnen.38 3°

Ebenfalls wurde weiterfuhrend die Rolle der Interleukine konkreter untersucht. Dabei
konnte ein statistisch signifikanter Anstieg des, in Korrelation zu neuronalem Schaden
stehenden, IL-1beta nachgewiesen werden. Eine Verminderung der Produktion oder
Rezeptoraktivitat dieses Interleukins im Mausmodel wurde als neuroprotektiv identifi-
ziert.*? Gleichzeitig konnte eine erhebliche Erniedrigung des Interleukin-4 Spiegels in
derselben Fallgruppe nachgewiesen werden. Diese Beobachtung wird im Falle einer
Neuroinflammation als neuroprotektiv bewertet.*! Stimmig zu diesen Ergebnissen

27 |j et. Al 2011

28 Wilco, Vezzani 2016

25Auvin, Mazarati, Shin, Sankar, Okt. 2010
30 Auvin S, Shin D, Mazarati A, Sankar R.b Jul. 2010
31Van Vliet et. Al 2006

32 Ravizza et. Al 2007

33 Ravizza et. Al 2006

34 Ljet. Al 2011

35 De Vries et. Al 2016

36 \erzzani et. Al. 2013

37 Quédraogo et al. 2020

38 Birkner et al 2020

39 Siffrin et al., 2016

40 Vezzani, Friedman, Dingledine, 2012

41 Vogelaar et al., 2018
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1. Einleitung

zeigten sich ebenfalls erniedrigte Werte der Th2-T-Zellpopulation, welche insbeson-
dere bei den therapierefraktaren Epilepsien auffielen.*?

Der Nachweis einer postiktal vermehrten Bildung des Interleukin-10 erbrachte weitere
wissenschaftliche Erkenntnisse auf dem Gebiet der Ursachenerforschung epilepti-
scher Krankheitsbilder. Eine aus diesem Anstieg resultierende verminderte Interleu-
kin-12 Aktivitat fuhrt zu einer Reduktion der NK-Zellaktivitat und somit auch zu ernied-
rigten Spiegeln des proinflammatorischen INF-gamma. Diese Wechselwirkungen spie-
geln den Versuch einer antiinflammatorischen Regulation des Immunsystems mit dem
Ziel der Limitierung der anfallsbedingten entzundlichen Aktivierung wider, welche pri-
mar von de Vries et al.** Beschrieben wurde.

Kamasak et al. untersuchten in ihrer Studie unter anderem bei Patienten mit diagnos-
tizierter Epilepsie die Serumkonzentrationen des Tumornekrosefaktors-alpha. Dabei
konnte eine signifikante Erhdhung dieser im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
nachgewiesen werden. Es liel3en sich sogar noch deutlich hohere Werte bei Patienten,
welche unter schwerer Epilepsie litten im Vergleich zu denen mit milder Epilepsie fest-
stellen. “* Eine Arbeit von Stellwagen et al. konnte zeigen, dass TNF-alpha, welches
von Astrozyten freigesetzt wird an die dazugehorigen Rezeptoren (TNFR) an Neuro-
nen binden. Dies induziert eine Erhohung der Expression des exzitatorischen AMPA-
Typ Glutamatrezeptors, mit einer gleichzeitig verminderten Expression des inhibitori-
schen GABAa-Rezeptors an den Synapsen.*®> Um eine Assoziation zwischen diesem
Befund und der Epilepsie herzustellen wurden TNFR-Knockout-Mause im Hinblick auf
die Entwicklung von Epilepsien innerhalb einer hirninfektiosen Periode untersucht.
Mause dieser Knockout-Gruppe zeigten eine deutlich hdhere Krampfschwelle bei in-
fektiosem Geschehen als die Kontrollgruppe. Hierdurch konnte belegt werden, dass
TNF-alpha einen grof3en Einfluss auf die cerebralen exzitatorischen Vorgange hat und
dass eine massive Uberexpression von TNF-alpha zu einer erhdhten Anfallsaktivitat
beitragen kann.46:47:48

Genauer lasst sich dies folgendermalden erlautern: TNF-alpha wird von Astrozyten und
Mikrogliazellen freigesetzt wird. Diese Freisetzung fuhrt unter anderem zu einer ver-
starkten Freisetzung von Glutamat und einer gleichzeitigen Endozytose von GABAer-
gen Rezeptoren. Uber diesen Mechanismus werden die exzitatorischen Reize erhdht
und die inhibitorischen Reize (GABA) vermindert, was unweigerlich zu eriner Erh6hung
der Erregbarkeit des ZNS fuhrt. Dies ist ein Grund, weshalb der Tumornekrosefaktor
alpha zunehmend an Bedeutung bei Aufstellungen von Theorien der Iktogenese ge-
winnt. 4980.51.5253 Dyrch diesen zuséatzlichen und Uber-maRigen Anfall an exizitatori-
schen Transmittern kann TNF-alpha so zu der Exzitotoxizitat in bereits geschadigten
Hirnregionen beitragen. %

42 Quédraogo et al. 2020

43 De Vries et al. 2016

44 Kamasak et al. 2020

45 Stellwagen et al. 2005

46Balosso, Ravizza, Aronica, Vezzani, 2013
47 Balosso et al., 2005

48 Weinberg, Blake, McCown, 2013

49 Balosso, Ravizza, Aronica, Vezzani, 2013
50 Balosso et al., 2005

51 Weinberg, Blake, McCown, 2013

52 Takeuchi et al., 2006

53 Santello M, Bezzi P, Volterra A, 2011

54 Takeuchi et al., 2006
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In der Vergangenheit wurden bereits verschiedenste Behandlungsansatze fur thera-
pierefraktare Epilepsien durch antiinflammatorisch wirkende Substanzen verfolgt und
in experimentellen Studien erprobt. Beispielsweise wurde der spezifische Hemmstoff
des Interleukin converting enzymes (ICE) VX-765 untersucht. Das ICE ist unter ande-
rem fur die Synthese von Interleukin-1 Beta und HMGB1 zustandig. Diesen beiden
Substanzen wurde in einer experimentellen Studie von Vezzani A. Et. AI®® eine Betei-
ligung an der Entstehung von Anfallen zugeschrieben.

Gleichzeitig ist VX-765 auch die einzige antiinflammatorische Substanz, welche bereits
in einer klinischen Wirksamkeitsstudie untersucht wurde.%® Im Rahmen einer ran-do-
misierten Doppelblindstudie wurden Auswirkungen der Substanz auf die Anfallsfre-
quenz von Patienten mit therapierefraktarer fokaler Epliepsie untersucht. Ergebnisse
der Studie zeigten, dass es zu einer Reduktion der Anfallshaufigkeit bis zu 13%-19%
in der VX-765 Gruppe kam. Ebenfalls ist an dieser Stelle hervorzuheben, dass die
Vertraglichkeit des oral eingenommenen Medikaments vergleichbar zu der Einnahme
von Placebo war.

Aufgeflhrte Ansatze antiinflammatorische Therapieformen lassen Grund zur An-
nahme, dass die Verminderung des proinflammatorischen Status zu einer Reduktion
der Anfallsfrequenz und Intensitat bei Patienten mit therapieresistenten Epilepsiefor-
men flihren kann.57:58

55 Vezzani, Aronica, Mazarati, Pittman. 2013

56 VVertex Pharmaceuticals Icorporated, Marz 2011
57 Dey A, Kang X, Qiu J, Du Y, Jiang J, 2017

58 French et al. 2017
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1.3 Postiktale Zerstorung der Blut-Hirn-Schranken-Integritat

Ein weiterer Aspekt ist die Storung der Blut-Hirn-Schranken-Integritat nach epilepti-
schen Anfallen. Da es sich bei dem zentralen Nervensystem um einen immunprivili-
gierten Raum handelt, ist die Regulation der Permeabilitat dieser Barriere essenziell
fur die Aufrechterhaltung der Homoostase des ZNS und somit auch des gesamten
Organismus. Sowohl zentrale als auch periphere inflammatorische Vorgange erhdhen
die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (BHS) Uber unterschiedliche Mechanismen.
Im Folgenden werden wichtige bereits beschriebene Vorgange, welche zur Reduktion
der Barrierefunktion beitragen besprochen:

1.3.1 Verdanderung in den Tight Junctions der Endothelzellen

Labus et al®® veranschaulichten in ihrer 2018 veroffentlichten Studie, dass die von
Mikrogliazellen sowie auch von peripheren Immunzellen produzierten pro-inflammato-
rischen Zytokine IL-1beta, IL-6, IL-9, TNF-alpha und auch IFN-gamma die Expression
der Tight Junctions in den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke signifikant vermin-
dern und eine adaquate Organisation storen. Claudin-5 ist ein wichtiges Protein im
Rahmen der aktiven Permeabilitat in den Tight Junctions und wird vor allem durch die
Wirkung von TNF-alpha und Interleukin-1beta herunterreguliert. Hierdurch kommt es
zu einer vermehrten parazellularen Permeabilitat und somit zu einer Stérung der In-
tegritat der BHS.®° Durch diese Irritationen im strukturellen Aufbau der interzellularen
Kontakte kdnnen Entzindungsmediatoren und periphere Immunzellen deutlich leichter
in das ZNS gelangen und dort eine weiterfuhrende Entzindungsreaktion aufrecht-
erhalten, welche in einem weiteren neuronalen Zelluntergang mundet.

Ebenfalls konnte die Forschungsgruppe um Huang et al.' im Dezember 2020 einen
weiteren Beleg fur die Zerstorung der Tight Junctions durch Entzindungsmediatoren
liefern. Sie veranschaulichten eine Korrelation zwischen dem durch CoVID-19 ausge-
I6sten Zytokinsturm und einer erhdhten Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke in Bezug
auf die Wirkung der Zytokine auf die Zonula occludens.

Die Zerstorung der Tight Junctions erfolgt nicht ausschliel3lich Uber peripher bzw. au-
Rerhalb des ZNS produzierte Zytokine, sondern kann wie Hagberg et al.?2 in ihrer Pub-
likation berichteten, auch durch aktivierte Mikrogliazellen geschehen. Diese werden
durch hypoxische, proinflammatorische oder auch durch Elektrolyt-verschiebungen
aktiviert und produzieren unter anderem TNF-alpha. Der Mechanismus hinter der Er-
hoéhung der Permeabilitat ist derselbe wie bei aullerhalb des ZNS produzierten Zytoki-
nen. Eine ebenfalls bekannte Nebenwirkung der bei diffusem grof3zelligem B-Zelllym-
phom (DLBCL) eingesetzten gegen CD19 gerichteten CAR-T-Zelltherapie, ist die er-
hohte Anfalligkeit fur neuroinflammatorische Prozesse. Hierbei kommt es zu einer Er-
hohung der CD3+ T-Zellen und der CD19+ B-Zellen, welche einen sogenannten Zyto-
kinsturm verursachen. Bei diesem Zytokinsturm kommt es zu einer ubermafigen Frei-
setzung von IFN-gamma, TNF-alpha und Interleukin-6. Auch dort konnte man statis-
tisch signifikant darstellen, dass der ausgeloste Zytokinsturm zu einer erhohten inter-
zellularen Permeabilitat der BHS fuhrt und die Patienten so anfalliger fur Infektionen
oder Intoxikationen mit eigentlich nicht ZNS-géangigen Substanzen sind.®3

59 Labus et al., 2018
60 Nitta et al., 2003

61 Huang et al. 2020
62 Hagberg et al. 2015
63 Huang et al. 2020
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1.3.2 Schadigung der Endothelzellen und Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten

Nach der anfallsbedingten Schadigung der Neurone im ZNS kommt es zu einer Frei-
setzung sogenannter Damage-Associated-Molecular-Patterns (DAMPs) in den Extra-
zellularraum. Gezahlt werden hierzu unter anderem Hitzeschockproteine, S100 Prote-
ine, HMGB1 (High-mobility group box 1), IFN-gamma und CCL2. Diese binden an den
Mikrogliazellen, welche die zentralen Immuneffektorzellen darstellen, an Pathogener-
kennungsrezeptoren wie etwa die Toll-like Rezeptoren. Dies fuhrt zu einer Aktivierung
der Mikrogliazellen und es kommt zu einer Produktion von Zyto- und Chemokinen.%*
Die Produktion von IL-1beta fuhrt durch Rezeptorbindung an Astrozyten zu einer ver-
mehrten Freisetzung von Glutamat, einem wichtigen exzitatorischen Transmitter im
zentralen Nervensystem. Ebenfalls fuhrt es autokrin zu einer gesteigerten Transkrip-
tion des proteolytischen Enzyms Matrix-Metalloprotease-9 (MMP9). Dieses Enzym
fuhrt Uber eine direkte Schadigung der Tight Junctions in den Endothelzellen zu einer
erhdhten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke. Somit ermoglicht es peripheren Im-
munzellen aber auch weiteren aulierhalb des ZNS produzierten I6slichen Faktoren das
Erreichen des immunprivilegierten Raumes. Des Weiteren fuhrt MMP-9 zu einer ge-
steigerten Antwort des ZNS auf depolarisierende Reize sowie einer erhohten Sekretion
von IL-1 beta und TNF-alpha aus zentralen und peripheren Immunzellen.®® Eine wei-
tere Funktion dieses Enzyms ist die Beeinflussung der neuronalen Plastizitat Gber
strukturelle Modifikationen an Synapsen, welches das Entstehen einer Epilepsie bzw.
das Auftreten eines erneuten Anfalls begiinstigt.66:67.68

Ein weiterer Signalweg ist die hochregulation der Cyclooxygenase 2 (COX2) in den
Mikrogliazellen. Dies geschieht durch die Bindung des Protease-Aktivierenden-Fak-
tors an seinen Rezeptor, welcher durch die Aktivierung der Phospholipase Az die Ex-
pression der COX2 steuert. Das von ihr produzierte Prostaglandin Ex fuhrt wiederrum
zu einer vermehrten Freisetzung von Glutamat aus den Astrozyten, welches ebenfalls
die neuronale Antwort auf erregende Reize erhoht. 69

Ebenfalls werden von aktivierten Mikrogliazellen, Astrozyten und Endothelzellen Che-
mokine produziert, welche die peripheren Immunzellen Richtung ZNS navigieren und
zu einer Leukozytenaktivierung fiihren.”®”! Durch die Freisetzung sind sie an der Mo-
dulation spannungsabhangiger Natrium-, Kalium- und Kalziumkanale sowie G-Protein
gekoppelter Kalium-Transporter beteiligt. Durch diese Veranderung kommt es zu einer
vermehrten Ausschiittung von Dopamin, GABA und Glutamat.”

Die Publikation von Bozzi et al.”® stellte unter anderem dar, dass bei Patienten mit
Temporallappenepilepsie der CXCR4-Rezeptor vermehrt exprimiert wurde und es
durch diese Veranderung der Rezeptordichte zu einer Produktion und Ausschuittung
von TNF-alpha kommt. Patienten mit pharmakoresistenter Epilepsie zeigten erhdhte
Werte des CC-Chemokin-Ligand 2 (CCL2), dessen Rezeptor sich auf nahezu allen
Neuronen, Astrozyten, Mikrogliazellen und Endothelzellen befindet. CCL2 fordert

64 Serna-Rodriguez et al., 2022
65 Rana et al., 2018

66 Brosinz et al., 2016

67 Acar et al., 2015

68 Konopka et al., 2012

69 Rana et al., 2018

70 Fabene et al., 2010

71 Bozzi et al., 2016

72 Fabene et al., 2010

73 Bozzi et al.,2016
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nachweislich den Transport durch die BHS, einschlie3lich von Monozyten und Makro-
phagen.’47®

Aufgrund dessen wird die Rolle der Chemokine bei Klarung der Ursache der BHS-
Schadigung ein wichtiger Bestandteil zukunftiger Forschungen bleiben und es werden
auch mogliche therapeutische Targets diskutiert.”®

Aktivierte Astrozyten hingegen produzieren den Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF). Dieser erhoht die Aktivitat der endothelialen NO-Synthase. Dies fuhrt bei
Ubermafiger Produktion zu einer Verminderung der Bereitstellung von Occludin und
Claudin und schwacht somit die parazelluldre Barriere zusatzlich.”” Weitere Mediato-
ren wie Glutamat, Aspartat, ATP, Endothelin-1, TNF-alpha und Macrophage Inflam-
mation Protein 2 (MIP2) werden durch die Aktivierung der Astrozyten vermehrt freige-
setzt. Fur diese Mediatoren konnte ein 6ffnender Einfluss auf die Blut-Hirn-Schranke
nachgewiesen werden. Auch diese Mediatoren werden weiterhin als mogliche Thera-
pie-Targets erforscht.”®

74 Faustino et al., 2019
75 Huang M et al., 2017
76 Fabene et al., 2010
77 Huang X. et al., 2020
78 Kadry et al., 2020
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1.3.3 Periphere Immunzellen

Im Rahmen jeder Inflammationsreaktion kommt es zu einer Rekrutierung von Zellen
unseres Immunsystems. Bei einer Inflammationssituation peripher aber auch im ZNS,
wie es postiktal der Fall ist, kommt es an den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke
zu einer verstarkten Expression verschiedener Oberflachenmarker. Es wurde beo-
bachtet, dass die bei Inflammation vermehrt exprimierten Adhasionsmolekuile VCAM1
(vascular cell adhesion molecule 1), ICAM-1 (Intercellular- Adhesion-Molecule) und E-
Selektin zu einer vermehrten Migration peripherer Immunzellen in das ZNS fiihren.”®80
81

Ebenfalls wird durch den vermehrten Anfall an Zytokinen die Expression des leukocyte
adhesion molecule (LAM) erhdht, welches zu einer verstarkten Bindung der Leukozy-
ten an die endotheliale Matrix fuhrt und ebenfalls deren Migration durch die BHS er-
leichtert.82

Unter diesen bindenden Leukozyten befinden sich auch CD4+ T-Zellen. Die Th1 Zellen
werden durch die Adhasion zur Produktion und Ausschuttung von IL-2, IFN-gamma
und TNF-alpha angeregt. Diese Mediatoren stimulieren die mikrogliale Differenzierung
zu M1-Mikrogliazellen. Sie produzieren unter anderem wiederum TNF-alpha und IL-
12, welches eine Veranderung in der Dichte der Tight Junctions und einer Herunterre-
gulierung kritischer Efflux-Transporter bewirkt.83 TNF-alpha fiihrt auRerdem zu einer
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die ZNS-Region und férdert deren Diape-
dese durch die BHS. Die durch die Granulozyten freigesetzten Mediatoren IL1beta, IL-
6, IL-12 fuUhren zu einer weiteren Destabilisierung der Barriere zwischen Blut und zent-
ralem Nervensystem.8485

Die regulatorischen T-Zellen bewirken hingegen eine Immuntoleranz, unterdricken die
Aktivierung weiterer Immunzellen, wirken sich positiv auf die endotheliale Funktion aus
und kdnnen Ubermaldige Entzindungsreaktionen eindammen. Aufgrund dessen wird
ihnen eine neuroprotektive Funtkion sowie eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der
Blut-Hirn-Schranken-Integritat zugeschrieben.8

Durch eine Adhasion der NK-Zellen an das Endothel der BHS entsteht ein Signal zur
Freisetzung von IFN-gamma und CXCL-10, was zur weiteren Destabilisierung der se-
lektiven Permeabilitat der BHS beitragt.®”

7%Yu et al., 2020

80 Presta et al., 2018

81 Souza et al., 2017
82Kadry et al.,2020

83 Huppert et al., 2010
84 Aubé et al., 2014
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86 Saand et al., 2019
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1.3.4 TNF-alpha

Dieses proinflammatorische Zytokin wird im ZNS hauptsachlich von Mikrogliazellen
und Astrozyten freigesetzt. Bei der Detektion niedrigere Glutamat-Konzentrationen
oder einer inflammatorischen Stimulation der Immunzellen, kommt es zur Freisetzung
des Tumornekrosefaktors-alpha, welcher dann tUber eine Glutamatausschuttung zu ei-
ner Erhéhung des exzitatorischen Input des ZNS fiihrt.2 Gleichzeitig kommt es durch
einer verstarkten Endozytose GABAerger Rezeptoren. Dies fuhrt zu einer zusatzlich
erleichterten zentralen Erregbarkeit.8? Kubota et al.*® beschrieben die Regulation von
N-Cadherin durch TNF-alpha. N-Cadherin ist ein Molekul welches essenziell fur die
Organisation exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen ist und bei Erniedrigung
durch TNF-alpha zu einer Veranderung der synaptischen Struktur und damit der neu-
ronalen Ubertragungen fiihrt.

Der neurotoxische Effekt von TNF-alpha wird Uber die Erhhung der AMPA-Rezeptor-
dichte ausgeldst, durch diese Regulation kommt es zu einer Ubermaligen Aufnahme
von Kalzium in die neuronalen Zellen und somit zu einer Schadigung dieser.%"
Aufgrund seines Einflusses auf diese Signalwege ist TNF-alpha zunehmend in der
Diskussion als potenzielles therapeutisches Ziel, denn beispielsweise bei Temporal-
lappenepilepsie zeigte sich eine signifikant erhdhte Expression des TRAIL (TNF-rela-
ted-apoptosis-inducing-ligand). Allerdings stehen dem therapeutischen Nutzen auch

die Risiken einer Infektanfalligkeit und einer erhdhten Tumorentwicklung gegenuber.
92
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1.351L-6

Nicht nur die Aktivierung der Mikrogliazellen oder der Astrozyten fuhrt zu einer Freiset-
zung des proinflammatorischen Interleukin-6, sondern auch erhdhte Konzentrationen
von TNF-alpha, IL-1beta und IFN-gamma. Eine Studie von Erta et al. 3 und ebenfalls
die der Arbeitsgruppe Levin et al.** konnten mit ihren Ergebnissen unterstreichen, dass
eine vermehrte Ausschuttung von IL-6 mit einer vermehrten Gliose der Neurone einher
geht. Ebenfalls wurde von ihnen berichtet, dass durch eine Ubermalige Ausschittung
des Interleukins die Langzeitpotenzierungsfahigkeit des neuronalen Systems ernied-
rigt war im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Eine genauere Untersuchung der Rolle
des Interleukins-6 bei der Iktogenese zeigt unterschiedliche Ergebnisse. Es konnte
zum einen gezeigt werden, dass bei IL-6 Knockout-Mause leichter einen epileptischen
Anfall durch prokonvulsive Stimuli erzeugt werden konnte als bei den Wildtyp-Kontroll-
mausen. Auf der anderen Seite wurde nach nasaler Injektion oder bei (fur das IL-6
Gen) transgenetischen Mausen eine erleichterte Auslosbarkeit von epileptischen An-
fallen festgestellt.®

Ein weiterer wichtigere Aspekt im Hinblick auf die Zerstorung der Blut-Hirn-Schranke
ist die Bindung an den IL-6-Rezeptor auf der Endothelzelloberflache oder auch die
Bindung an den Ioslichen IL-6-Rezeptor. Beide Rezeptortypen setzen uber das Gly-
koprotein 130 eine Signalkaskade in Gang, welche eine MAP-Kinase-Kaskade und
eine JAK/STAT-Kinase-Kaskade aktiviert. In einer Studie im Jahr 2020 konnte eine
erhohte Expression dieses P-Glykoproteins in epileptischen Foki nachgewiesen wer-
den.?® Am Ende dieser Kinasenkaskade fiihrt eine Erhéhung der COX2-Expression zu
einer erhohten Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke.®” Die Arbeitsgruppe von Melo et
al.®8 konnte 2021 eine Korrelation zwischen hohen IL-6 Werten und verstarktem neu-
ronalen Schaden sowie einem schlechteren neurologischen Outcome herstellen.

Die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse weisen auf eine hoch komplexe Inter-
aktion der immunologischen Strukturen mit der Blut-Hirn-Schranke hin. In Summe
kann sie zu einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke beitragen und so deren Durch-
lassigkeit fur periphere Entzindungszellen bzw. Entzindungsmediatoren erhdhen.
Der Mechanismus der Aktivierung der zentralen Immuneffektorzellen bildet einen sich
immer selbst aufrechterhaltenden Kreislauf. Eine fehlende Regulation dieses Kreis-
laufs fuhrt zu einer nachhaltigen Zerstoérung neuronaler Zellen. Dies begunstigt die
Entstehung neuer Glianarben, welche als neue Foki zur Entstehung weiterer epilepti-
scher Anfalle beitragen konnen.

93 Erta et al., 2017
% Levin et al., 2017
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1.4 Veranderungen der postiktalen Plasmaproteinexpression

Eine weitere Methode, um die Veranderung der Vorgange im menschlichen Korper bei
epileptischen Anfallen darzustellen ist die Analyse des Plasmaproteoms. Eine 2021
veroffentliche Studie von Banote et al.%® beschaftigte sich mit den unterschiedlichen
Expressionen von Plasmaproteinen nach einem epileptischen Anfall und betrachtete
diese Veranderungen im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten. Ziel dieser Studie
war es einen Biomarker fur epileptische Anfélle zu identifizieren. Es konnten Unter-
schiede in den Konzentrationen von bis zu 41 Proteinen im Vergleich zur Kontroll-
gruppe gezeigt werden.

Eines der genannten Proteine ist das Pentraxin-related protein (PTX3), welches in er-
hohter Konzentration bei Banote et al.'® nachgewiesen wurde. PTX3 konnte durch
eine Studie von Ravizza et al.'! eine neuroprotektive Rolle postiktal zugeschrieben
werden. Dort wurde am Modell der Ratte eine deutlich erhdhte Konzentration dieses
Proteins postiktal gemessen. Des Weiteren zeigte sich in einer PTX3-Knockout-Ko-
horte ein deutlich groRerer anfallsbedingter neuronaler Schaden als in der Wildtyp-
Vergleichsgruppe.

Eine weitere Veranderung konnte, ebenfalls in einem Mausmodell, fir den von-Wille-
brand-Faktor gezeigt werden, welcher von den Endothelzellen der Blutgefalle gebildet
wird. Es wurde eine Kontrollgruppe und eine Knockout-Gruppe fur vVWF hergestellt, im
Anschluss wurde via Pilocarpin ein epileptischer Anfall provoziert und mittels Evans
Blue die Durchlassigkeit der BHS beurteilt. Hierbei konnte eine durch den epilepti-
schen Anfall provozierte Freisetzung des VWF aus den Endothelzellen dargestellt wer-
den. Es zeigte sich fur die Knockout-Gruppe eine undurchlassigere Blut-Hirn-
Schranke. Zwar steht ein VWF-Mangel mit einer gestorten P-Selektin-Expression der
Endothelzellen in Zusammenhang, dieser ist aber laut dieser Studie nicht die Ursache
der verminderten Permeabilitat. Diese Verstarkung der Barriere fuhrt allerdings nicht
zu einem Schutz der neuronalen Strukturen, dies konnte anhand der deutlich erhdhten
S100B Konzentrationen im Western-Blot in der Gruppe der vWF-Defizienten Mausen
nachgewiesen werden. S100B Ubertritt in das Blutplasma gilt als Indikator neuronalen
Hirnschadens.%?

Innerhalb eines Zeitraumes von 120 Minuten postiktal starben 100% der Knockout-
Mause. Dementsprechend ist auch hier dem von Willebrand-Faktor eine protektive
Wirkung hinsichtlich des neuronalen Schadens als auch des postiktalen Outcomes zu-
zuschreiben. 03

Li et al.’® beschrieben 2019 die Beteiligung der mitogen-activated protein kinase-14
(MAPK14) an der Epileptogenese. MAP-Kinasen fungieren als Integrationspunkt fur
verschiedenste chemische Botenstoffe, vornehmlich proinflammatorische Zytokine
und induzieren eine Transkription, Proliferation und Differenzierung der Zelle. Durch
eine Ausschaltung der Phosphorylierung der MAP-Kinase durch Losmapimod konnte
eine deutlich geringere Anfallsstarke im Rattenmodell gezeigt werden. Dieser Marker
stellte sich bei Banote et al. im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant, mit einem p-
Wert von 0,022 niedriger dar. 19
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Ebenfalls konnten in der Arbeit von Banote et al. eine signifikante Erniedrigung (p=
0,047) der Konzentration der Laminin-Untereinheit beta-2 (LAMB2) im Vergleich zur
Kontrollgruppe gemessen werden. "% Diese Untereinheit ist Bestandteil der kortikalen
Basalmembran und an der Synapsenformation und deren Morphogenese beteiligt. Fur
genau dieses Protein fanden Fu et al.’%” bei einer vermehrten Expression eine Korre-
lation zu erhdhten Anfallsfrequenzen.

Nach Zusammenschau der derzeitigen Studienlage bleiben einige Fragen offen: ist
eine Detektion weiterer Veranderungen der Zellpopulationen sowie Zytokin-expressi-
onen anhand der postiktalen vendsen Blutanalyse mdglich und lassen sich im An-
schluss aus den Ergebnissen potenzielle therapeutische Targets identifizieren? Im
Rahmen dieser wird der Versuch unternommen, Antworten mithilfe einer FACS-Ana-
lyse von PBMCs aus peripherem Blut auf diese bisher noch ungeklarten Fragestellun-
gen zu finden.

Im Bereich der Proteomik ist das Ziel dieser Arbeit nun weitere fluide Marker im peri-
pheren Plasma zu identifizieren und deren protektive oder induzierende Rolle in der
Iktogenese aufzudecken. Hierzu wurde das Plasmaproteom von Patienten mit epilep-
tischen Anfallen mittels Proteomik untersucht.

106 Banote, Larsson, Berger, Kumlien, Zelano, 2021
107 Fu, Wu, Guo, Chen, Ma, Wang, Xiao, Wang, 2019
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Eingeschlossen in die Studie wurden insgesamt 21 Patienten mit einem Durchschnitts-
alter von 52,5 Jahren in stationarem Aufenthalt nach einem gesicherten generalisierten
epileptischen Anfall. Die Auswahl der Patienten erfolgte anhand ihrer Vorgeschichte
und auch derer praklinischen Medikation durch den Rettungsdienst. Essenziell fur den
Einschluss war, dass keine strukturelle Hirnerkrankung und kein infektioses Gesche-
hen zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestanden. In der Fallgruppe hatten 14 Patienten
bereits die Diagnose Epilepsie und erlitten einen Krampfanfall, wohingegen 7 zum ers-
ten Mal einen Anfall erlitten. In der Gruppe mit den Patienten, bei welchen bereits Epi-
lepsie diagnostiziert wurde, hatten lediglich zwei von ihnen eine dauerhafte antiepilep-
tische Therapie mit Levetiracetam in ihrer Medikation. Das direkt bei Aufnahme abge-
nommene Labor zeigte CK-Werte im Bereich von 70 bis 5919 mg/dl. Ebenfalls wurden
relevante Vordiagnosen ausgeschlossen und es wurde anamnestisch sowie laborche-
misch versucht Krampfanfalle im Rahmen einer Entzugserscheinung auszuschlie3en.

Ausschlusskriterien:

Einschluss der Patienten in die . Alkohol- oder Schlafentzugskrampf
Biobank . Anfall vor mehr als 24h

Floride Entziindungsvorgange

Maligne Erkrankung in der Vorgeschichte

Strukturelle Epilepsie (Tumore, Blutungen)

Stroke in der Vorgeschichte

. Schwere chronische Erkrankung

Floride Autoimmunerkrankungen

- Einnahme von Immunsuppressiva

- Trauma/ Unfall

- Drogenabusus

21 Patienten flr Proteomik

< weitere Selektion der Patienten

10 Patienten FACS

Abbildung 1. Darstellung der Patientenselektion fiir die Fallgruppe!®®

108 Eigene Darstellung, erstellt mit Hilfe von Canva
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Im Anschluss wurden 20 Kontrollen mit einem Durchschnittsalter von 62,57 Jahren
eingeschlossen. Hierbei wurden ambulante Patienten aus der ZNA sowie bereits vor-
bestehende Patienten aus der Biobank ausgewahlt. Bei der Rekrutierung dieser lag
ein besonderes Augenmerk auf einer blanden Vorgeschichte in Bezug auf ischamische
Ereignisse jeglicher Art oder Tumorgeschehen. Ebenfalls durften die Kontrollpatienten
in ihrer Krankengeschichte keine Form eines epileptischen Anfalls aufweisen.

Ausschlusskriterien:
. Alkohol- oder Schlafentzugskrampf
« Neurologische Grunderkrankung
« Floride Entziindungen (CRP, PCT)
. Vigilanzminderung (GCS<14)
. Herz- Kreislaufsymptomatik
« Immunsupprimierende Grunderkrankung
. Glioblastom in der Vorgeschichte
. Stroke in der Vorgeschichte
<4 . Schwere chronische Erkrankung
- Floride Autoimmunerkrankungen
. Einnahme von Immunsuppressiva
. Cortisontherapie in der ZNA
v . Trauma/ Unfall
. Drogenabusus

Patienten aus bestehender Biobank
und Notaufnahmepatienten

20 Kontrollpatienten

Abbildung 2: Darstellung der Selektion der Kontrollpatientengruppe!”

2.2 Studienablauf

In dem Zeitraum von April 2021 bis Marz 2022 wurden die Patienten entweder direkt
in der zentralen Notaufnahme des Universitatsklinikum Mannheim oder im anschlie-
Renden stationaren Setting auf ihre Eignung zur Teilnahme an der Studie untersucht.
Dies bestand aus ausfuhrlicher Anamnese, korperlicher Untersuchung sowie auch
Sichtung der Patientenakte. Dies diente der Identifizierung moglicher Ausschlusskrite-
rien (vgl. Abbildung 2).

Im Anschluss wurde bei bestehender Zustimmung das Einverstandniserklarungsfor-
mular ausgehandigt.

Mittels neuer Venenpunktion wurden jeweils eine EDTA-, Serum- und zwei Heparin-
Monovetten entnommen. Das gewonnene Blut wurde direkt ins Labor zur Bearbeitung
gebracht, der Transport erfolgte bei Raumtemperatur.

109 Eigene Darstellung, erstellt mit Hilfe von Canva
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FUr das EDTA-Plasma war die Zentrifugation (Eppendorf Tischzentrifuge 5430,
230V/50-60Hz) innerhalb einer Stunde nach Punktion fur die Qualitatssicherung es-
sentiell. Dieser Zentrifugationsschritt erfolgte fur 10 Minuten bei 1500x g mit ausge-
schalteter Bremse in der Zentrifuge. Der entstandene Uberstand wurde Gberfihrt und
bei weiteren 10 Minuten bei 15 °C und 15000x g erneut zentrifugiert. Anschliel3end
wurde die gewonnene Menge an Plasma notiert und es erfolgte die Lagerung bei -
80°C. Fur weitere Fragestellungen und potentielle Untersuchungsmethoden wurden
auch das EDTA-Blut bei -80°C eingefroren. (Vergleiche Protokoll EDTA-Plasma in An-
hang)

Die Heparinmonovette wurde bis zur weiteren Aufbereitung aufrecht bei Raumtempe-
ratur gelagert. Die entsprechenden Leukosept-Seperationstubes mit Seperationsme-
dium vorbereitet und 30 Sekunden bei 430x g abzentrifugiert. Bevor die Probe aufge-
tragen werden konnte, wurde der Filter noch mit 5ml PBS befeuchtet. Im Anschluss
kamen 15-20ml des Heparinblutes auf den Filter und das Seperationstube wurde mit
PBS auf 50ml aufgefullt. Es erfolgte die Zentrifugation Gber 20 Minuten bei 800x g. Der
Uberstand wurde in ein Falcontube durch Abkippen Uberfiihrt, es wurde erneut auf
50ml mit PBS aufgefullt und flr weitere 10 min bei 430x g zentrifugiert. Das entstan-
dene Pellet wurde mit 6-7ml PBS resuspendiert. AnschlieRend wurde aus der entstan-
denen L6sung 20ul abpipettiert und mit 180pl Turk sche Losung verdunnt. Daraufhin
wurde mithilfe einer Zahlkammer die Zellzahl in der Stichprobe bestimmt und durch
eine Formel auf die gesamte Probe hochgerechnet. Bei ausreichender Zellzahl fullte
man erneut mit PBS auf 50ml im Falcontube auf und zentrifugierte es bei 320x g fur
10 Minuten. Der entstandene Uberstand wurde abgekippt und die restliche Fliissigkeit
mittels Pipette entfernt. Dann konnte das Pellet in Einfriermedium A resuspendiert wer-
den und vor dem Einfrieren dann mit Einfriermedium B versetzt werden (Verhaltnis 1:1
zwischen Einfriermedium A und B). Die Proben wurden dann bei -80°C eingefroren
und innerhalb von 7 Tagen in einen Stickstofftank Gberfuhrt, um dort hinreichende Kuh-
lung zu erlangen.
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2.3 FACS

Die ldentifikation der einzelnen Leukozytensubpopulationen erfolgte mittels einer
Durchflusszytometrie im Rahmen einer Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)
mittels des Gerates: BD FACS Lyrik. Das exakte Vorgehen ist mit Hilfe der Protokolle
den Protokollen im Anhang zu entnehmen.

Im Anhang findet sich die Tabelle der verwendeten Antikorper fur die jeweiligen zu
identifizierenden Oberflachenantigene.

Die Identifikation der Zellen wurde mittels 8 verschiedener Panels durchgefuhrt. Abbil-
dung 3 zeigt die verwendeten Antikorper der Panels und den jeweils verwendeten Flu-
oreszenzkanal pro Antikorper (linke Spalte). Die beiden rechts abgebildeten Gruppie-
rungen sind Tcell 5 (CD/THh1) und Tcell 6 (TH2/TH17). Dort wurden die Zellen mittels
CD3/CD28 beads stimuliert, um deren Reaktion auf einen aktivierenden Reiz zu tes-
ten. Zu betonen ist hier, dass es sich um eine relativ unspezifische Stimulation han-
delte. Im Anhang finden sich die detaillierten Protokolle zum Vorgehen der Stimulation
in Tcell 5 und Tcell 6.

~
QQ' 4
Gy
S/ /s /4 /4 /s /&
R S A IS A A (@) R
BV421 CD14 PD1 CTLA4 CD56 CCR4 ***EN ***L21
BV510 CD3 CD3/19/56 TIGIT CD39* CXCR3 CD3 CD3
BV605 CD16 CD16 CcD4 CcD4 CcDh4 CD4 CCR7 CCR7
BV711 CD19 CD33 CCR7 CD25 **T_bet CXCR5 ***Kie7 ***L13
BV786 CD56 CD15 CD3 CD3 CD3 CD3 CD4 CD4
BB515/FITC/AIf488 CD33 Tim3 CcDh127 [|*** EOMES| CCR10 -2 ***TGF
PE CD15 PDL-1 cD27 PD1 SLAMF6 **GrzmB | ***IL17a
PerCP-Cy5.5/BB700 CD11c CD11b CD8 **FOXP3 CD244 CD8 CD8 ***L4
PE-Cy7 HLA-DR CD45RA LAG3 CcD160 CD45RA | CD45RA
APC ***Arginase CD57 BTLA CD57 CCR6 ***TNF ***IL10
APC-H7 HLA-DR CcD14 CD28 CD8 CD8
APC-eFluor700 DCM DCM DCM DCM DCM DCM DCM DCM

Abbildung 3: Ubersichtstabelle der einzelnen Panels, hieraus werden die verwendeten Antikorper zur jeweiiligen Selektion

der Zellpopulationen ersichtlich
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Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte mittels FlowJo (Version 10). Abbildung
4 zeigt reprasentative Gates fur CD3+ Zellen.

Eine Besonderheit ergab sich bei den stimulierten Panels. Die Stimulation erfolgte mit-
tels CD3/CD28 beads, das genaue Vorgehen lasst sich aus den im Anhang befindli-
chen Ubersichten entnehmen. Abbildung 4 zeigt die als CD3+ identifizierten Zellen vor
(links) und nach (rechts) Stimulation. Wie deutlich zu erkennen ist, zeigten die Zellen
durch die Stimulation eine deutliche Veranderung ihrer CD3-Oberflachenmarkerex-
pression. Somit war es im Vergleich zu vor der Stimulation deutlich erschwert zwei
Populationen voneinander abzugrenzen. Da dies ein normaler und bekannter Prozess
bei Stimulation ist, musste das Gate der Zellen angepasst werden. Hierflur wurde ein
Gate Namens ,Lympho® verwendet. Im Anschluss an das Lympho-Gate wurde eine
Differenzierung in CD4+, CD8+ und CD4- CD8- Zellen vorgenommen. Durch diese
neuen Gruppen konnten dann prazisere Aussagen Uber das Verhalten durch Stimula-
tion getroffen werden. Die exakte Gate-Setzung innerhalb der einzelnen Workspaces
finden sich ebenfalls im Anhang.
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Abbildung 4: Darstellung des Gatings der CD3 positiven Zellen vor (links) und nach (rechts) Stimulation
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2.4 Proteomik

Mithilfe der Proteomik |&sst sich die Gesamtheit der zum Messzeitpunkt vorliegenden
Proteine in der jeweiligen Probe darstellen. Die Schwierigkeit des Proteoms ergibt sich
darin, dass es anders als das statische Genom hoch variabel ist. Da es zusatzlich auch
sehr sensitiv gegenuber Umwelteinflissen wie Temperatur, Wirkstoffapplikation und
auch Genexpression ist kann sich die qualitative und auch quantitative Zusammenset-
zung des Proteoms stetig andern. Hierbei ist hervorzuheben, dass die hier durchge-
fuhrte Messung lediglich eine Abbildung des Proteoms zu einem bestimmten Zeitpunkt
(t) postiktal darstellt. Aufgrund dessen ist der zeitliche Rahmen fir die Blutabnahme
und die direkte Weiterverarbeitung des EDTA-Plasmas essenziell, um eine Vergleich-
barkeit der Ergebnisse zu schaffen.

Es wurden insgesamt 10ul des EDTA-Plasmas verwendet. Diese Probe wurde mit
Tris-Urea auf 1:100 verdunnt. Es folgte eine Aufbewahrung Uber 5 Minuten im Ther-
moblock bei 90°C. Nach Zugabe von 2pl Dithiothreitol (DTT) zur Konservierung zellin-
nerer Proteine in ihrer funktionellen Form, wurde bei 60°C fur 30 Minuten inkubiert.
Anschlieend wurden 10ul lodacetamid zur Peptidasehemmung hinzugegeben, ab
diesem Schritt sollten der nachste Inkubationsschritt im Thermoshaker uber 30 Minu-
ten bei Raumtemperatur und 500rpm unter Lichtabschirmung mithilfe einer Aluschale
stattfinden. Unterdessen wurden die Microcon Filter (30kD) durch aufpipettieren von
250ul Tris/Urea und zentrifugieren bei 22°C uber 15min mit 8000x g gewaschen. Dann
erfolgte das Auftragen der gesamten Probe (Volumen ca. 120ul) mit zusatzlich 100pl
Tris-Urea auf den Filter. Dieser wurde dann 15 Minuten bei 8000x g und 22°C zentri-
fugiert und das entstandene Filtrat verworfen. Zu Grundlichkeit des Waschschrittes
erfolgte eine dreimalige Spulung des Filters mit 250ul NHsHCO3 (100mM) mit je einer
anschliellenden Zentrifugation tber 15 Minuten bei 8000x g und 22°C. Der Filter sollte
nach Abschluss dieser Schritte trocken sein, falls dies nicht der Fall ist sollte erneut
ein Zentrifugationsschritt durchgefuhrt werden.

Um den Verdau zu starten, wurden 200ul NH4HCOa3/ CaCl: (4:1) (also bspw.:
160ul:40ul fur eine Probe. (Endkonzentration: CaCl2 1mM)) auf den Filter gegeben. Im
Anschluss wurden dann 7,5ul einer Trypsin-1%-Essigsaureldsung (Trypsinkonzentra-
tion 0,2ug/ul) auf den Filter pipettiert. Der Prozess wurde dann tUber Nacht in einem
Thermoblock bei 37°C inkubiert. Nach ca. 18 Stunden wurde der Filter dann mit 200l
NH4HCO3 gewaschen und das Filtrat aufgefangen und bei -80°C bis zur massenspekt-
roskopischen Messung bei -80 °C eingefroren. AnschlieRend wurde mittels der
SWATH-Aquisition MicroApp 2.0 in der PeakView Software die Protein-identifikation
vorgenommen. Diese Identifikation basierte auf folgenden sechs Parametern: 4 Pep-
tide pro protein, 3 Transitionen pro Peptid, 99% Peptidsicherheit, 1% FDR, Fragment
ion extraction window Uber 5 min und einer Massentolleranz von 50ppm. Die gesam-
melten Daten wurden im Anschluss dann in MarkerView (AB Sciex Framingham, MA,
USA) uberfuhrt. Mittels t-Test wurde eine Normalisierung der Most likely ratio (MLR)
und eine Gruppendifferenzierung erreicht. (Vergleiche Anhang Protokoll Proteomik-
EDTA-Plasma und Protokoll Massenspektroskopie Anhang).
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Zur weiteren Probenverarbeitung wurden die Proteine (10 ug) durch Trypsinverdau
unter Verwendung eines AssayMAP Bravo Flussigkeitshandlingsystems (Agilent
Technologies) aufgeschlossen, wobei das autoSP3-Protokoll gemaR Miiller et al.''°
angewendet wurde. Die LC-MS/MS-Analyse erfolgte mittels eines Vanquish Neo
UPLC-Systems (Thermo Fisher Scientific), das direkt mit einem Orbitrap Exploris 480
Massenspektrometer gekoppelt war. Die Gesamtanalysedauer betrug 120 Minuten.
Die Peptide wurden in einem Online-Entsalzungsprozess auf einer Trapping-Kartu-
sche (Acclaim PepMap300 C18, 5 um, 300 A PorengréRe; Thermo Fisher Scientific)
far zwei Minuten bei einer Flussrate von 30 pl/min und einem Ladevolumen von 60 pl
vorgereinigt. Die anschlieRende Peptidtrennung erfolgte bei einer Flussrate von 300
nl/min Gber einen analytischen Mehrstufen-Gradienten auf einer nanoEase MZ Peptid-
Analysesaule (300 A, 1,7 um, 75 ym x 200 mm, Waters) unter Verwendung von L6-
sungsmittel A (0,1 % Ameisensaure in Wasser) und Losungsmittel B (0,1 % Ameisen-
saure in Acetonitril). Die Konzentration von Losungsmittel B wurde Uber 105 Minuten
kontinuierlich von 4 % auf 27 % erhoht, gefolgt von einer schnellen Steigerung auf 78
%. Nach zwei Minuten wurde die Konzentration von Losungsmittel B auf 2 % gesenkt
und ein zehnminutiger Gleichgewichtsschritt durchgefuhrt. Die eluierenden Peptide
wurden im DIA-Modus (data-independent acquisition) des Massenspektrometers ana-
lysiert. Es wurde zunachst ein Vollscan mit einer Aufldsung von 120.000 (380-1400
m/z, 300 % AGC-Ziel, 45 ms maximale Injektionszeit) durchgefuhrt, gefolgt von 40
DIA-MS2-Fenstern variabler Lange, die den Massenbereich von 400-1000 m/z ab-
deckten. Die DIA-MS2-Scans wurden mit einer Aufldsung von 30.000 (1000 % AGC-
Ziel, 54 ms maximale Injektionszeit, Zentroidmodus, 28 % Normalized Collision Energy
(NCE)) aufgezeichnet. Um eine Probenubertragung zwischen den Laufen zu minimie-
ren, wurde nach jeder Probe ein Waschlauf (40 Minuten) durchgefuhrt. Die Leistungs-
fahigkeit des Systems wurde Uber den gesamten Zeitraum der Messung durch regel-
mafRige Injektionen (etwa alle 48 Stunden) einer Standardprobe und durch eine haus-
intern entwickelte Shiny-Applikation uberwacht.

Samtliche Schritte der Probenverarbeitung, einschlieRlich der Probenvorbereitung und
der LC-MS/MS-Analyse, wurden in blockrandomisierter Reihenfolge durchgefuhrt
(Burger, Bram, Marc Vaudel, und Harald Barsnes. "Die Bedeutung der Blockrandomi-
sierung bei der Planung von Proteomik-Experimenten." Journal of Proteome Research
20.1 (2020): 122-128).

Die Analyse der DIA-RAW-Daten erfolgte mithilfe von Spectronaut (Biognosys, Ver-
sion 18.6.231227.55695) im directDIA+ (deep)-Modus ohne Verwendung einer Vor-
laufbibliothek. Es wurden die Standardeinstellungen angewendet, jedoch mit folgen-
den Modifikationen: In der DIA-Analyse wurde der Precursor-PEP-Grenzwert auf 0,01
gesetzt, der Protein-Qvalue-Grenzwert (Lauf) auf 0,01 sowie der Protein-PEP-Grenz-
wert ebenfalls auf 0,01. Fur die Quantifizierung wurde der Proteotypizitatsfilter auf "Nur
proteinspezifische Gruppen" eingestellt, die LFQ-Methode auf MaxLFQ und das Quan-
tifizierungsfenster auf "Nicht synchronisiert” (SN 17). Die Daten wurden gegen das
humane Proteom aus der Uniprot-Datenbank (humane Referenzdatenbank mit einer
Proteinsequenz pro Gen, 20.597 Eintrage, Stand 9. Februar 2024) sowie gegen die
Kontaminanten-FASTA von MaxQuant (246 Eintrage, Stand 22. Dezember 2022)
durchsucht.

110 Mdller et al., 2020
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3. Ergebnisse
3.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden zwischen 2019 und 2022 21 Patienten nach einem unmittelbar zu-
vor erfolgten Anfall eingeschlossen, diese bildeten mit einem Durchschnittsalter von
52,50 Jahren die Fallgruppe. In derselben Zeit wurden eine weitere Kohorte von 17
Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 62,57 Jahren an Patienten ein-ge-
schlossen, welche keine neurologischen Vorerkrankungen hatten bzw. sich auch nicht
aufgrund einer solchen in der Notaufnahme befanden. Abbildung 5 veranschaulicht die
Altersverteilungen der beiden Kohorten sowie deren Vergleich. Diese Einteilung wurde
fur die Untersuchung des Plasmaproteoms beibehalten.
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Abbildung 5: Darstellung der Altersverteilung aller eingeschlossenen Patienten in den jeweiligen Kohorten, gleichbedeutend
mit der Altersverteilung bei der Proteomik-Analyse
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Aufgrund der unterschiedlichen Eignung der entnommenen Blutproben wurden im An-
schluss zwei Gruppen zu je 10 Patienten gebildet. In der Anfallskohorte waren es funf
mannliche und funf weibliche Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 50,39
Jahren. In der Kontrollgruppe waren es 6 weibliche und 4 mannliche Patienten mit
einem Durchschnittsalter von 54,65 Jahren. Deren durch eine periphere Blut-ent-
nahme gewonnenen ,,peripheral blood mononuclear cells“ (PBMCs) wurden mit einer
FACS-Analyse genau differenziert, um mogliche Auswirkungen eines Anfalls heraus-
zuarbeiten. Abbildung 6 veranschaulicht die Altersverteilung der beiden Kohorten in
der FACS-Analyse.
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Abbildung 6: Darstellung der Altersverteilung von Fall- und Kontrollpatienten in der FACS-Analyse
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3.2 Ergebnisse FACS
3.2.1 Ubersicht

Um zun&chst einen Uberblick Uber die Gesamtpopulationen zu erhalten, stellt Abbil-
dung 7 die Anteile der jeweiligen nicht weiter spezifizierten Zellpopulationen an allen
als lebend identifizierten Zellen dar. Deutlich wird hier, dass jegliche untersuchte Zel-
lart in der Fallgruppe signifikant hohere Anteile besal} als in der Kontrollgruppe. Es
wurde zudem eine Korrelationsanalyse der jeweiligen Populationen zu Enthnahmezeit-
punkt, CK-Wert, Lymphozytenzahl und Alter der Patienten durchgefuhrt, wobei sich
keine Korrelation zwischen den Zellen und den klinischen Parametern nachweisen
lie. Zellen welche in der untenstehenden Abbildung als ,Lineage negative cells” be-
zeichnet werden, wiesen keine Fluoreszenz fur CD3, CD19 und CD56 auf. Es sind
also weder T-, B- oder NK-Zellen (CD3+ Zellen: p= 0,013; CD4+ Zellen: p= 0,0017;
Lineage negative Zellen: p= 0,0031; regulatorische T-Zellen: p= 0,0203; Monozyten:
p= 0,0093; dendritische Zellen: p= 0,0003).
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Abbildung 7: Darstellung des Anteils der jeweiligen Zellpopulationen an allen lebend gemessenen Zellen

34



3. Ergebnisse

3.2.2 T-Zellpopulationen
T-Geddchtniszellen (central memory T cells)

Die Analyse der T-Gedachtniszellen (central memory T cells) zeigte signifikante Un-
terschiede in der Verteilung der CD28+ und CD28- Subpopulationen zwischen der Fall-
und der Kontrollgruppe. In der Fallgruppe war der Anteil der CD28- Zellen, die typi-
scherweise als weniger funktionsfahig gelten, deutlich erhdht (p= 0,00016). Im Gegen-
satz dazu war in der Kontrollgruppe der Anteil an CD28+ Zellen, die als aktivierungs-
fahiger gelten, Uberwiegend hoher (p= 0,00014; Abbildung 8). Dieses Muster deutet
auf eine reduzierte T-Zellfunktion in der Fallgruppe hin, da CD28 als wichtiger Kostim-
ulationsmarker fur die T-Zell-Aktivierung dient.
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Abbildung 8: Darstellung der Anteile der CD28+ und CD28- T-Geddichtniszellen gemessen an allen T-Geddchtniszellen
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Diese Verteilung konnte auch bei der genaueren Untersuchung der CD8+-T-Gedacht-
niszellen bestatigt werden. In mehreren Referenzpopulationen war der Anteil der CD8+
CD28- Zellen in der Fallgruppe signifikant hoher (p (out of alive)= 0,0033; p(out of
CD8)=0,0024) als in der Kontrollgruppe, was darauf hindeutet, dass CD8+-T-Gedacht-
niszellen in der Fallgruppe eine abgeschwachte Reaktionsfahigkeit aufweisen konnten
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Darstellung der Anteile der CD8+CD28- T-Geddchtniszellen an den jeweiligen Bezugspopulationen
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Ein ahnliches Muster wurde auch bei den CD4+-T-Gedachtniszellen festgestellt. Wie
Abbildung 10 zeigt, war der Anteil der CD4+ CD28- T-Gedachtniszellen in der Fall-
gruppe signifikant hoher, was darauf hinweist, dass sowohl CD4+- als auch CD8+-T-
Gedachtniszellen in der Fallgruppe eine reduzierte Fahigkeit zur Immunaktivierung
aufweisen konnten. Diese Unterschiede verdeutlichen eine systemische Reaktion des
Immunsystems in der Fallgruppe, bei der sowohl CD4+- als auch CD8+-T-Zellen nach
einem epileptischen Anfall eine ahnliche Form der Abschwachung der T-Zell-Aktivie-

rung durchlaufen. (p (out of alive) = 0,0008; p (out of CD4) = 0,0083; p (out of all central
memory cells)= 0,0024).
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Abbildung 10: Darstellung der Anteile der CD4+ CD28- T-Geddchtniszellen an den jeweiligen Bezugspopulationen
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Eine tiefergehende Betrachtung der Subpopulationen brachte ein signifikantes Ergeb-
nis innerhalb der terminal differenzierten T-Gedachtniszellen (T effector memory cells
re-expressing CD45RA) hervor. Es zeigten sich parallelen zu den zuvor erhobenen
Daten, denn auch hier waren die CD28- Anteile deutlich hoher (p= 0,0008) als in der
Fallgruppe und die CD28+ Anteile in der Kontrollgruppe signifikant erhoht (p= 0,0001).
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Abbildung 11: Darstellung der Anteile CD28- und CD28+ CD8+- Temra Zellen gemessen an allen Temra Zellen
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Nicht aktivierte T-Zellen (naive Tcells)

Neben den Gedachtniszellen wurden auch die naiven T-Zellen untersucht, um festzu-
stellen, ob Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen. Die Ergebnisse zeigten,
dass sowohl bei den CD4+- (p(out of all)= 0,0007; p(out of CD4)= 0,0006; p(out of all
naive Tcells)= 0,0159) als auch bei den CD8+-naiven T-Zellen( p(out of all alive)=
0,0001; p(out of CD8)= 0,00008) in der Fallgruppe signifikant hdhere Anteile an CD28-
Zellen zu finden waren (Abbildung 12). Da naive T-Zellen eine zentrale Rolle in der
Primarantwort des Immunsystems spielen, deutet dieser Befund darauf hin, dass die
Differenzierung und Reifung dieser Zellen in der Fallgruppe moglicherweise beein-
trachtigt ist. Der Verlust von CD28 als wichtiges Kostimulationsmolekul kdnnte auf eine
eingeschrankte Fahigkeit der naiven T-Zellen hinweisen, eine adaquate Immunantwort
zu initileren. Somit zeigte sich, dass nicht nur die Gedachtniszellen, sondern auch die
naiven T-Zellen von einer postiktalen Modulation betroffen sind.

CD4+ naive Tcells

0.15 )
® seizures

e controls
*ok Aok *

0.10

Frequency of

0.05-

Abbildung 12: Darstellung der Anteile an CD4+ (links) und CD8+ (rechts) naiven T-Zellen an unterschiedlichen Referenzpo-
pulationen
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Abbildung 13:Darstellung der Anteile der CD28- T-Geddichtniszellen gemessen an den angegebenen Referenzpopulationen
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TIGIT T-Zellen

TIGIT-exprimierende T-Zellen, die eine regulatorische Funktion im Immunsystem aus-
Uben, zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. In der Fall-
gruppe war der Anteil der TIGIT-exprimierenden CD4+- (p(out of alive)= 0,0185; p(out
of CD4)= 0,0003) und CD8+-T-Zellen ( p(out of alive)= 0,0002; p(out of CD8) =
0,00002) signifikant reduziert (Abbildungen 14 und 15). TIGIT spielt eine Schllsselrolle
bei der Hemmung UbermaRiger Immunantworten und fordert die Toleranz. Die vermin-
derte Expression von TIGIT in der Fallgruppe konnte auf eine gestorte Immunregula-
tion hindeuten, was mdglicherweise zu einer geringeren Kontrolle Uber entzindliche
Prozesse fuhrt.
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Abbildung 14: Darstellung der Anteile an CD4+ TIGIT exprimierenden T-Zellen an den angegebenen Referenzpopulationen

CD8+ TIGIThi cells

® seizures
0.014
e controls

0.012

0.010

0.008

Frequency of

0.006

0.004 o
L]
0.002 o HO
O °
L] o < L
eoee .
0. Sty . .
@ x
S &
\&\ \'b\\
o o
& &

Abbildung 15:Darstellung der Anteile der CD8+ TIGIT exprimierenden T-Zellen an den angegebenen Referenzpopulationen
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Regulatorische T-Zellen

Die Untersuchung der regulatorischen T-Zellen (Tregs), die durch den FoxP3-Marker
identifiziert wurden und eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immunhomo-
ostase spielen, ergab interessante Ergebnisse. In der Fallgruppe waren signifikant ho-
here Anteile von CD4+-regulatorischen T-Zellen vorhanden (Abbildung 16; p (out of
alive)=0,0203, p(out of CD4)= 0,0295). Tregs sind entscheidend fur die Unterdriickung
Uberschief3ender Immunantworten, und ihre erhdhte Prasenz in der Fallgruppe konnte
auf eine adaptive Reaktion des Immunsystems hinweisen, die versucht, Ubermalige
Entzindungen nach einem epileptischen Anfall zu kontrollieren.
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Abbildung 16: Darstellung der Anteile der CD4+ regulatorischen T-Zellen an den angegebenen Referenzpopulationen.
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3.2.3 Erschopfte T-Zellen (exhausted T cells)

Exhausted T-Zellen sind eine spezifische Subpopulation von T-Zellen, die wahrend
chronischer Infektionen oder im Tumormikromilieu aufgrund anhaltender Antigensti-
mulation ihre volle Funktionsfahigkeit verlieren. Sie zeichnen sich durch eine einge-
schrankte Proliferation, reduzierte Zytokinproduktion und eine verminderte zytotoxi-
sche Aktivitat aus. Charakteristisch fiir erschopfte T-Zellen ist die Uberexpression von
inhibitorischen Rezeptoren, wie Tim-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain con-
taining-3) und Lag-3 (Lymphocyte-activation gene 3). Diese Molekule tragen zur Dys-
funktion der Zellen bei, indem sie Signale vermitteln, die die T-Zell-Aktivitat dampfen
und so die Immunantwort gegen persistierende Antigene hemmen. Therapeutische
Ansatze, die auf die Blockade dieser inhibitorischen Signale abzielen, werden intensiv
erforscht, um die Immunfunktion erschopfter T-Zellen wiederherzustellen und eine ef-
fektive Immunantwort zu fordern.

Tim3+ T-Zellen

Bei der Analyse der Tim3+-exprimierenden T-Zellen, die als Marker fur erschopfte T-
Zellen dienen, wurden sowohl in der CD4+- als auch in der CD8+-T-Zellpopulation
signifikant erhohte Werte festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass in beiden Zellpopu-
lationen eine verstarkte Expression von Tim3+ auftritt, was auf einen erschopften Zu-
stand der Zellen hindeutet. Ein weiterer Vergleich der T-Zell-Subpopulationen zwi-
schen den beiden untersuchten Kohorten zeigte ebenfalls einen signifikanten Unter-
schied im Anteil der Tim3-positiven T-Zellen an der Gesamtpopulation (p= 0,0086).
Wie in Abbildung 17 ersichtlich, lag der durchschnittliche Anteil der Tim3-positiven
CD4+-T-Zellen an der Gesamtpopulation in der Anfallsgruppe bei 13,37 %, wahrend
dieser Anteil in der Kontrollgruppe mit 8,29 % deutlich geringer war. Dies verdeutlicht
eine klare Tendenz zu einer erhdhten Prasenz erschopfter T-Zellen in der Anfalls-

gruppe.
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Abbildung 17: Darstellung der Anteile an CD4+ Tim3 exprimierenden T-Zellen an allen lebenden Zellen
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Besonders auffallig war der Anteil der CD8+ Tim3+ T-Zellen, der in der Fallgruppe mit
einem Mittelwert von 31,48 % einen deutlich hdheren Wert erreichte als in der Kon-
trollgruppe, in der dieser Anteil bei 24,07 % lag. Auch hier konnte ein signifikantes
Ergebnis erzielt werden, mit einem (p= 0,0015). Diese Unterschiede unterstreichen die
Bedeutung von Tim3 als Marker fur die Erschopfung von T-Zellen in verschiedenen
Zelltypen und geben Aufschluss uber die Veranderungen in der Immunzellpopulation
zwischen den untersuchten Gruppen.
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Abbildung 18: Darstellung der Anteile an CD8+ Tim3 exprimierenden T-Zellen an allen lebenden Zellen
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Lag3+ T-Zellen

FUr den Marker Lag3, der ebenfalls auf erschopften T-Zellen exprimiert wird, konnten
parallele Ergebnisse zu den Tim3+-Zellen beobachtet werden. In der Fallgruppe zeig-
ten sich signifikant erhohte Anteile von Lag3+-T-Zellen, sowohl in der CD4+- (p=
0,045) als auch in der CD8+-Zellpopulation (p= 0,006). Diese konsistenten Ergebnisse
Uber beide Zellpopulationen hinweg weisen darauf hin, dass Lag3 neben Tim3 als wei-
terer wichtiger Marker fur die Erschopfung von T-Zellen in Betracht gezogen werden
kann. Die erhdhten Anteile von Lag3+-Zellen in der Fallgruppe deuten darauf hin, dass
dieser Marker ebenfalls eine zentrale Rolle im Verstandnis der Erschopfung von T-
Zellen spielt.
CD4+ Lag3+ cells

0.010 *
0.008

0.006 -

0.004

Frequency of all CD4+

0.002

0.000 T T
seizures controls

Abbildung 19: Darstellung der Anteile an CD4+ Lag3 exprimierenden T-Zellen an allen CD4+
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Abbildung 20: Darstellung der Anteile an CD4+ Lag3 exprimierenden T-Zellen an allen CD8+
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3.2.4 Immunregulation und Aktivierung
CTLA-4 + T-Zellen

Der vielseitige Marker CTLA4, der eine Schlusselrolle in der Immunregulation und bei
der Aufrechterhaltung der Toleranz des Immunsystems spielt, zeigte hingegen Uber-
wiegend in der Kontrollgruppe hohere Anteile. Abbildung 21 illustriert, dass der Anteil
der CTLA4+-CD4+-T-Zellen an allen lebenden Zellen in der Kontrollgruppe signifikant
hoher (p= 0,005) war als in der Fallgruppe. Dies deutet auf unterschiedliche Mecha-
nismen der Immunregulation zwischen den beiden Gruppen hin, wobei in der Kontroll-
gruppe eine hohere Expression von CTLA4 mdglicherweise auf eine starkere immun-
regulatorische Aktivitat schlieRen lasst.
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Abbildung 21:Darstellung der Anteile an CD4+ CTLA4 exprimierenden T-Zellen an allen lebenden Zellen
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3. Ergebnisse

Daruber hinaus konnten fur die CD8+ CTLA4+-T-Zellen sogar in zwei Referenzpopu-
lationen signifikante Unterschiede festgestellt werden. Wie in Abbildung 21 zu erken-
nen ist, wurde sowohl in Bezug auf alle lebenden Zellen als auch innerhalb der CD8+-
Population ein signifikanter Unterschied ermittelt (p= 0,013). Diese Ergebnisse unter-
streichen die Bedeutung von CTLA4 in der Immunantwort und heben hervor, dass Un-
terschiede in der Expression dieses Markers zwischen den Kohorten bestehen, die
moglicherweise zu den beobachteten Veranderungen in der Immunzellfunktion beitra-
gen.
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Abbildung 22: Darstellung der Anteile an CDS8+ CTLA4 exprimierenden T-Zellen an den angegebenen Referenzpopulationen
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3. Ergebnisse

T-Helferzellen

In einem weiteren Panel wurden die T-Helferzellen mittels FACS analysiert. Dabei
zeigte sich, dass der Anteil der Th2-Zellen, bezogen auf alle lebenden Zellen, in der
Fallgruppe signifikant erniedrigt war (Abb. 23; p= 0,032). Dies weist auf eine deutliche
Verschiebung in der Zusammensetzung der T-Helferzell-Populationen hin, die mog-
licherweise auf immunologische Veranderungen innerhalb der Fallgruppe hindeutet.

Zusatzlich verdeutlicht Abbildung 23 den Anteil der Th9-Zellen an der Gesamtheit der
lebenden Zellen. Hier zeigte sich ein klarer Unterschied zwischen den Gruppen, wobei
der Anteil der Th9-Zellen in der Fallgruppe signifikant hdher war als in der gesunden
Kontrollgruppe (p= 0,018). Dies kdnnte auf eine veranderte Differenzierung der T-Hel-
ferzellen innerhalb der Fallgruppe hinweisen und unterstreicht die Rolle der Th9-Zellen
in dieser spezifischen immunologischen Situation.
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Abbildung 23: Darstellung der Anteile an Th2-Zellen exprimierenden T-Zellen an allen CD4+ Zellen (links) sowie Darstel-
lung der Anteile an Th9-Zellen exprimierenden T-Zellen an allen lebenden Zellen (rechts)
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3. Ergebnisse

3.2.5 Myeloide Zellen
Monozyten

Wie bereits eingangs erwahnt, konnte auch bei den Monozyten ein signifikanter Unter-
schied im Anteil an allen lebenden Zellen festgestellt werden. Abbildung 24 veran-
schaulicht diesen Unterschied grafisch, wobei deutlich wird, dass die Fallgruppe signi-
fikant hohere Anteile der Monozyten aufwies (p= 0,0093). Um die Robustheit dieser
Ergebnisse weiter zu bestatigen, wurde eine zusatzliche Messung derselben Monozy-
ten in einem separaten FACS-Panel durchgefuhrt, wie in Abbildung 25 dargestellt (p=
0,0098). Diese Darstellung dient der Validierung der ursprunglichen Ergebnisse.
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Abbildung 24: Darstellung der Anteile der Monozyten an allen lebenden Zellen
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Abbildung 25: Darstellung der Anteile der Monozyten (CD11b+ CD14+) an allen lebenden Zellen
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3. Ergebnisse

Eine weiterfuhrende Analyse offenbarte zusatzlich Unterschiede in den Subpopulatio-
nen der Monozyten. In einem weiteren Panel wurden sowohl klassische Monozyten
(CD14++ CD16-) als auch nicht-klassische Monozyten (CD14+ CD16++) naher unter-
sucht. Abbildung 26 zeigt die Anteile dieser Subpopulationen, gemessen an allen
CD14+-Zellen, und verdeutlicht, dass die Fallgruppe signifikant hdhere Anteile an klas-
sischen Monozyten aufwies (p= 0,010). Im Gegensatz dazu waren die Anteile der
nicht-klassischen Monozyten in der Kontrollgruppe signifikant erhoht (p= 0,0134).
Auch diese Analyse wurde zur Validierung in zwei verschiedenen Panels durchgeflhrt,
wobei die Ergebnisse im TBNK-Panel in Abbildung 27 ebenfalls eine Ubereinstimmung
der Daten zeigten.

Monocyte subtypes out pf CD14+ cells

1.2+ )
® seizures

® controls

Frequency out of CD14+ cells

Abbildung 26: Darstellung der Anteile der Monozytensubpopulationen MDSC-Panel
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Abbildung 27: Darstellung der Anteile der Monozytensubpopulationen im TBNK-Panel
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3. Ergebnisse

Des Weiteren zeigte sich bei den klassischen Monozyten, auch in Relation zu allen als
lebend detektierten Zellen, ein signifikanter Unterschied. Der Anteil klassischer Mo-
nozyten war in der Fallgruppe deutlich hoher als in der Kontrollgruppe (p= 0,0054), wie
in Abbildung 28 ersichtlich. Diese Ergebnisse unterstreichen die relevanten Unter-
schiede in der Monozyten-Population zwischen den untersuchten Gruppen und heben
die potenziellen immunologischen Unterschiede hervor.
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Abbildung 28: Darstellung der Anteile der klassischen Monozyten an allen lebenden Zellen
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Neutrophile Granulozyten

Die Identifikation dieser Zellreihe wurde durch die Analyse der Expression von CD11b
und CD15 auf derselben Zelloberflache ermdglicht. Abbildung 29 zeigt die Anteile der
Neutrophilen, gemessen an allen lebenden Zellen. Auch in diesem Fall konnten signi-
fikant hohere Werte in der Fallgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt wer-
den (p= 0,0173). Diese Ergebnisse verdeutlichen die Unterschiede in der Neutrophi-
den Gruppen und unterstreichen die Relevanz dieser Zell-

len-Population zwischen

3. Ergebnisse

reihe fur die untersuchte Fragestellung.
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Darstellung der Anteile der Neutrophilen an allen lebenden Zellen
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3. Ergebnisse

MDSC (myeloid derived suppressor cells)

Die Identifikation dieser Zellen erfolgte durch die gleichzeitige Expression von CD11b
und CD33 im entsprechenden Panel. Die Analyse ergab, dass der Anteil dieser Zellen
in der Fallgruppe signifikant hoher war (p= 0,032). Diese Ergebnisse unterstreichen
die Bedeutung der simultanen Expression von CD11b und CD33 fur die Charakterisie-
rung dieser Zellpopulation und deren Unterschiede zwischen den untersuchten Grup-
pen.
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Abbildung 30: Darstellung der Anteile der MDSC an allen lebenden Zellen
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Dendritische Zellen

Mittels des MDSC-Panels konnten verschiedene signifikante Ergebnisse fur die dend-
ritischen Zellen in Bezug auf ihre unterschiedlichen Subpopulationen ermittelt werden.
Abbildung 31 veranschaulicht die Anteile der dendritischen Zellen, dargestellt in Rela-
tion zu den auf der x-Achse aufgefihrten Subpopulationen. Die signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen sind durch die verschiedenen Signifikanzniveaus (p
(out of alive= 0,0003; p(out of CD11b+)= 0,0071; p(out of all Lin-)= 0,0089) gekenn-
zeichnet, was die Relevanz dieser Subpopulationen fur die Analyse unterstreicht.
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Abbildung 31: Darstellung der Anteile der dendritischen Zellen an den angegebenen Referenzpopulationen
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3. Ergebnisse

3.2.6 Zusammenfassung der Immunologischen Veranderungen in T- und Myeloid-
Zellpopulationen

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen deutliche immunologische Unterschiede
zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe, insbesondere in den T-Zellpopulationen
und den myeloiden Zellen. In der Fallgruppe ist eine signifikante Verschiebung hin zu
weniger funktionsfahigen T-Zellen zu erkennen, wie die erhohten Anteile an CD28- T-
Gedachtniszellen sowie naiven T-Zellen belegen. Dies deutet auf eine abgeschwachte
Immunaktivierung und Differenzierung hin, was moglicherweise zu einer ineffizienten
Immunantwort beitragt.

Daruber hinaus wurde in der Fallgruppe eine Reduktion regulatorischer Marker wie
TIGIT beobachtet, was auf eine gestorte Immunregulation hindeutet. Gleichzeitig war
der Anteil an erschopften T-Zellen, markiert durch Tim3 und Lag3, in der Fallgruppe
signifikant erhdht, was auf eine chronische Aktivierung und Erschépfung des Immun-
systems schliel3en lasst. Die unterschiedlichen Anteile an CTLA4-exprimierenden Zel-
len zwischen den Gruppen unterstreichen zudem die Unterschiede in der Immunregu-
lation und Toleranz.

In den myeloiden Zellen zeigte sich, dass Monozyten und Neutrophile in der Fallgruppe
vermehrt vorkommen, was auf eine verstarkte Aktivierung der angeborenen Immun-
antwort hinweist. Gleichzeitig war der Anteil an myeloischen Suppressorzellen
(MDSCs) in der Fallgruppe erhoht, was auf eine potenziell unterdrickte adaptive Im-
munantwort hindeutet. Diese Verschiebungen in den Zellpopulationen deuten darauf
hin, dass die Fallgruppe sowohl in der angeborenen als auch in der adaptiven Immun-
antwort dysreguliert ist.

Insgesamt weisen diese Ergebnisse auf ein komplexes Zusammenspiel zwischen der
Erschopfung, der Dysregulation und der verstarkten Aktivierung der Immunzellen in
der Fallgruppe hin, was maglicherweise zur pathophysiologischen Entwicklung und
dem Fortschreiten der Erkrankung beitragt.

54
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3.2.7 Stimulierte Panels

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der FACS-Analyse fur Zellen nach Stimu-
lation beschrieben. Die Stimulation von Immunzellen dient dazu, ihre Aktivierung und
Reaktion auf bestimmte Signale zu untersuchen, was Aufschluss uber ihre Funktiona-
litdt und ihr Verhalten in unterschiedlichen Zustanden gibt. Besonders relevant sind
hierbei die signifikanten Unterschiede in der Zellzusammensetzung und Expression
von Oberflachenmarkern vor und nach der Stimulation. AuRerdem wird der Vergleich
der durch die Stimulation ausgelosten Veranderungen zwischen den untersuchten
Gruppen hervorgehoben.

CD4+ T-Zellen

Innerhalb des bereits beschriebenen Lymphozyten-Gates zeigte sich nach der Stimu-
lation ein signifikant erhdhter Anteil der CD4+-Zellen in der Kontrollgruppe im Vergleich
zur Fallgruppe (p= 0,0483). Interessanterweise konnte hierbei keine Korrelation zu au-
Reren Faktoren wie Entnahmezeitpunkt, Alter oder CK-Wert festgestellt werden. Ein
weiteres bemerkenswertes Ergebnis ist, dass es in der Kontrollgruppe nach der Sti-
mulation zu einer Verringerung der CD4-Oberflachenmerkmalexpression kam. Dieser
Effekt war in der Fallgruppe nicht zu beobachten. Im Gegenteil, in der Fallgruppe stieg
die Expression im Durchschnitt sogar an, was sich statistisch als signifikant heraus-
stellte (p= 0,0026). Diese Beobachtungen verdeutlichen die Unterschiede in der Re-
aktion auf die Stimulation zwischen den beiden Gruppen und liefern wertvolle Hinweise
auf mogliche Mechanismen der Immunantwort.
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Abbildung 32:Darstellung der Anteile der CD4+ T-Zellen gemessen an allen Lympho-Gate Zellen (links) sowie die Darstel-
lung der Differenzen der CD4+ T-Zellen nach Stimulation an allen Lympho-Gate Zellen (rechts)
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3. Ergebnisse

Chemo und Zytokine

Interferon-y

In der stimulierten CD4+-Zellpopulation wurde eine signifikante Erhdhung des Anteils
an Interferon-y (IFN-y) exprimierenden Zellen in der Fallgruppe festgestellt. Diese Zu-
nahme zeigte sich sowohl in Bezug auf die CD4+-Zellen als auch in der Gesamtpopu-
lation aller Zellen, die durch das Lymphozyten-Gate erfasst wurden (Abb. 33; p(out of
CD4)=0,0022; p(out of lymphos)=0,0019). IFN-y, ein Schlusselfaktor in der Aktivierung
von Makrophagen und der Regulierung der adaptiven Immunantwort, ist ein entschei-
dender Marker fur die Aktivierung von T-Helferzellen des Typs Th1. Seine erhdhte Ex-
pression weist auf eine verstarkte proinflammatorische Aktivitat hin, die insbesondere
bei entzindlichen oder immunologischen Prozessen eine zentrale Rolle spielt.

Die Abbildungen verdeutlichen, dass der Anteil der IFN-y-exprimierenden Zellen in der
Fallgruppe signifikant hoher war als in der Kontrollgruppe. Dies deutet auf eine ver-
starkte zellulare Immunantwort in der Fallgruppe hin, was mdglicherweise auf eine
spezifische Aktivierung der CD4+-Zellen bei diesen Patienten zurtickzufuhren ist.

In Abbildung 33 sind die signifikanten Unterschiede in den Veranderungen der IFN-y-
Expression vor und nach der Stimulation dargestellt. Hier zeigt sich deutlich, dass die
Expression von IFN-y in der Fallgruppe nach der Stimulation sowohl bei den CD4+-
Zellen als auch bei den durch das Lymphozyten-Gate erfassten Zellen signifikant star-
ker Anstieg als in der Kontrollgruppe (p(out of CD4)= 0,0022; p(out of lymphos)=
0,0018). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Zellen der Fallgruppe auf die
Stimulation mit einer insgesamt starkeren Reaktion antworten, was auf eine erhdhte
Aktivitat der zellularen Immunantwort in dieser Gruppe hindeutet.
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Abbildung 33:Darstellung der Anteile der stimulierten IFN-gamma exprimierenden CD4+ T-Zellen an den angegebenen Re-
ferenzpopulationen (links) sowie die Darstellung der Differenzen der IFN-gamma exprimierenden CD4+ T-Zellen an den
angegebenen Referenzpopulationen (rechts)
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Ein ahnliches Muster konnte auch bei den CD8+-IFN-y-exprimierenden Zellen beo-
bachtet werden, jedoch war die statistische Signifikanz in diesem Fall geringer (p(out
of CD8)= 0,0106 ; p(out of lympho)= 0,0331). Auch hier war der Anstieg der IFN-y-
Expression in der Fallgruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p(out of CD8)=
0,0215 ; p(out of lympho)= 0,04984). Dies deutet darauf hin, dass nicht nur CD4+-T-
Zellen, sondern auch CD8+-T-Zellen in der Fallgruppe verstarkt aktiviert wurden.
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Abbildung 34: Darstellung der Anteile der stimulierten IFN-gamma exprimierenden CD8+ T-Zellen an den angegebenen
Referenzpopulationen
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Im Gegensatz dazu konnte fur die CD4- CD8- Zellen nur in Bezug auf die gesamte
Zellpopulation, die durch das Lymphozyten-Gate erfasst wurde, eine relevante Erho-
hung der IFN-y-Expression festgestellt werden (p= 0,0030). Allerdings zeigte sich hier
kein signifikanter Anstieg der Expression durch die Stimulation, was darauf hindeutet,
dass diese Zellpopulation in ihrer Reaktion auf die Stimulation weniger stark ausge-
pragt war.
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Abbildung 36: Darstellung der Anteile der stimulierten IFN-gamma exprimierenden CD8+ T-Zellen an den angegebenen
Referenzpopulationen
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3. Ergebnisse

TNF-alpha

Daruber hinaus wurden die T-Zellpopulationen hinsichtlich ihrer Reaktion auf TNF-a-
Expression nach Stimulation untersucht, um potenziell bereits erfolgtes Priming der
Zellen darzustellen. TNF-a ist ein wichtiges proinflammatorisches Zytokin, das an der
Regulierung von Immunantworten beteiligt ist. In Abbildung 37 wird der Anteil der TNF-
a-exprimierenden stimulierten Zellen innerhalb der CD4+-T-Zellpopulation gezeigt. Es
zeigte sich, dass dieser Anteil in der Fallgruppe hdher war als bei den gesunden Kon-
trollpatienten, was auf eine gesteigerte Aktivierung dieser Zellen in der Fallgruppe hin-
weist (p= 0,0330).
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Abbildung 37: Darstellung der Anteile der stimulierten TNF-alpha exprimierenden CD8+ T-Zellen an den angegebenen Re-
ferenzpopulationen
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3. Ergebnisse

Um die unterschiedliche Reaktivitat der Zellen zwischen den Gruppen genauer zu be-
werten, wurden die Differenzen zwischen unstimulierten und stimulierten Zellen in bei-
den Gruppen verglichen und mittels t-Test statistisch untersucht. Die Ergebnisse die-
ses Vergleichs sind in Abbildung 38 dargestellt. Der Anstieg der TNF-a-Expression
nach Stimulation war in der Fallgruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p=
0,0283), was eine erhdohte Reaktionsfahigkeit der CD4+-Zellen in der Fallgruppe na-
helegt.
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Abbildung 38: Darstellung der Differenzen der TNF-alpha exprimierenden CD8+ T-Zellen an den angegebenen Referenzpo-
pulationen

60
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Ahnlich wie bei den Ergebnissen fiir IFN-y konnte auch fir TNF-a eine signifikante
Reaktion in der CD8+-T-Zellpopulation festgestellt werden. Abbildung 39 veranschau-
licht den deutlich starkeren Anstieg der TNF-a-Expression zwischen dem Nativzustand
und der Stimulation in der Fallgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p= 0,0097).
Diese signifikanten Unterschiede weisen darauf hin, dass CD8+-Zellen in der Fall-
gruppe ebenfalls eine verstarkte proinflammatorische Reaktion auf die Stimulation
zeigten.
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Abbildung 39: Darstellung der Anteile der stimulierten TNF-alpha exprimierenden CD8+ T-Zellen an den angegebenen Re-
ferenzpopulationen

Auch die CD4- CD8- T-Zellen, die keiner der klassischen T-Zellpopulationen angeho-
ren, reagierten bei den Patienten in der Fallgruppe signifikant anders auf die Stimula-
tion als in der Kontrollgruppe. Wie in Abbildung 40 zu erkennen ist, war der Unterschied
in der TNF-a-Expression in dieser Zellpopulation hoch signifikant (p= 0,0002), was auf
eine stark unterschiedliche Reaktivitat dieser Zellpopulationen in der Fallgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe hinweist.
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Abbildung 40: Darstellung der Anteile der stimulierten TNF-alpha exprimierenden CD4- CDS- T-Zellen an den angegebenen
Referenzpopulationen
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3. Ergebnisse

Antiinflammatorisches Zytokin: IL-10

Interleukin-10 (IL-10) ist als potentes antiinflammatorisches Zytokin bekannt, das eine
Schlusselrolle bei der Hemmung Ubermaliger Immunantworten spielt. In der vorlie-
genden Analyse zeigte die Fallgruppe jedoch deutlich niedrigere IL-10-Werte im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe, sowohl in der CD4+-T-Zellpopulation (p= 0,114) als auch im
gesamten Lymphozyten-Gate (p= 0,0138). Obwohl beide Gruppen nach der Stimula-
tion eine Erhohung der IL-10-Expression aufwiesen, blieben die Werte der Kontrollpa-
tienten signifikant hoher. Betrachtet man die beiden Gruppen getrennt, zeigte sich in
beiden Populationen ein signifikanter Anstieg nach Stimulation (p(out of CD4)= 0,0067;
p(out of lymphos)= 0,0085). Diese Ergebnisse kdnnten darauf hindeuten, dass die Fall-
gruppe eine weniger ausgepragte antiinflammatorische Reaktion zeigt, was maoglich-
erweise zu einem Ungleichgewicht in der Immunregulation beitragt.
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Abbildung 41: Darstellung der Anteile der IL-10 exprimierenden CD4+ T-Zellen vor und nach Stimulation an allen angege-
benen Referenzpopulationen
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3. Ergebnisse

Proinflammatorische Zytokine: IL-13 und IL-17

Im Gegensatz dazu zeigten sich bei den proinflammatorischen Zytokinen signifikante
Erhohungen in der Fallgruppe. Interleukin-13 (IL-13), ein Zytokin, das typischerweise
mit der Th2-Immunantwort assoziiert ist, war im Nativzustand signifikant hoher in der
Fallgruppe (p= 0,0431). Dieser Anstieg in der IL-13-Expression deutet auf eine ver-
starkte Th2-Aktivitat hin, die haufig mit allergischen Reaktionen oder chronisch ent-
zundlichen Prozessen verbunden ist.
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Abbildung 42: Darstellung der Anteile der nicht stimulierten IL-13 exprimierenden CD4- T-Zellen an allen CD4- Zellen
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3. Ergebnisse

Auch bei Interleukin-17 (IL-17), das eine zentrale Rolle in der Th17-vermittelten proin-
flammatorischen Immunantwort spielt, wurden signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt. Sowohl vor als auch nach der Stimulation zeigten die CD4+-T-
Zellen in der Fallgruppe erhohte IL-17-Werte, was auf eine verstarkte proinflammato-
rische Reaktion hindeutet. Abbildung 43 zeigt diese Unterschiede sowohl fur die CD4+-
Zellen (p(non-stimulated) = 0,0002; p(stimulated)= 0,0062) als auch fur die Zellen im
Lymphozyten-Gate p(non-stimulated) = 0,0002; p(stimulated)= 0,0024). Daruber hin-
aus wiesen die CD4-negativen Zellen im nicht stimulierten Zustand ein signifikant ho-
heres IL-17-Expressionsniveau auf (p (out of CD4-)= 0,0032; p(out of lymphos)=
0,0251), was ebenfalls auf eine verstarkte Th17-Aktivierung in der Fallgruppe hinweist
(Abb. 44).
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Abbildung 43: Darstellung der Anteile der IL-1 exprimierenden CD4+ T-Zellen vor und nach Stimulation an allen angegebe-
nen Referenzpopulationen
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Abbildung 44: Darstellung der Anteile der nicht stimulierten IL-17 exprimierenden CD4- T-Zellen an den angegebenen Refe-
renzpopulationen
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3. Ergebnisse

IL-21

Schliel3lich zeigte Interleukin-21 (IL-21) Unterschiede in der Expression, die sich je-
doch ausschliel3lich auf die CD4-negativen Zellen beschrankten. Diese Zellpopulation
zeigte in der Fallgruppe signifikant hohere IL-21-Werte sowohl in Bezug auf alle CD4
negativen Zellen (p(non-stimulated) = 0,0089; p(stimulated)= 0,0031) als auch in Be-
zug auf die gegateten Lymphozyten (p(non-stimulated)= 0,0083; p(stimulated)=
0,0018) im Vergleich zur Kontrollgruppe.IL-21 spielt eine wichtige Rolle in der Aktivie-
rung von nicht-CD4+-T-Zellen und konnte somit zur allgemeinen proinflammatorischen
Aktivierung in der Fallgruppe beitragen. Die erhohte Expression von IL-21 kdnnte auf
eine breitere Dysregulation der Immunantwort hindeuten, die Uber die klassischen
CD4+-T-Zellen hinausgeht.
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Abbildung 45: Darstellung der Anteile der nicht stimulierten IL-21 exprimierenden CD4- T-Zellen an den angegebenen Refe-
renzpopulationen

Zusammenfassung der Immunprofile

Insgesamt zeigt sich in der Fallgruppe eine deutliche Verschiebung hin zu einer proin-
flammatorischen Immunantwort. Wahrend die antiinflammatorischen Mechanismen,
vermittelt durch IL-10, reduziert sind, weisen die erhdhten Werte von IL-13, IL-17 und
IL-21 auf eine verstarkte proinflammatorische Aktivitat hin. Diese Kombination aus ver-
minderten antiinflammatorischen und erhdhten proinflammatorischen Zytokinen
konnte ein Hinweis auf ein immunologisches Ungleichgewicht in der Fallgruppe sein,
das zu den pathologischen Veranderungen beitragt.
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3. Ergebnisse

Zellproliferations- und Apoptosemarker
Granzym B

Im Gegensatz zu den zuvor erhobenen Daten konnte nach Stimulation fur Granzym B
kein signifikantes Ergebnis ermittelt werden. Interessanterweise zeigte sich jedoch im
Nativzustand ein deutlicher Unterschied: Die Kontrollgruppe wies signifikant niedrigere
Granzym B-Expressionswerte auf (p= 0,0290).
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Abbildung 46: Darstellung der Anteile der unstimulierten Granzym exprimierenden CD4+ T-Zellen an allen CD4+ Zellen
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3. Ergebnisse

Obwohl der Unterschied in der Granzym B-Expression nach Stimulation nicht signifi-
kant war, konnte fur die Starke des Anstiegs zwischen unstimulierten und stimulierten
Zellen eine statistische Signifikanz festgestellt werden. Dies galt sowohl fur die CD4+-
Population (p= 0,0038) als auch fur die Zellen im Lympho-Gate (p= 0,0035). Beson-
ders auffallig war die Erniedrigung der Granzym B-Expression in der Kontrollgruppe,
wahrend bei den Fallpatienten dieser Effekt ausblieb, was auf eine unterschiedliche
Regulation der zytotoxischen Aktivitat hinweisen konnte.
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Abbildung 47: Darstellung der Differenzen Granzym exprimierender CD4+ T-Zellen an den angegebenen Referenzpopulati-
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3. Ergebnisse

TGF-beta

Der , Transforming Growth Factor Beta“ (TGF-f3), dem immunsuppressive Funktionen
zugeschrieben werden, zeigte signifikant niedrigere Werte in der Fallgruppe. Diese
Erniedrigung konnte sowohl bei den CD4+-Zellen als auch bei den CD4-negativen Zel-
len beobachtet werden. Abbildung 48 verdeutlicht, dass die Kontrollgruppe sowohl im
Nativzustand (p= 0,0404) als auch nach Stimulation (p= 0,0304) einen signifikant ho-
heren Anteil an TGF-B-exprimierenden Zellen aufwies.
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Abbildung 48: Darstellung der Anteile der nicht stimulierten TGF-beta exprimierenden CD4+ T-Zellen an allen CD4+ Zel-
len
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3. Ergebnisse

Diese Unterschiede, grafisch in Abbildung 49 dargestellt, deuten darauf hin, dass TGF-
B in der Fallgruppe eine weniger ausgepragte Rolle spielt. Sowohl in Bezug auf die
CD4 negativen p(non-stimulated) = 0,0334; p(stimulated)= 0,0284) als auch in Bezug
auf alle Lymphozyten p(non-stimulated) = 0,0356; p(stimulated)= 0,0121) zeigte sich
die TGF- B Expression in der Kontrollgruppe hoher. was moglicherweise zu einer ver-
minderten immunsuppressiven Regulation fuhrt und das Ungleichgewicht der Immun-
antwort weiter verstarkt.
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Abbildung 49: Darstellung der Anteile der TGF-beta exprimierenden CD4- T-Zellen vor und nach Stimulation an allen ange-
gebenen Referenzpopulationen
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3. Ergebnisse

Ki-67

Ein weiterer wichtiger Marker, der in dieser Analyse untersucht wurde, ist der Prolife-
rationsmarker Ki-67, der haufig in onkologischen Fragestellungen verwendet wird, um
Zellwachstum und -teilung zu bewerten. Auch hier zeigte die Kontrollgruppe signifikant
hohere Anteile im Vergleich zur Fallgruppe, sowohl in Bezug auf alle lebenden Zellen
p(non-stimulated) = 0,0185; p(stimulated)= 0,0363) als auch im Lympho-Gate p(non-
stimulated)= 0,0092; p(stimulated)= 0,0465). Diese Unterschiede deuten darauf hin,
dass die Zellen der Kontrollgruppe eine hohere Proliferationsrate aufweisen, was auf
eine robustere zellulare Aktivitat hinweisen kdnnte, wahrend die Fallgruppe eine redu-
zierte Proliferation zeigt.
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Abbildung 50: Darstellung der Anteile der nicht stimulierten Ki-67 exprimierenden CD4+ T-Zellen an den angegebenen Re-
ferenzpopulationen

Zusammenfassung der zytotoxischen, immunsuppressiven und proliferativen Marker

Die Ergebnisse zeigen ein deutliches Ungleichgewicht in der Fallgruppe, das sich
durch eine verminderte TGF-B-Expression, eine fehlende Reduktion der Granzym B-
Expression nach Stimulation und eine geringere Zellproliferation widerspiegelt. Wah-
rend TGF-B und Ki-67 in der Kontrollgruppe signifikant hoher ausgepragt sind, bleibt
die Granzym B-Expression in der Fallgruppe auch nach Stimulation konstant, was auf
eine potenziell dysregulierte Immunaktivitat hindeutet. Diese Kombination von Fakto-
ren konnte zur Pathogenese in der Fallgruppe beitragen und weist auf eine unzu-
reichende Immunsuppression und eine verminderte zellulare Aktivitat hin.
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3. Ergebnisse

3.2.8 Abhangigkeit der erhobenen Daten von dulleren Einflussfaktoren

Die signifikanten Veranderungen der Zellpopulationen wurden des weiteren auf ihre
Abhangigkeit von auleren Einflussfaktoren untersucht. Dazu gehorten unter anderem
die verstrichene Zeit nach dem Anfall bis zur Blutentnahme, die Gesamtzahl der im
Kliniklabor bestimmten Leukozyten, das Alter sowie die ebenfalls in der Klinik be-
stimmte CK. Eine Analyse der Korrelation zwischen den Anteilen der Oberflachenmar-
kerexpression und der praklinisch erhaltenen antikonvulsiven Medikation (hier Mida-
zolam 10mg und Diazepam 5mg) zeigte keine relevanten Unterschiede.

Es wurde fur all diese Einflussfaktoren eine Korrelationsanalyse mit Benjamin-Hoch-
berg Korrektur fur multiples Hypothesentesten durchgefuhrt. Es konnte keine signifi-
kante Korrelation zwischen diesen Parametern und der Zellanteilsverteilung dargestellt
werden.

Nun stellte sich anschlielend noch die Frage, ob die Zellexpression sich zwischen
bestatigten Epilepsiepatienten und Patienten mit einem erstmaligen Anfall signifikant
unterscheidet. Anhand der Patientenvorgeschichte konnten 4 Patienten mit bestatigter
Epilepsie und 6 Patienten mit erstmaligem Anfall eingeteilt werden.

Abbildung 51 zeigt die Einteilung der Fallproben von Patienten mit bestatigter Epilepsie
(rot) und derjenigen, welche einen erstmaligen Anfall erlitten (griin). Hierbei zeigte sich
kein eindeutiges Clustering der Proben, dies passt zur statistischen Untersuchung der
aulderen Einflussgrofien.
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Abbildung 51: Einteilung der Fallproben von Patienten mit bestdtigter Epilepsie (rot) und derjenigen, welche einen erstmali-
gen Anfall erlitten (griin)
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3. Ergebnisse

3.2.9 Hauptkomponentenanalyse

Alle signifikanten Ergebnisse aus dem oberen Ergebnisteil wurden nochmals in einer
Hauptkomponentenanalyse untersucht. Abbildung 52 stellt die Anordnung der Patien-
ten nach der Abhangigkeit der zwei Hauptkomponenten dar. Es ist eine deutliche Auf-

teilung zwischen Fallen (rot) und Kontrollen (blau) in Bezug auf die beiden Hauptkom-
ponenten zu sehen.
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Abbildung 52: Hauptkomponentenanalyse mit dargestelltem Clustering der Fille (rot) und Kontrollen (blau)

Nun wurde im Verlauf der Einfluss der Unterschiedlichen Zellgruppen auf die beiden

einflussreichsten Komponenten der Hauptkomponentenanalyse untersucht und in Ab-
bildung 53 dargestellt.
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Abbildung 53: Einfluss der Unterschiedlichen Zellgruppen auf die beiden einflussreichsten Komponenten der Hauptkompo-
nentenanalyse
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3. Ergebnisse

3.2.10 Volcano-Plot

Ein Volcano-Plot wurde erstellt, um die signifikanten Ergebnisse der FACS-Analyse
darzustellen. Die x-Achse zeigt die log2-transformierten Expressionsveranderungen
und die y-Achse die -log10-transformierten p-Werte, wodurch eine Ubersichtliche Vi-
sualisierung der Populationen mit signifikant veranderten Expressionsniveaus ermog-
licht wird. Populationen, die eine besonders hohe Signifikanz und grof3e Expressions-
anderungen aufweisen, sind in den Randbereichen des Plots zu sehen. Aufgrund der
Ubersichtlichkeit wurde die Beschriftung einzelner Populationen entfernt.
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Abbildung 54: Volcano-Plot zur Darstellung der signifikanten Ergebnisse der FACS Panel Tcelll bis TBNK
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3.2.11 Heat-Map

Die Erstellung einer Heat-Map erfolgte zum einen ohne vorherige kategorische Eintei-
lung und im weiteren Verlauf mit einer Einteilung nach bestatigter Epilepsie und erst-
maligem Anfall, sowie auch dem Alter und Zeitraum zwischen Anfall und Blutent-
nahme.

Wie man in Abbildung 55 sehen kann, clusterte sich ohne vorherige Annotation die
Heatmap auf der x-Achse sehr gut und teilte sich zwischen Kontrollen und Fallen sicht-
bar auf. Weitere Heatmaps mit den verschiedenen Annotationen nach CK-Wert, Alter
und Abnahmezeitpunkt finden sich im Anhang.
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Abbildung 55: HeatMap der Panel Tcell5 und Tcell6 mit automatischem Clustering durch Perseus
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3.3 Ergebnisse Proteomik

Bei der differenzierten Betrachtung der erhobenen Proteomik-Daten wurden vornehm-
lich die Fallgruppe mit der Kontrollgruppe verglichen. Ebenfalls wurden die Daten auch
hinsichtlich verschiedener Gruppenbildungen untersucht, wie es auch bei der FACS-
Analyse veranlasst wurde. Die jeweiligen Gruppen zeigten sich weder bei Vergleichen
zwischen Kontrollen und Fallen als auch bei dem jeweiligen Clustering nicht signifikant
unterschiedlich. Abbildung 56 veranschaulicht in Form eines Volcano-Plots die Ergeb-
nisse bei Vergleich der Fall- mit der Kontrollgruppe. In der gesamten Analyse mit
Durchfuhrung einer Korrektur fur eine multiple Hypothesentestung lieRen sich keine
signifikanten Ergebnisse darstellen.
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Abbildung 56: Darstellung der Proteomikergebnisse in einem Volcano-Plot
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Wie aufgrund der statistischen Ergebnisse erwartet wurde, konnte auch in der Haupt-

komponentenanalyse keine eindeutiges Clustering unter den Fall und Kontrollpatien-
ten dargestellt werden.
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Abbildung 57: Hauptkomponentenanalyse der Proteomikergebnisse
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4. Diskussion

Die Erhebung sowie die Auswertung der Daten erfolgte im Sinne der Fragestellung,
welche Auswirkungen die epileptischen Anfalle auf den zellularen Immunstatus der
jeweiligen Patienten hatten. Mit Hinblick auf den aktuellen wissenschaftlichen Stand
sollen nachfolgend die erhobenen Ergebnisse eingeordnet werden.

Die vorbeschriebenen Mechanismen der BHS-Schadigung kénnen durch die Ergeb-
nisse zum Teil bestatigt werden. Teilweise ergaben sich neue, nicht vorbeschriebene
Daten, welche in den Gesamtkontext eingeordnet werden mussen.

Betrachtet man nun primar das Auswertungsergebnis der Anteile in Abbildung 7, also
die Darstellung der Anteile der CD4+, CD8+, Lineage negativen Zellen, dendritischen
Zellen sowie der Monozyten, so ist eindeutig ersichtlich, dass alle Populationen in der
Fallgruppe signifikant hoher waren als in der Kontrollgruppe. Vor allem die vermehrte
Expression der CD3+, CD4+ Zellen, Monozyten sowie auch dendritischer Zellen |asst
eine Veranderung der immunologischen Verhaltnisse vermuten. Auf zellularer Ebene
kommt es zu einer vermehrten Expression der genannten Immunzellen, was mit einer
verstarkten Immun- oder gar Entziindungsreaktion vereinbar ware. Sanli et al."'" be-
schrieben ebenfalls eine veranderte Verteilungsbreite der Abwehrzellen bei Patienten
mit epileptischen Anfallen ohne erklarbaren Ausloser. Hier zeigten sich ebenfalls die
Verhaltnisse der CD3+ und der CD4+ Zellen auf Seiten der Fallpatienten erhdht. Pos-
tuliert wurde hier eine durch das ZNS ausgeloste ubermallige Entzindungsreaktion,
welche zu einer veranderten Oberflachenmarkerexpression fuhrt und so zur Schaffung
eines proinflammatorischen Milieus beitragt. Bekraftigt wird diese Aussage auch durch
die Ergebnisse nach Stimulation der CD4+ Zellen. Wahrend die Oberflachen-Marker-
expression von CD4 bei den Kontrollen durch die Stimulation sogar einen Rucklauf
verzeichnete, kam es bei den Fallpatienten zu einer Erhéhung. Dies ist Ausdruck der
erhdhten proinflammatorischen Last des Organismus in der Zeit nach einem epilepti-
schen Anfall. Die Erfassung deutlich hoherer Anteile an IL-21 exprimierenden Zellen
liefert eine maogliche Erklarung der erhohten Zellpopulationen. IL-21 beeinflusst die
Differenzierung und fordert die Aktivitat von B-, T- und monozytaren Zellen."?

Der als signifikant erhoht detektierte Proliferationsmarker Ki-67 in allen lebenden Zel-
len, sowie auch speziell in der lymphozytaren Subpopulation spricht ebenfalls fur eine
inflammatorische Immunreaktion, welche in einem erhdhten Zellumsatz resultiert und
eine stetige Neubildung immunologischer Zellen zur Folge hat. Uber die genauen int-
razellularen molekulargenetischen Mechanismen kann durch die gewahlten Analysen
keine Aussage getroffen werden und stellt eine Limitation dieser Studie dar.

"1 Sanli et al., 2021
"2 Wang et al., 2018
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4.1 T-Zell-Dysregulation und Erschdpfung

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine deutliche Dysregulation der T-Zell-Antwort
in der Fallgruppe, die durch eine signifikante Zunahme von CD28- T-Gedachtniszellen
sowie naiven T-Zellen charakterisiert ist. Diese Veranderungen betreffen sowohl die
CD4+- als auch die CD8+-T-Zellpopulationen und deuten auf eine eingeschrankte
Funktionsfahigkeit des adaptiven Immunsystems hin.

4.1.1 Erschopfung durch chronische Aktivierung

Tim3 und Lag3 sind Marker, die auf einen Zustand chronischer T-Zell-Erschopfung
hinweisen. Diese Molekule werden typischerweise auf T-Zellen exprimiert, die wieder-
holter oder langer anhaltender Stimulation ausgesetzt sind, wie dies haufig in chro-
nisch entzandlichen Zustanden der Fall ist. In der Fallgruppe konnte eine signifikant
erhdhte Expression dieser Marker sowohl bei CD4+- als auch bei CD8+-T-Zellen nach-
gewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die T-Zellen nach epileptischen Anfal-
len kontinuierlich stimuliert werden und im Laufe der Zeit eine Funktionsminderung
durchlaufen.

Die chronische Aktivierung der T-Zellen fuhrt nicht nur zu einer Erschopfung, sondern
auch zu einer Dysregulation der Immunantwort. Erschopfte T-Zellen verlieren ihre Fa-
higkeit zur Proliferation und zur effizienten Sekretion von Zytokinen, was die Immun-
homoostase destabilisiert und zu einem Zustand persistierender Entzindung fuhren
kann. Diese Dysregulation konnte erklaren, warum in der Fallgruppe verstarkte ent-
zundliche Prozesse beobachtet wurden, die durch proinflammatorische Zytokine wie
IL-13 und IL-17 verstarkt werden.
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4.1.2 Erhohte Anteile von CD28- T-Zellen

In der Fallgruppe war ein signifikant erhohter Anteil von CD28- T-Gedachtniszellen und
naiven T-Zellen nachweisbar. Bei CD28 handelt es sich um ein essenzielles Kostimu-
lationsmolekul, welches fur die vollstandige Aktivierung von T-Zellen erforderlich ist.
Der Verlust von CD28 auf der Zelloberflache weist haufig auf eine T-Zell-Erschdpfung
hin, da diese Zellen ihre Fahigkeit zur effektiven Reaktion auf antigen-spezifische Sig-
nale verlieren.

Die erhohte Anzahl von CD28- Zellen in der Fallgruppe deutet somit auf eine Abschwa-
chung der Immunantwort hin. Diese Zellen sind weniger fahig, eine adaquate Immun-
antwort zu initileren, was eine reduzierte Abwehrfahigkeit gegenuber pathogenen Er-
regern nahelegt. Zusatzlich zur Abnahme der Funktionalitat dieser Zellen wurde eine
erhdhte Expression der Erschopfungsmarker Tim3 und Lag3 in derselben Kohorte be-
obachtet.

4.1.3 Erhohte Anzahl regulatorischer T-Zellen (Tregs)

Ein interessantes und zugleich gegenlaufiges Ergebnis zeigt die gleichzeitige Zu-
nahme von regulatorischen T-Zellen (Tregs) in der Fallgruppe. Tregs, identifiziert
durch den Marker FoxP3, spielen eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Immunhomaoostase und der Unterdriickung Uberschie3ender Immunantworten. In der
Fallgruppe wurde eine signifikant hohere Anzahl dieser Zellen im Vergleich zur Kon-
trollgruppe beobachtet.

Diese Zunahme konnte als kompensatorischer Mechanismus interpretiert werden, bei
dem das Immunsystem versucht, die durch die Erschopfung verursachte Dysregula-
tion zu regulieren. Tregs konnten eine wichtige Rolle dabei spielen, Uberschiellende
Entzindungsreaktionen zu unterdriicken und die Immunantwort nach einem epilepti-
schen Anfall zu stabilisieren. Allerdings bleibt unklar, ob die vermehrte Prasenz von
Tregs ausreicht, um die Auswirkungen der T-Zell-Erschopfung vollstandig zu kompen-
sieren.

4.1.4 Unklare Ursachen der Erschopfung

Wahrend die erhohte Expression von Erschopfungsmarkern wie Tim3 und Lag3 auf
eine chronische Aktivierung der T-Zellen hinweist, bleibt die genaue Ursache dieser
Erschopfung ungeklart. Epileptische Anfalle kdnnten einen Teil dieser Aktivierung er-
klaren, da sie mit systemischen Entzindungsreaktionen assoziiert sind. Es ist jedoch
auch denkbar, dass andere Faktoren, wie virale Infektionen oder wiederholte systemi-
sche Entzundungen, zur T-Zell-Erschopfung beitragen. Ohne detaillierte Daten zur An-
fallshaufigkeit, zur allgemeinen Gesundheit der Patienten oder zu begleitenden Infek-
tionen bleibt die Beziehung zwischen Anfallen und Erschopfung weiterhin spekulativ.
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4.1.5 Schlussfolgerung

Resumierend weisen die Ergebnisse auf eine Dysregulation der T-Zell-Antwort in der
Fallgruppe hin, die durch eine erhohte Anzahl von CD28- Zellen, eine verstarkte Ex-
pression von Erschopfungsmarkern sowie durch eine erhdhte Prasenz von Tregs ge-
kennzeichnet ist. Die beobachtete T-Zell-Erschopfung kdonnte die Abwehrfahigkeit des
Immunsystems nach epileptischen Anfallen einschranken und zu einer chronischen
Entzindungsreaktion beitragen. Zukunftige Studien sollten sich auf die Identifizierung
der genauen Mechanismen konzentrieren, die zur T-Zell-Erschopfung fihren, und auf
die Rolle der Tregs bei der Regulation der Immunantwort nach einem epileptischen
Anfall.
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4.2 Aktivierung und Erschopfung durch proinflammatorische Zytokine

Die Analyse der proinflammatorischen Zytokine in der Fallgruppe zeigt eine signifi-
kante Erhdohung von IL-13, IL-17, TNF-a und IFN-y. Diese Zytokine spielen eine zent-
rale Rolle in der Modulation der Immunantwort und sind mit entzindlichen Prozessen
assoziiert. Die erhohte Expression dieser Zytokine deutet auf eine ubermallige Akti-
vierung der Immunzellen hin, was zu einer chronischen Entzindungsreaktion und T-
Zell-Erschopfung fuhren konnte.

4.2.1 Erhohte Expression proinflammatorischer Zytokine

In der Fallgruppe wurde eine signifikant erhdhte Expression von IL-13 und IL-17 nach-
gewiesen. Beide Zytokine sind charakteristisch fur Th2- bzw. Th17-vermittelte Immun-
antworten und sind eng mit chronischen Entzindungsprozessen verbunden. IL-13 ist
bekannt fur seine Rolle in der Férderung von allergischen Reaktionen und der Gewe-
bereparatur, wahrend IL-17 eine proinflammatorische Wirkung hat und oft in Autoim-
munerkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder multipler Sklerose erhoht ist. In der
Fallgruppe konnte die verstarkte Expression dieser Zytokine auf eine dysfunktionale
Th2- und Th17-Aktivierung hinweisen, die nach epileptischen Anfallen zu einer anhal-
tenden Entzundungsreaktion fuhrt.

Zusatzlich wurde eine erhdhte Expression von TNF-a und IFN-y beobachtet. Diese
Zytokine sind entscheidende Mediatoren der zellularen Immunantwort und fordern die
Aktivierung von T-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen. TNF-a ist ein
Schlusselfaktor in der Entzindungsreaktion, wahrend IFN-y eine zentrale Rolle in der
Aktivierung von Makrophagen und der Verstarkung der adaptiven Immunantwort spielt.
Die erhohte Expression dieser Zytokine in der Fallgruppe konnte eine Folge der Im-
munaktivierung durch epileptische Anfalle sein, bei denen systemische Entzindungs-
prozesse ausgelost werden.

4.2.2 Chronische Entziindung und T-Zell-Erschopfung

Die persistente Prasenz dieser proinflammatorischen Zytokine konnte zur Erschdpfung
der T-Zellen in der Fallgruppe beitragen. Wiederholte oder chronische Stimulation von
T-Zellen durch proinflammatorische Zytokine fuhrt oft zur Expression von Erschop-
fungsmarkern wie Tim3 und Lag3, die in der Fallgruppe signifikant erhoht waren. Diese
Marker sind typische Anzeichen fur T-Zellen, die nach wiederholter Aktivierung ihre
Funktionalitat verlieren und weniger effektiv in der Bekampfung von Infektionen oder
anderen Immunherausforderungen sind.

Die erhohte Expression von Tim3 und Lag3 untermauert die Hypothese, dass die kon-
tinuierliche Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine zu einem Zustand der T-
Zell-Erschopfung fuhrt. Dieser Zustand konnte dazu beitragen, dass die Immunantwort
nach epileptischen Anfallen weniger effizient ist, was das Risiko fur chronische Ent-
zundungen oder sekundare Infektionen erhoht.
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4.2.3 Kompensation durch IL-10

Interessanterweise wurde in der Fallgruppe nach Stimulation auch keine Erhéhung von
IL-10 beobachtet. IL-10 ist ein potentes antiinflammatorisches Zytokin, das eine zent-
rale Rolle bei der Hemmung Ubermafiger Immunantworten spielt und eine schutzende
Wirkung gegen chronische Entzindungen vorweist. Eine vermehrte Expression von
IL-10 nach Stimulation konnte darauf hinweisen, dass das Immunsystem der Fall-
gruppe versucht, die durch proinflammatorische Zytokine induzierte Entzindung zu
kontrollieren und eine Balance zwischen Entzindung und Immunsuppression herzu-
stellen. Dieser Mechanismus fehlt bei der Fallgruppe.

Die Rolle von IL-10 als madglicher Schutzmechanismus gegen T-Zell-Erschdpfung
sollte jedoch weiter untersucht werden. Es bleibt unklar, ob eine vermehrte IL-10-Pro-
duktion in der Fallgruppe ausreicht, um die negativen Effekte der chronischen Entzun-
dung und der UbermaRigen Aktivierung proinflammatorischer Zytokine vollstandig zu
kompensieren. Die Frage, ob IL-10 eine langfristig schitzende Rolle spielt oder ledig-
lich eine temporare Reaktion des Immunsystems auf die erhdhte Entzindungsaktivitat
ist, bedarf weiterer Forschung.

4.2.3 Fehlende Evidenz flr spezifische Trigger

Obwonhl die proinflammatorischen Zytokine in der Fallgruppe erhoht sind, bleibt den-
noch unklar, ob epileptische Anfalle direkt fur diese Erhdhung verantwortlich sind. An-
dere systemische Faktoren wie Infektionen, Autoimmunprozesse oder Umweltein-
flusse konnten ebenfalls zur Aktivierung dieser Zytokine beitragen. Es gibt derzeit
keine spezifischen Hinweise darauf, dass epileptische Anfalle allein die Ursache fur
die verstarkte Expression von IL-13, IL-17, TNF-a und IFN-y sind.

Es ist moglich, dass die Anfalle lediglich als zusatzlicher Trigger in einem bereits vor-
handenen entzundlichen Zustand wirken und die Immunantwort verstarken. Ohne de-
tailliertere Daten zu den Anfallshaufigkeiten, der Schwere der Anfalle oder den allge-
meinen gesundheitlichen Bedingungen der Patienten bleibt die genaue Beziehung zwi-
schen epileptischen Anfallen und der Erhéhung proinflammatorischer Zytokine weiter-
hin ungeklart.

4.2.4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die erhdhte Expression proinflammatorischer
Zytokine in der Fallgruppe zu einer Ubermafigen Aktivierung des Immunsystems fuhrt,
die mit einer chronischen Entzundungsreaktion und der Erschopfung der T-Zellen ein-
hergeht. Diese Zytokine konnten eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer dysfunk-
tionalen Immunantwort nach epileptischen Anfallen spielen. Gleichzeitig konnte eine
vermehrte IL-10-Expression als Schutzmechanismus gegen diese entzindlichen Pro-
zesse fungieren, diese Reaktion fehlt jedoch. Zukunftige Untersuchungen sollten sich
darauf konzentrieren, die Ursachen der erhdhten Zytokinexpression und deren Bezie-
hung zu epileptischen Anfallen zu klaren sowie den Einfluss von IL-10 auf die Regula-
tion der Immunantwort nach Anfallen weiter zu erforschen.
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4.3 Verstarkte Aktivierung der Myeloiden Zellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen eine signifikante Zunahme von
Monozyten, Neutrophilen und myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in der Fall-
gruppe. Diese Zelltypen sind eng mit der angeborenen Immunantwort verknupft und
spielen eine zentrale Rolle bei der Initiierung und Aufrechterhaltung von Entzindungs-
prozessen. Die verstarkte Aktivierung dieser myeloiden Zellen konnte maf3geblich zur
Dysregulation der Immunantwort nach epileptischen Anfallen beitragen und adaptive
Immunreaktionen unterdricken.

4.3.1 Erhohte Anteile von Monozyten und Neutrophilen

In der Fallgruppe wurde eine signifikant erhéhte Anzahl von Monozyten und Neutro-
philen nachgewiesen. Diese Zellen sind primare Akteure der angeborenen Immunan-
twort und reagieren schnell auf Gewebeschaden oder Infektionen, indem sie proin-
flammatorische Zytokine freisetzen und zur Rekrutierung weiterer Immunzellen beitra-
gen. Monozyten differenzieren sich zudem in Makrophagen und dendritische Zellen,
die fur die Prasentation von Antigenen an T-Zellen notwendig sind. Die Zunahme die-
ser Zellpopulationen deutet auf eine starke Aktivierung der angeborenen Immunant-
wort in der Fallgruppe hin.

Monozyten und Neutrophile sind auRerdem auch dafur bekannt, chronische Entzin-
dungen zu fordern, insbesondere wenn sie uber langere Zeit aktiv bleiben. Die erhdhte
Prasenz dieser Zellen konnte daher mit der anhaltenden Entzindungsreaktion nach
epileptischen Anfallen zusammenhangen, bei der das Immunsystem nicht in der Lage
ist, den Entzindungsprozess effektiv zu regulieren. Diese anhaltende Aktivierung
konnte zu Gewebeschaden und zur Beeintrachtigung der normalen Immunregulation
fUhren.

4.3.2 Hemmung der adaptiven Immunantwort durch MDSCs

Ein weiteres zentrales Ergebnis ist die erhdhte Anzahl von myeloid-derived suppressor
cells (MDSCs) in der Fallgruppe. MDSCs sind fur ihre immunsuppressive Wirkung be-
kannt und werden haufig in chronischen Entzindungszustanden oder Tumorumge-
bungen gefunden. Sie wirken, indem sie die Aktivierung von T-Zellen und anderen
Komponenten der adaptiven Immunantwort unterdricken. Die erhdohte Anzahl von
MDSCs in der Fallgruppe konnte daher eine direkte Ursache fur die Dysfunktion der
T-Zell-Antwort darstellen, die in dieser Kohorte beobachtet wurde.

MDSCs hemmen die Proliferation von T-Zellen und reduzieren die Produktion von Zy-
tokinen, was die Fahigkeit des adaptiven Immunsystems beeintrachtigt, eine effektive
Immunantwort zu generieren. Dies konnte die erhdhte Expression von Erschopfungs-
markern wie Tim3 und Lag3 auf T-Zellen in der Fallgruppe erklaren, da die T-Zellen
wiederholt unterdriickt werden und ihre Funktionsfahigkeit verlieren. Daruber hinaus
kdonnten MDSCs die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Prozessen wei-
ter destabilisieren und zur chronischen Entzindung beitragen.
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4.3.3 Fehlende direkte Verbindung zu epileptischen Anfallen

Obwohl die erhdhte Anzahl von Monozyten, Neutrophilen und MDSCs in der Fall-
gruppe signifikant ist, bleibt unklar, ob diese Veranderungen in direktem Zusammen-
hang mit epileptischen Anfallen in Verbindung stehen. Es gibt derzeit keine eindeuti-
gen Hinweise darauf, dass die Anfalle selbst diese Zellpopulationen aktivieren, da an-
dere systemische Faktoren wie Infektionen, Autoimmunprozesse oder allgemeine Ent-
zundungszustande ebenfalls zu einer Zunahme dieser Zellen fuhren konnen. Es ist
moglich, dass die Anfalle lediglich eine Verstarkung bereits vorhandener entzindlicher
Prozesse bewirken.

Ohne eine detaillierte Analyse der klinischen Vorgeschichte der Patienten, einschlief3-
lich der Haufigkeit und Schwere der Anfalle, bleibt die genaue Ursache fur die erhohte
Aktivierung der myeloiden Zellen spekulativ. Es ist denkbar, dass epileptische Anfalle
als zusatzlicher Trigger wirken, der eine bereits bestehende Entziindungsreaktion ver-
starkt, anstatt als primarer Ausloser der Zellaktivierung zu fungieren.

4.3.4 Schlussfolgerung

Die erhdhte Anzahl von Monozyten, Neutrophilen und MDSCs in der Fallgruppe deutet
auf eine verstarkte Aktivierung der angeborenen Immunantwort hin, die moglicher-
weise zur Aufrechterhaltung einer chronischen Entzindungsreaktion beitragt. Diese
Zellen konnten die adaptive Immunantwort unterdricken und die T-Zell-Erschopfung
fordern, was die Fahigkeit des Immunsystems, effizient auf pathogene Herausforde-
rungen zu reagieren, beeintrachtigt. Obwohl diese Ergebnisse die Hypothese einer
dysfunktionalen Immunregulation nach epileptischen Anfallen stutzen, bleiben die ge-
nauen Mechanismen, die zur Aktivierung dieser Zellen fuhren, unklar. Zukunftige Stu-
dien sollten untersuchen, ob epileptische Anfalle direkt die Aktivierung von myeloiden
Zellen ausldsen oder ob andere systemische Faktoren eine wesentliche Rolle spielen.
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4.4 Gegenregulationsmechanismen des Immunsystems
4.4.1 Regulatorische und naive T-Zellen und BHS-Schadigung

Die beobachteten erhdhten Anteile der regulatorischen T-Zellen sind im Gegensatz zu
den oben genannten Populationen deutlich schwerer in den Kontext der BHS-Schadi-
gung einzuordnen. Eine Arbeit von Kramer et al. zeigte, dass eine Erniedrigung der
regulatorischen T-Zellen mit einer vermehrten Immunzellinfiltration in das ZNS verge-
sellschaftet ist, und dies in Zusammenhang mit einer vermehrten Durchlassigkeit der
BHS steht.’* In der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analyse zeigte sich je-
doch eine signifikante Erhohung der Anteile dieser Zellen in den Fallpatientenproben.
Diese Beobachtung lasst sich naheliegend als eine immun-regulatorische Reaktion
des Organismus auf die Ubermaliige proinflammatorische Antwort der Anfallspatienten
einordnen. Ebenfalls nennenswert ist, dass durch die Expression von FoxP3 auf der
Oberflache der regulatorischen T Zellen eine erleichterte Migration durch die BHS er-
maglicht wird."'S Dies flUhrt ebenfalls zu einer Anreicherung peripherer Immunzellen
innerhalb des ZNS.

Im Zuge dessen Iasst sich hierdurch auch die Erhéhung der naiven T-Zellen einordnen.
Eine weitere Differenzierung der naiven T-Zellen wird durch die Tregs kontrolliert und
auch herunterreguliert. So kann es zu einer Erhohung des naiven T-Zellanteils kom-
men.

4.4.2 Tim3+ Zellen und der neuronale Schaden

Gleichfalls relevant erhdoht war der Anteil an Tim-3+ Zellen. Tim-3 wird vor allem von
Makrophagen und T-Zellen produziert. Koh zeigte mit seiner Forschungsgruppe, dass
Tim-3 bei neuronalem Schaden und vermehrt von dadurch aktivierten Gliazellen se-
zerniert wird. "¢ Dieses Molekdl fiihrt zu der Entstehung erschopfter T-Zellen. Erklar-
bar ware dies ebenfalls durch einen Mechanismus, welcher der Reduktion der Immun-
antwort dienen konnte, da die aktuelle Studienlage eine verminderte Immunantwort bei
erhohten Anteilen der exhausted Tcells zeigt."'” Dies konnte ein weiterer Versuch des
Organismus darstellen, die Inflammation und somit den voranschreitenden Schaden
an der BHS zu stoppen.

4.4.3 Lag3+ T-Zellen und Gegenregulation

Die parallel hierzu erhdhten Anteile der Lag3+ T-Zellen lassen in Bezug auf die Theorie
des Versuches einer Gegenregulation eine ahnliche Funktion vermuten. Die Expres-
sion von Lag-3, kann ein Indikator fur eine regulierende oder hemmende Funktion der
Zelle sein. Da dieser Oberflachenmarker beim Gesunden die immunologische Tole-
ranz erhdhen kann, ist er bei Ubermafiger Expression vermutlich eher als Suppressi-
onsversuch seitens des Immunsystems zu werten.

114 Kramer et al., 2019

115 Schneider-Hohendorf et al., 2010
116 Koh et al., 2015

117 Gao et al., 2022
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4.4.4 Th2-Zellen und glialer Zellschutz

Um folgendes Ergebnis korrekt beschreiben und einordnen zu konnen, ist an dieser
Stelle erneut zu erwahnen, dass die entnommenen Zellen lediglich die Situation im
Blut der Patienten darstellen und keine exakte Aussage Uber das Verhalten der Zellen
in anderen Korperkompartimenten getroffen werden kann. Die Th2-Zellen gelten, an-
ders als ihre verwandten Th1 und Th17 Zellen, als neuroprotektiv in Bezug auf den
glialen Zellschaden bei neuronalem Zelluntergang.'"® Hierbei kommt es durch ein
chemotaktisches Signal zu einer vermehrten Migration der Zellen in das ZNS. Deren
Ziel ist es, den Schaden durch proinflammatorische Zytokine an der BHS und den neu-
ronalen Zellen selbst abzumildern und die fortschreitende Permeabilitatserhdhung zu
verlangsamen. FUr eine verstarkte Migration wurden auch die Ergebnisse der Auswer-
tungen der Anteile der Th2-Zellen sprechen. Ebenso anzufuhren ist, dass das von
ihnen produzierte Interleukin-13 in der Fallgruppe signifikant hoher exprimiert wurde.
Es fordert die Transformation der Makrophagen in ihren M2-Phanotyp. Dieser Subtyp
gilt als protektiv in Bezug auf die Erhaltung der BHS-Integritat und generell als antiin-
flammatorisch.'® Dies ist ein weiteres Indiz fiir eine erhdhte Gegenregulation und den
Versuch die Barrierefunktion der BHS zu erhalten und so einer weiteren Permeabili-
tatserhohung entgegenzuwirken.

4.4.5 Rolle der Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC) bei der immunologischen Gegenre-
gulation

Die Myeloid Derived Suppressor Cells (MDSC) regulieren ebenfalls die Immunantwort.
Deren erhohter Anteil bekraftigt ebenso die Annahme des Versuches einer antiin-
flammatorischen Gegenregulation des Korpers. Die unter anderem durch eine Erhohte
IFN-gamma Konzentration aktivierten MDSC, produzieren durch einen STAT1 Pa-
thway und der daraus resultierenden iINOS-Induktion (induzierte NO-Synthase) eine
vermehrte Freisetzung von NO. Dies fuhrt im Verlauf zu einer T-Zell-Suppression.
Auch die bereits in der Einleitung aufgefuhrte Cyclooxygenase kann in Hinblick auf die
immunregulatorische Funktion der MDSCs verstarkend wirken. Die Aktivierung fuhrt
aullerdem zu einer Hemmung der weiteren Differenzierung der MDSCs zu dendriti-
schen Zellen, was einer zusatzlichen Schadigung der BHS durch den vermehrten An-
fall an DCs entgegenwirkt. Diese Annahme deckt sich mit dem bisherigen wissen-
schaftlichen Stand, laut welchem die Erhohung der MDSC vor Allem bei Glioblastom-
und auch MS-Patienten untersucht wurde. '%°

118 Hendrix et al., 2007
119 Qju et al.,2021
120 Melero-Jerez et al., 2015
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4.4.6 Granzym B und T-Zell-Suppression

Die Serinprotease Granzym B, welche nachweislich nach Sekretion durch T-Zellen die
Leckage der Blut-Hirn-Schranke verstarkt und somit auch die Extravasion der T-Zellen
fordert, zeigte sich in den Ergebnissen signifikant niedriger als bei den Kontrollen.'?'
Dieses Finding ware durch die hemmende Wirkung der stark erhdhten regulatorischen
T-Zellen erklarbar. Durch ihre Zell-Zell-Kontakte mit CTLA-4 und PD-1 kommt es zu
einer Erniedrigung der Granzym Produktion. Diese These wird durch das Ergebnis der
erhohten IL-10 Expression gestutzt. Durch die Bindung an den IL-10-Rezeptor fuhrt es
uber einen JAK-STAT-Kinasen-Pathway zu einer verminderten Granzym B Ex-pres-
sion."? Auch die Differenz durch Stimulation veranderte sich nicht merklich, was eben-
falls fur eine stark hemmende Wirkung der regulatorischen T Zellen auf die Granzym-
Produktion spricht.

decreased PD-1 interaction
granzyme release "‘\

CTLA-4/CD80 interaction

®¢

o
IL-10, TGF-B o me

Abbildung 59: Darstellung des Interaktionsmechanismus der T-Zellpopulationen und deren Auswirkung auf die monozytdre
Differenzierung'?

4.4.7 Schlussfolgerung

Die beobachteten Immunprofile weisen auf eine komplexe, gegenregulatorische Im-
munantwort des Korpers hin, die offenbar die Integritat der Blut-Hirn-Schranke (BHS)
zu schutzen versucht. Die erhohten Anteile regulatorischer T-Zellen sowie die spezifi-
schen Expressionsmuster immunmodulierender Molekule (z. B. Tim-3 und Lag-3) und
Th2-Zellen deuten darauf hin, dass diese Zellpopulationen eine antiinflammatorische
Reaktion fordern. Diese Reaktion scheint auf die Minderung des proinflammatorischen
Uberhangs abzuzielen, der mit der BHS-Schadigung durch epileptische Anfalle ein-
hergeht. Parallel zeigt sich durch die erhdhte Expression von MDSCs und die Supp-
ression Granzym B-produzierender T-Zellen eine gesteigerte inhibitorische Immunak-
tivitat, die moglicherweise die Permeabilitat der BHS kontrollieren und die neuronale
Integritat schutzen soll. Diese Ergebnisse verdeutlichen das Potenzial des Immunsys-
tems, durch verschiedene gegenregulatorische Mechanismen die durch epileptische
Anfalle induzierte Neuroinflammation abzumildern und die Integritat der BHS zu be-
wahren.

121 prakash et al.,2014
122 Cao et al., 2007
123 Eigene Darstellung erstellt mit Hilfe der Biorender-Software
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4.5 Verminderte immunregulatorische Aktivitat durch TIGIT und CTLA-4

In der vorliegenden Analyse zeigte sich, dass die Fallgruppe signifikant niedrigere An-
teile an TIGIT- und CTLA-4-exprimierenden T-Zellen aufwies. TIGIT und CTLA-4 sind
zentrale Regulatoren der Immunantwort und spielen eine entscheidende Rolle bei der
Hemmung UberschieRender Immunreaktionen und der Aufrechterhaltung der Immun-
toleranz. Die verminderte Expression dieser beiden Molekule in der Fallgruppe legt
nahe, dass die immunregulatorische Kontrolle in dieser Kohorte beeintrachtigt ist.

4.5.1 Verminderte Expression von TIGIT und CTLA-4

Die Analyse der T-Zellpopulationen ergab, dass sowohl TIGIT- als auch CTLA-4-ex-
primierende Zellen in der Fallgruppe signifikant reduziert waren. Dies betrifft neben
den CD4+- auch die CD8+-T-Zellpopulationen. TIGIT ist als Immun-Checkpoint-Mar-
ker bekannt, der die T-Zell-Aktivierung hemmt und eine Toleranz gegenuber korperei-
genen Zellen fordert. Wahrend CTLA-4 primar als negativer Regulator der T-Zell-Ko-
stimulation fungiert und damit eine Ubermafige Immunreaktion verhindert. Der Verlust
dieser zentralen Regulatoren kdnnte demzufolge zu einer unkontrollierten T-Zell-Akti-
vierung und einer proinflammatorischen Immunantwort in der Fallgruppe fuhren.

4.5.2 Fehlende Kontrolle der Entzindungsreaktion

Die Reduktion dieser regulatorischen Molekule in der Fallgruppe konnte mit der erhoh-
ten Expression proinflammatorischer Zytokine wie IL-13 und IL-17 Korrelieren, die
ebenfalls in dieser Kohorte nachgewiesen wurden. Ohne die notwendige Regulierung
durch TIGIT und CTLA-4 konnten T-Zellen in der Fallgruppe weniger effektiv darin
sein, ihre eigene Aktivierung zu kontrollieren, was zu einer chronischen Entzindungs-
reaktion nach epileptischen Anfallen fihren kdnnte. Dies wird durch die signifikant er-
hohte Zahl von Tim3+- und Lag3+-T-Zellen in der Fallgruppe unterstutzt, die auf eine
Erschopfung der T-Zellen hindeuten und zudem mit einer chronischen Aktivierung ver-
bunden sind.

4.5.3 Verschiebung der Monozytdren Subpopulationen

Eine weitere relevante Beobachtung in der Fallgruppe war die Verschiebung der mo-
nozytaren Subpopulationen. Es wurde eine Erhéhung der klassischen Monozyten fest-
gestellt, wahrend die Anteile der nicht-klassischen Monozyten, die fur Geweberepara-
tur und antientzindliche Funktionen verantwortlich sind, signifikant erniedrigt waren.
Diese Verschiebung spricht fur eine verminderte Regenerations- und antientztndliche
Kapazitat, die zur Aufrechterhaltung einer proinflammatorischen Umgebung und mog-
licherweise zur Schadigung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) beitragt. Die klassischen
Monozyten kdnnten durch ihre proinflammatorische Aktivitat die Integritat der BHS wei-
ter schwachen, was in Kombination mit den verminderten regulatorischen Ressourcen
eine fortschreitende Schadigung der BHS begunstigen kdnnte.
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4.5.4 Rolle der regulatorischen T-Zellen (Tregs) und Zytokine

Obwohl die Fallgruppe eine verminderte Expression von TIGIT und CTLA-4 zeigte,
wiesen die Patienten erhohte Anteile an FoxP3+-regulatorischen T-Zellen (Tregs) auf,
die normalerweise fur die Unterdrickung Uberschielender Immunantworten verant-
wortlich sind. Allerdings war in der Fallgruppe auch die Expression von antiinflamma-
torischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-beta deutlich reduziert, sowohl im Nativ- als
auch im stimulierten Zustand. Diese Zytokine, die ebenfalls von Tregs produziert wer-
den, spielen eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immunhomdostase und
der Regulierung von Entzindungsreaktionen. Die niedrigen Werte an IL-10 und TGF-
beta kdnnten auf eine beeintrachtigte inflammationsregulierende Kompetenz hinwei-
sen. Bei Storungen der immunregulierenden TGF-beta-Achse konnten zunehmende
Verschlechterungen inflammatorischer Erkrankungen sowie eine haufigere Entste-
hung von Tumoren nachgewiesen werden.'?* Die Tatsache, dass IL-10 bei den An-
fallspatienten nach Stimulation sogar weiter erniedrigt wurde, konnte Ausdruck einer
verminderten Resilienz des Immunsystems sein. In der derzeitigen Literatur sind im
proinflammatorischen Zustand bzw. bei Sepsis die Erh6hung der IL-10 Expression be-
schrieben, was diese These unterstreicht.’?> Die auch bereits nach epileptischen An-
fallen beobachteten Erhéhungen der IL-10 Anteile, welche eine Potenzierung der Treg
Aktivitat zur Folge hatte, konnte hier nicht bestatigt werden.'?6

4.5.5 Erhohte Anteile an CD28-negativen T-Zellen

Zusatzlich zu den regulatorischen Defiziten und den proinflammatorischen Verande-
rungen wurde in der Fallgruppe ein signifikanter Anstieg der CD28-negativen T-Zellen,
sowohl in den CD4+- als auch in den CD8+-T-Zellpopulationen, festgestellt. Diese Zel-
len sind weniger funktionsfahig und haufiger in inflammatorischen Zustanden zu fin-
den. Erhohte Anteile an CD28-negativen Zellen wurden in mehreren Studien, ein-
schlieBlich van Aalderen et al. 27, mit chronischen Entziindungsprozessen in Verbin-
dung gebracht. In der Literatur finden sich Hinweise auf eine Rolle der CD28 negativen
Zellen bei GbermaRigen oder unkontrollierten Immunreaktionen.’?® Die hier beobach-
teten Erhohungen in naiven T-Zellen, T-Gedachtniszellen und Temra-Zellen unterstut-
zen die Hypothese einer unkontrollierten postiktalen Inflammation.

Zudem zeigten sich bei Patienten mit vorbestehenden Epilepsien signifikante Unter-
schiede im Vergleich zu Patienten mit erstmaligen Anfallen, was ein Indiz auf ein mog-
liches Priming und die Etablierung einer chronischen Immunaktivierung sein konnte.

124 Batlle et al., 2019

125 7Zhang et al., 2021

126 Prodjinotho et al., 2022
127 \an Aalderen et al., 2015
128 Broadley et al., 2017
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4.5.6 Schlussfolgerung

Insgesamt weisen die Ergebnisse auf eine deutliche Dysregulation der immunologi-
schen Kontrollmechanismen in der Fallgruppe hin. Die reduzierte Expression von TI-
GIT, CTLA-4 sowie antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF-beta deutet
auf eine fehlende Immunregulation hin, die eine unkontrollierte T-Zell-Aktivierung und
eine chronische Entzindungsreaktion nach epileptischen Anfallen begunstigen
konnte. Die erhohte Anzahl an CD28-negativen T-Zellen sowie die Verschiebung der
Monozytensubpopulationen verstarken das Bild einer ubermafigen Immunreaktion,
die mdglicherweise zur Schadigung der Blut-Hirn-Schranke beitragt.
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4.6 BHS-St6rung und postiktale Zustande

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die postiktalen Zustande nach
epileptischen Anfallen eine signifikante Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Schranken-In-
tegritat (BHS) begunstigen konnten. Einer der zentralen Befunde ist die signifikant er-
hohte Anzahl an Th9-Zellen in der Fallgruppe. Diese Zellen produzieren das Zytokin
Interleukin-9 (IL-9), dessen Einfluss auf die BHS zunehmend anerkannt wird. IL-9 wird
direkt mit einer erhohten Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke in Verbindung gebracht,
indem es die strukturelle Barrierefunktion der Endothelzellen schwéacht. '2° Die ver-
mehrte Differenzierung zu Th9-Zellen infolge der proinflammatorischen Situation nach
epileptischen Anfallen kdnnte also eine Schwachung der Blut-Hirn-Schranke und eine
erhohte Migration von Immunzellen ins ZNS fordern.

4.6.1 Monozyten und Chemokin-Ligand-2 (CCL-2)

Daruber hinaus wurde eine signifikante Zunahme von Monozyten und eine Verande-
rung der Monozytensubpopulationen festgestellt. Diese Ergebnisse lassen sich eben-
falls in den Kontext der Schadigung der Blut-Hirn-Schranke einordnen. Die neuronale
und gliale Schadigung durch epileptische Anfalle fuhrt zur Freisetzung von Chemokin-
Ligand-2 (CCL-2), das eine vermehrte Rekrutierung und Aktivierung von Monozyten
bewirkt. 3 Diese aktivierten Monozyten kénnen die durch die Entziindung bereits ge-
schwachte Blut-Hirn-Schranke passieren und ins ZNS eindringen, wo sie die Entzun-
dungsreaktion aufrechterhalten. 3! Zusétzlich zur Migration durch die BHS produzie-
ren Monozyten nach Aktivierung Zytokine wie TNF-a, die weiter zur Schwachung der
Barriere und zur Verstarkung der neuroinflammatorischen Prozesse beitragen.

4.6.2 1L-17 und TNF-a

Besonders interessant sind die Befunde zu IL-17, einem weiteren proinflammatori-
schen Zytokin, das in der Fallgruppe signifikant erhdoht war. IL-17 ist bekannt dafur, die
Produktion von TNF-a zu induzieren, einem Zytokin, das nachweislich eine Schadi-
gung der Blut-Hirn-Schranke bewirkt. Die erhohten Werte von IL-17 und TNF-a in der
Fallgruppe deuten auf eine Verstarkung dieser proinflammatorischen Achse hin, die
die strukturelle Integritat der BHS untergrabt. Die signifikanten Unterschiede zwischen
den unstimulierten und stimulierten Zustanden der Zellen lassen zudem auf ein mog-
liches Priming dieser Zellen hin, wodurch sie nach Aktivierung schneller und starker
auf Entzindungsreize reagieren, was zur anhaltenden Produktion von TNF-a fuhrt.

123 savari et al., 2020

Bosco et al., 2020
1Bl Qiuetal, 2021
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4.6.3 Dendritische Zellen und neuroinflammatorische Kaskade

Auch die erhdhte Anzahl von dendritischen Zellen in der Fallgruppe konnte eine Rolle
in der Schadigung der Blut-Hirn-Schranke spielen. Obwohl die wissenschaftliche Lite-
ratur zu diesem Thema begrenzt ist, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass dendriti-
sche Zellen im Rahmen einer ablaufenden Entzindungsreaktion weitere T-Zellen ak-
tivieren und die Entziindung aufrechterhalten.'3? Diese Aktivierung kénnte eine neuro-
inflammatorische Kaskade unterstitzen, die sich negativ auf die BHS-Integritat aus-
wirkt.

4.6.4 Neutrophile und IL-8-Signalwege

Zusatzlich wurden signifikant erhohte Anteile an Neutrophilen in der Fallgruppe beo-
bachtet, deren chemotaktisches Signal IL-8 ist. Hierbei handelt es sich um ein Zytokin,
das von Endothelzellen und T-Zellen freigesetzt wird. IL-8 wurde zudem mit einer Be-
eintrachtigung der Blut-Hirn-Schranken-Integritat in Verbindung gebracht. 33 Diese
chemotaktischen Signale fuhren zu einer Anreicherung und Proliferationssteigerung
der Neutrophilen, was die erhdhten Anteile in der Fallgruppe erklaren kann. Uber eine
Interaktion mit den endothelialen Zellen Uber PSGL/P-Selectin, very late antigen 4
(a4B1)/VCAM-1 und function-associated antigen-1 (LFA-1)/ICAM-1-Signalwege, ist
eine Migration durch die BHS maglich. Ursachlich fur die Rekrutierung und Extravasion
konnten die Rezeptoren A kinase anchoring protein 7 (AKAP7) und CD74 sein, fur
welche diese Funktion bereits bei ischamischen Schlaganfallen vorbeschrieben ist.
Neutrophile Granulozyten produzieren reaktive Sauerstoffspezies und Proteasen, die
eine zusatzliche Schadigung der Blut-Hirn-Schranke bewirken konnten, indem sie die
Barrierefunktion der Endothelzellen weiter schwachen.

4.6.5 IFN-y und CXCL10

Ein weiterer bedeutender Befund ist die erhdhte Anzahl von Interferon-gamma (IFN-
y)-exprimierenden Leukozyten in der Fallgruppe. IFN-y, ein wichtiges proinflammato-
risches Zytokin, tragt mafgeblich zur Erhéhung der BHS-Permeabilitat bei. 134 Neuere
Forschungsergebnisse zeigen, dass Endothelzellen direkt auf IFN-y reagieren, was zu
einer erhohten Permeabilitat der BHS fuhrt. Dieser Mechanismus wurde insbesondere
bei zentralnervosen Infektionen nachgewiesen, wobei IFN-y eine zentrale Rolle in der
Schwachung der Schrankenfunktion spielt. Die gesteigerte Expression von IFN-y in
der Fallgruppe deutet darauf hin, dass dieses Zytokin auch nach epileptischen Anfallen
zu einer sukzessiven Schwachung der Blut-Hirn-Schranke beitragt, indem es einen
Kreislauf aufrechterhalt, in dem proinflammatorische Zytokine wie IFN-y selbst die Pro-
duktion von CXCL10 fordern. CXCL10 verstarkt die Rekrutierung weiterer IFN-y-expri-
mierender Leukozyten, was zu einer kontinuierlichen Verstarkung der entzundlichen
Prozesse und einer weiteren Schadigung der BHS fuhrt.

132 Serna-Rodriguez et al., 2022
133 Kossmann et al., 1997
134 Daniels et al. 2014
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4.6.6 Schlussfolgerung

Die Studie zeigt somit auf, dass die durch epileptische Anfalle ausgeloste Immunant-
wort potenziell eine direkte Schadigung der Blut-Hirn-Schranke begunstigt. Diese
Schadigung erfolgt Uber multiple Mechanismen, die durch proinflammatorische Zyto-
kine, aktivierte Monozyten und Neutrophile sowie die gestorte T-Zell-Funktion vermit-
telt werden. Die Erkenntnisse lassen vermuten, dass eine chronische Inflammation,
gekoppelt mit der anhaltenden Aktivierung angeborener und adaptiver Immunzellen,
zu einer progressiven Schwachung der Blut-Hirn-Schranke fuhrt. Weitere Untersu-
chungen auf molekularer Ebene sind erforderlich, um die spezifischen Signalwege und
molekularen Mechanismen zu identifizieren, die diese Schadigung vermitteln, insbe-
sondere im Hinblick auf potenzielle therapeutische Ansatze, die auf die Stabilisierung
der Blut-Hirn-Schranke abzielen konnten.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Studie wurde die immunologische Reaktion nach epileptischen
Anfallen untersucht, wobei der Fokus auf den Mechanismen der Blut-Hirn-Schranken
(BHS)-Schadigung und der Dysregulation des zellularen Immunsystems lag. Die erho-
benen Daten zeigen deutlich, dass epileptische Anfalle tiefgreifende Auswirkungen auf
verschiedene Immunzellpopulationen haben, was eine Verschiebung des immunolo-
gischen Gleichgewichts und eine potenzielle Schwachung der BHS zur Folge hat. Die
Ergebnisse stutzen die Hypothese, dass eine postiktale Immunaktivierung eine zent-
rale Rolle bei der Aufrechterhaltung eines entziandlichen Mikromilieus im Zentralner-
vensystem (ZNS) spielt, welches die Integritat der BHS beeintrachtigen konnte.

Ein zentraler Befund ist die signifikante Zunahme von Monozyten, Neutrophilen und
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in der Fallgruppe. Diese Zellen, die primar
in der angeborenen Immunantwort eine Rolle spielen, tragen durch die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IFN-y zur Verstarkung der Entzun-
dungsprozesse bei. Monozyten, insbesondere in ihrer aktivierten Form, dringen durch
die geschwachte BHS in das ZNS ein, wo sie die Entzindungsreaktion aufrechterhal-
ten und moglicherweise zu einer weiteren Schadigung der BHS beitragen. Daruber
hinaus produzieren sie Mediatoren, die die Migration von T-Zellen und anderen Im-
munzellen ins ZNS fordern, was die entzindlichen Prozesse zusatzlich verstarkt.

Besonders bemerkenswert ist die Erhdhung der Th9-Zellen in der Fallgruppe, die IL-9
produzieren. IL-9 ist in der Literatur zunehmend als proinflammatorisches Zytokin an-
erkannt, das die Permeabilitat der BHS erhoht. Die Beobachtung, dass die Differen-
zierung zu Th9-Zellen nach epileptischen Anfallen verstarkt erfolgt, legt nahe, dass IL-
9 eine zentrale Rolle bei der Schwachung der BHS spielt. Dies konnte erklaren, warum
postiktale Zustande oft mit einer erhohten Anfalligkeit fur ZNS-Schadigungen einher-
gehen, da die geschwachte BHS ein Eindringen von Immunzellen in das ZNS erleich-
tert.

5.1 T-Zell-Dysregulation und Erschopfung

Ein weiterer wichtiger Befund der Studie ist die deutliche Dysregulation der T-Zell-Ant-
wort in der Fallgruppe. Die erhohte Anzahl an CD28-negativen T-Zellen deutet auf eine
T-Zell-Erschoépfung hin, was eine verminderte Funktionalitat des adaptiven Immunsys-
tems zur Folge hat. Diese Zellen, die durch den Verlust des kostimulatorischen Mole-
kuls CD28 gekennzeichnet sind, zeigen eine reduzierte Fahigkeit, auf antigene Stimu-
lation zu reagieren, was die Immunkompetenz der Patienten erheblich beeintrachtigt.

Zusatzlich zur Abnahme der Funktionalitat der T-Zellen wurde eine erhdhte Expression
von Erschopfungsmarkern wie Tim3 und Lag3 nachgewiesen, die typischerweise mit
chronischer Immunaktivierung assoziiert sind. Diese Ergebnisse legen nahe, dass epi-
leptische Anfalle nicht nur zu einer akuten Immunaktivierung fihren, sondern auch
langfristige immunologische Konsequenzen haben kdnnen, die zu einer chronischen
Dysregulation und Erschopfung der T-Zellen fuhren. Diese chronische Aktivierung
konnte durch die fortlaufende Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-17 und
TNF-a aufrechterhalten werden, was die persistierenden entzindlichen Prozesse im
ZNS weiter verstarkt.
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5.2 Regulatorische Mechanismen

Interessanterweise wurde in der Fallgruppe auch eine signifikante Zunahme regulato-
rischer T-Zellen (Tregs) beobachtet, was auf einen mdglichen Gegenregulationsme-
chanismus des Immunsystems hindeutet. Tregs sind fur die Aufrechterhaltung der Im-
munhomoostase und die Unterdrickung uberschieRender Immunantworten verant-
wortlich. Die erhdhte Anzahl dieser Zellen kdnnte darauf hindeuten, dass das Immun-
system versucht, die durch die chronische T-Zell-Aktivierung und -Erschopfung indu-
zierten Entzindungsprozesse zu kontrollieren. Dennoch bleibt unklar, ob dieser kom-
pensatorische Mechanismus ausreicht, um die durch die proinflammatorischen Zyto-
kine verursachten Schaden an der BHS und die chronische Entziindungsreaktion ef-
fektiv zu unterdrucken.

5.3 Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert wertvolle Erkenntnisse Uber die immunologischen Veran-
derungen nach epileptischen Anfallen und deren potenziellen Einfluss auf die Integritat
der Blut-Hirn-Schranke. Die beobachtete Zunahme proinflammatorischer Zytokine wie
IL-9, IL-17, TNF-a und IFN-y sowie die Aktivierung von Monozyten und Neutrophilen
deuten darauf hin, dass epileptische Anfalle einen potenziellen Mechanismus fur die
Schadigung der BHS darstellen. Diese Erkenntnisse er6ffnen neue Maoglichkeiten fur
therapeutische Interventionen, die darauf abzielen, die durch Anfalle induzierten Ent-
zundungsreaktionen zu modulieren.

Zukunftige Forschungsarbeiten sollten sich darauf konzentrieren, die genauen mole-
kularen Mechanismen zu identifizieren, die zur Aktivierung der proinflammatorischen
Zytokine und zur Dysregulation der T-Zellen nach epileptischen Anfallen fuhren. Ins-
besondere die Rolle von IL-9 und Th9-Zellen sollte in zukinftigen Studien genauer
untersucht werden, da dieses Zytokin eine zentrale Rolle bei der Permeabilitat der
BHS zu spielen scheint.

Ein weiterer vielversprechender Ansatz konnte die gezielte Modulation der T-Zell-Ant-
wort sein. Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass CD28-negative T-Zellen eine zent-
rale Rolle bei der T-Zell-Erschopfung spielen, konnte die Wiederherstellung der Funk-
tionalitat dieser Zellen durch Immuntherapien, die die CD28-Kostimulation wiederher-
stellen, ein vielversprechender Ansatz sein, um die Immunantwort nach epileptischen
Anfallen zu verbessern. DarUber hinaus konnte die Blockade der Erschopfungsmarker
Tim3 und Lag3 eine Mdglichkeit darstellen, die chronische T-Zell-Erschopfung zu re-
duzieren und die Effektivitat der adaptiven Immunantwort zu steigern.
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Zukunftige klinische Studien sollten zudem untersuchen, ob therapeutische Ansatze,
die auf die Reduktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-17 und TNF-a abzie-
len, dazu beitragen kdnnen, die durch epileptische Anfalle ausgelosten Entzindungs-
prozesse zu minimieren und die Integritat der BHS zu bewahren. Der Einsatz von Anti-
TNF-a-Therapien, wie sie bereits bei chronisch entzindlichen Erkrankungen erfolg-
reich eingesetzt werden, konnte ein vielversprechender Ansatz sein, um die langfristi-
gen negativen Auswirkungen von epileptischen Anfallen auf die Immunantwort und die
BHS zu verringern.

Zusammenfassend verdeutlicht die vorliegende Studie die Bedeutung einer umfassen-
den Untersuchung der immunologischen Veranderungen nach epileptischen Anfallen.
Die Ergebnisse legen nahe, dass eine chronische Entzindungsreaktion zur Schadi-
gung der Blut-Hirn-Schranke und zur Erschopfung der T-Zellen beitragt. Langfristig
konnten therapeutische Ansatze, die darauf abzielen, die entzindlichen Prozesse zu
modulieren und die Integritat der BHS zu stabilisieren, dazu beitragen, die Immunho-
moostase nach epileptischen Anfallen wiederherzustellen und das Risiko fur langfris-
tige ZNS-Schadigungen zu verringern.

Die Frage nach einem vorangegangenen Priming der Zellen, welches sich in der un-
terschiedlichen Reaktion auf Stimulation duferte kann mit den hierdurchgefihrten
Analysen nicht eingehender ermittelt werden und stellt somit eine Grenze dieser Studie
dar. Die Untersuchung der intrazellularen molekulargenetischen Veranderungen sollte
Gegenstand zukunftiger wissenschaftlicher Arbeiten sein, um einen noch praziseren
Einblick in die genauen Auswirkungen der epileptischen Anfalle zu erlangen.
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Verantwortlicher Priifarzt:

Klinikdirektor Neurologische Klinik
Prof. Dr.med. M. Platten
Theodor-Kutzer-Ufer 1 -3

68167 Mannheim
+49-621-383-2885

Patienteninformation

Zur Spende, Lagerung und Nutzung von Biomaterialien und klinischen Daten fiir

die medizinische Forschung

Biobank der Neurologischen Klinik der Universititsmedizin Mannheim
Titel der Studie:

Einrichtung einer Biomaterialbank durch die Neurologische Klinik der Universitatsmedizin
Mannheim mit demZiel des Studiumsimmunologischer Mechanismenin der Entstehung und
Therapieresistenz sowie dem Verlauf von neurovaskularen Erkrankungen (Schlaganfall) in
Abgrenzung zu neuroimmunologischen (Multiple Sklerose), neurodegenerativen (Parkinson) und

Hirntumorerkrankungen.

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,

Die Untersuchung von menschlichen Biomaterialien und die Analyse der daraus gewonnenen oder zu
gewinnenden Daten sind zu einem wichtigen Instrument medizinischer Forschung geworden. So wissen
wir heute, dass zum Beispiel die Erbsubstanz (Gene) bei der Entstehung und Behandlung von Krankheiten
eine wichtige Rolle spielt. Deshalb fragen wir unsere Patienten *und daherauch Sie, ob siebereit sind,

uns bestimmte Korpermaterialien und Daten fiir die Forschung zur Verfiigung zu stellen. Die

* Im Rahmen dieses Textes schlieBt die minnliche Bezeichnung stets die weibliche Bezeichnung mit ein.
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Korpermaterialien wie Blut, biopsiertes Gewebe und Liquor (Gehirn- und Rickenmarksflissigkeit) sollen in
einer sogenannten Biobank gesammelt und mit zugehorigen medizinischen Daten verknipft werden.
Diese Biobank wird betrieben von der Neurologischen Klinik der Universitatsmedizin Mannheim in

Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Klinische Chemie der Universitdtsmedizin Mannheim.

lhre Teilnahme ist freiwillig. Soweit Sie sich nicht beteiligen mochten oder lhre Zustimmung spater

widerrufen méchten, erwachsenlhnen daraus keine Nachteile.

Im Folgenden informieren wir Sie Gber die Ziele der Biobank, die Verfahrensweisen und die MaRnahmen
zum Schutz lhrer personenbezogenen Daten, damit Sie sich auf dieser Grundlage lhre eigene Meinung

bilden und eine Entscheidung treffen kénnen.
1. Welche Ziele verfolgt die Biobank?

Die Biobank dient der Forderung der medizinischen Forschung. Dazu sollen die gesammelten
Biomaterialien und zugehorige Daten langfristig aufbewahrt werden und der Forschung zur Verfiigung
stehen, um die Vorbeugung, Erkennung und Behandlung von Erkrankungen zu verbessern. Das Ziel dieser
Forschung ist nicht, bei lhnen oder anderen einzelnen Personen eine Diagnose zu erstellen oder
krankheitsauslésende Veranlagungen nachzuweisen. Vielmehr sollen bei der vergleichenden
Untersuchung von groReren Personengruppen biomedizinische Zusammenhange im Hinblick auf
immunologische Mechanismen in der Entstehung und Therapieresistenz sowie dem Verlauf von
neurovaskuldren Erkrankungen (z.B. Schlaganfall) in Abgrenzung zu neuroimmunologischen (Multiple

Sklerose), neurodegenerativen (Parkinson) und Hirntumorimmunerkrankungen ermittelt werden.
2. Um welche Art von Biomaterialien und Daten handelt es sich?

Bei dem Biomaterial handelt es sich um bis zu 20 ml EDTA Blut, bis zu 20 ml Serum, bis zu 60 ml
Heparinblut, und bis zu 10 ml (mindestens 5 ml) Liquor, die Ihnen zusatzlich zu Forschungszwecken
entnommen werden sollen. Gewebe, Blut und eventuell Liquor werden im Rahmen medizinisch
notwendiger Entnahmen gewonnen, sodass lhnen keine zusatzlichen Schmerzen oder Belastungen durch
die Abnahme eines zusatzlichen Rohrchens entstehen. Bei Patienten, bei denen aus diagnostischen oder
therapeutischen Zwecken sowieso mehr Liquor entnommen wird (z.B. bei Normaldruckhydrocephalus
oder bei ldiopathischer intrakranieller Hypertension) soll bis zu 30 ml Liquor zusatzlich entnommen
werden. Hierbei handelt es sich um Liquor, der ansonsten verworfen wird. Bei der Durchfiihrung von
Biopsien (z.B. Nervenbiopsie, Muskelbiopsie, Hautbiopsie) soll die Asservierung des Gewebes erfolgen.

Zudem werden ggf. auch weitere Biomaterialien, deren Gewinnung nicht mit einer medizinischen
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MaRnahme verbunden ist (z.B. Stuhlprobe, Urinprobe, Haare, Speichelprobe) gesammelt. Die erhobenen
Datenumfassen Informationen zu lhrer Person, insbesondere medizinische Daten wie Diagnose, Therapie,

klinische und bildgebende Befunde, Alter und Geschlecht.

3. Wie werden die Biomaterialien und Daten verwendet?

Die von lhnen zur Verfiigung gestellten Biomaterialien und Daten werden ausschlieRlich fir die
Erforschung immunologische Mechanismen in der Entstehung und Therapieresistenz sowie dem Verlauf
von neurovaskuldren Erkrankungen (z.B. Schlaganfall) in Abgrenzung zu neuroimmunologischen (z.B.

Multiple Sklerose), neurodegenerativen (z.B. Parkinson) und Hirntumorerkrankungen verwendet.

Die genauen Fragestellungen konnen jedoch zum derzeitigen Zeitpunkt noch nicht konkret benannt
werden. Deshalb werden an Ihren Biomaterialien moglicherweise auch genetische Untersuchungen
durchgefiihrt, und zwar unter Umstinden auch eine Untersuchung lhrer gesamten Erbsubstanz
(Genom). Die Durchfiihrung von Untersuchungen zum Zwecke der Identifikation des Spenders sind

allerdings ausgeschlossen.

Die Biomaterialien und Daten sollen zundchst unbegrenzt (bzw. bis zum Widerruf durch Sie) aufbewahrt

und fiir die medizinische Forschungbereitgestellt werden.

Aus logistischen Griinden ist es der Biobank nicht moglich, individuelle Eingrenzungen (z.B. Ausschluss
bestimmter Forschung, Ausschluss der Weitergabe der Materialien an Dritte) vorzunehmen. Wenn Sie mit
der beschriebenen Art und Dauer der Nutzung nicht in vollem Umfang einverstanden sind, sollten Sie lhre

Einwilligung nicht erteilen.

4. Welche Risiken sind mit Ihrer Spende verbunden?

a. Gesundheitliche Risiken

Bei lhnen ist aus diagnostischen oder therapeutischen Grinden ohnehin eine Blut- und/oder
Liquorentnahme sowie ggf. eine Biopsie geplant. In deren Rahmen mdéchten wir insgesamt bis zu 100 ml
Blut zusatzlich abnehmen (das entspricht etwa 6,5 Essloffeln). AuRerdem wiirden wir bei einer geplanten
Liquorabnahme bis zu 10 ml (mindestens 5 ml) Liquor zusatzlich abnehmen. Wenn bei Ihnen aus
medizinischen/therapeutischen Grinden sowieso mehr Liquor entnommen werden soll (z.B. bei
Normaldruckhydrocephalus oder bei Idiopathischer intrakranieller Hypertension), wird dieser zusatzliche

Liquor (bis zu30 ml), der sonst verworfen werden wiirde, ebenfalls aufbewahrt.
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Erwachsene haben 120 — 200 ml Liquor. Pro Minute werden 0.3 — 0.4 ml Liquor produziert (ca. 500 — 700
ml pro Tag). Die maximal 10 entnommenen Milliliter werden somit in ca. 25 min. wieder gebildet. Die

Prozedur dauert etwa 5 — 15 min.

Bei der Durchfiihrung von Biopsien (Nervenbiopsie, Muskelbiopsie, Hautbiopsie) aus diagnostischen oder
therapeutischen Griinden, wird Gewebe, welches nicht fiir die Routinediagnostik genutzt wird, ebenfalls

aufbewahrt.
Diese Entnahmen sind fiir Sie mit keinem zusatzlichen gesundheitlichen Risiko verbunden.
b. Weitere Risiken

Bei jeder Erhebung, Speicherung und Ubermittlung von Daten aus Ihren Biomaterialien im Rahmen von
Forschungsprojekten bestehen Vertraulichkeitsrisiken (z.B. die Maoglichkeit, Sie zu identifizieren),
insbesondere im Hinblick auf die Information zu Ihrer Erbsubstanz. Diese Risiken lassen sich nicht vollig
ausschlieBen und steigen, je mehr Daten miteinander verkniipft werden konnen, insbesondere auch
dann, wenn Sie selbst (z.B. zur Ahnenforschung) genetische Daten im Internet veréffentlichen. Unter
Punkt 7 ,,Wer hat Zugang zu lhren Biomaterialien und Daten?“ erldutern wir lhnen genauer, wie lhre

Privatsphare geschutzt wird.
5. Welcher Nutzen ergibt sich fiir Sie personlich?

Personlich konnen Sie fiir lhre Gesundheit keinen unmittelbaren Vorteiloder Nutzen aus der Spende
Ihrer Proben und Daten erwarten. Deren Auswertung dient ausschlieBlich Forschungszwecken und
nicht dazu, Riickschliisse auf lhre Gesundheit zu ziehen. Es ist jedoch im Einzelfall moglich, dass ein
Forscher zu der Einschdtzung gelangt, dass ein Auswertungsergebnis fiir lhre Gesundheit von
erheblicher Bedeutungist. Das istinsbesondere der Fall, wenn sich daraus ein dringender Verdacht auf
eine schwerwiegende, bisher moglicherweise nicht erkannte Krankheit ergibt, die behandelt oder deren
Ausbruch verhindert werden kdénnte. In einem solchen Fall kann eine Riickmeldung an Sie erfolgen

(siehe unten Punkt9).

Falls Sie keine Riickmeldung erhalten mdchten, streichen Sie bitte die Moglichkeit einer erneuten
Kontaktaufnahme (siehe auch unten Punkt 9). Sie konnen lhre Entscheidung fir oder gegen eine
Rickmeldungsmoglichkeit jederzeit durch Mitteilung an uns dndern. Beachten Sie dabei, dass Sie

Gesundheitsinformationen, die Sie durch eine solche Riickmeldung erhalten, unter Umstdanden bei
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anderen Stellen (z.B. vor Abschluss einer Kranken- oder Lebensversicherung) offenbaren missen und

dadurch Nachteile erleiden kénnen.

Da auch Untersuchungen lhrer Erbsubstanz moglich sind, kann sich der vorstehende Text auch auf Ihre
genetische Veranlagung fur bestimmte Erkrankungen beziehen. Informationen zu lhrer Erbsubstanz

konnen auch Bedeutung fir Ihre Familienangehorigen und die Familienplanung haben.

6. Welcher Nutzen ergibt sich fiir unsere Gesellschaft?

Medizinisch-wissenschaftliche Forschungsvorhaben zielen auf eine Verbesserung unseres Verstandnisses
der Krankheitsentstehung und der Diagnosestellung und auf dieser Basis auf die Neuentwicklung von
verbesserten Behandlungsansatzen. Mit der Spende I|hrer Biomaterialien fiur die Biobank der
neurologischen Klinik der Universitdtsmedizin Mannheim leisten Sie einen wichtigen Beitrag zur
Forschung und damit auch zur weiteren Verbesserung der Behandlung und Pravention neurologischer

Erkrankungen.

7. Wer hat Zugang zu lhren Biomaterialien und Daten und wie werden sie geschiitzt?

a. Alle unmittelbar Ihre Person identifizierenden Daten (Name, Geburtsdatum, Anschrift etc.) werden
unverziglich nach Gewinnung der Biomaterialien durch einen Identifizierungscode ersetzt
(pseudonymisiert). Erst in dieser Form werden die Biomaterialien und Daten fiir Forschungszwecke zur

Verfligung gestellt.

Der gesamte Probenerfassungs- und Datenverwaltungsprozess wird tiber i-Med und tber Kairos, die
zentralen Konzepte der Universitatsmedizin Mannheim abgebildet, sobald diese finalisiert sind. Fiir die

Pseudonymisierung erfolgt ebenfalls eine Angliederung an das zentrale UMM Konzept, sobald dieses

finalisiert ist.

b. Die Sie unmittelbar identifizierenden Daten bleiben in der Einrichtung, in der die Proben und Daten
gewonnen wurden, und werden dort getrennt von den Biomaterialien und medizinischen Daten
gespeichert. Die Proben und Daten kénnen deshalb nicht ohne Mitwirkung dieser Einrichtung lhrer Person
zugeordnet werden. Eine solche Zuordnung erfolgt nur, um zusatzliche Daten aus lhren Kranken-
unterlagen zu erganzen oder erneut mit Ihnen in Kontakt zu treten, falls Sie der Kontaktaufnahme

zugestimmt haben (siehe unten Punkt 9). Eine Weitergabe der lhre Person identifizierenden Daten an
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Forscher oder andere unberechtigte Dritte, etwa Versicherungsunternehmen oder Arbeitgeber, erfolgt

nicht.

c. Die kodierten Biomaterialien und medizinischen Daten konnen fiir genauer bestimmte medizinische
Forschungszwecke nach zuvor festgelegten Kriterien an Universitaten, Forschungsinstitute und
forschende Unternehmen, ggf. auch im Ausland, weitergegeben werden. Dabei werden die Daten unter
Umstdanden auch mit medizinischen Daten in anderen Datenbanken verknupft, sofern die gesetzlichen
Voraussetzungen hierfir erfillt sind. Biomaterialien und Daten, die an Forscher herausgegeben wurden,
durfen nur fiur den vorbestimmten Forschungszweck verwendet und vom Empfanger nicht zu anderen
Zwecken weitergegeben werden. Nicht verbrauchtes Material wird an die Biobank zuriickgegeben oder

vernichtet.

d. Voraussetzung fiir die Verwendung der Biomaterialien und Daten fiir ein konkretes medizinisches
Forschungsprojekt ist grundsatzlich, dass das Forschungsvorhaben durch eine Ethik-Kommission bewertet

wurde.

e. Wissenschaftliche Veroffentlichungen von Ergebnissen erfolgen ausschlieflich anonymisiert, also in
einer Form, die keine Rickschliisse auf Ihre Person zuldsst. Eine Veroffentlichung der Gesamtheit Ihrer

Erbinformation (Gesamtgenom) ist ohne Ihre ausdriickliche schriftliche Einwilligung ausgeschlossen.

8. Erlangen Sie oder die Biobank einen finanziellen Vorteil aus der Nutzung lhrer Biomaterialien und

Daten?

Fur die Uberlassung lhrer Biomaterialien und Daten erhalten Sie kein Entgelt. Sollte aus der Forschung ein

kommerzieller Nutzen erzielt werden, werden Sie daran nicht beteiligt.

Mit der Uberlassung der Biomaterialien an die Neurologische Klinik der Universitdtsmedizin Mannheim
werden diese Eigentum dieser Biomaterialbank. Ferner ermdchtigen Sie die Universitdtsmedizin

Mannheim lhre Datenzunutzen.

Die Biobank verwendet lhre Biomaterialien und Daten ausschlieRlich fir wissenschaftliche Zwecke. Die
Proben und Daten werden nicht verkauft. Die Biobank kann jedoch fir die Bereitstellung der

Biomaterialien und Datenvon den Nutzern eine Aufwandsentschadigung erheben.

9. Erfolgt eine erneute Kontaktaufnahme mit lhnen?
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Zur Erhebung von weiteren Verlaufsdaten kann es sinnvoll werden, zu einem spateren Zeitpunkt erneut
Kontakt mit lhnen aufzunehmen, um ergianzende Informationen und/oder Biomaterialien von Ihnen zu
erbitten. Zudem kann die erneute Kontaktaufnahme genutzt werden, um z. B. lhre Einwilligung in die
Verkniipfung mit medizinischen Daten aus anderen Datenbanken einzuholen oder Ihrem behandelnden

Arzt eine Riickmeldung Uber fiir Sie gesundheitlich relevante Ergebnisse zu geben (siehe oben Punkt 5).

Falls eine Kontaktaufnahme notwendig werden sollte, wird Ihr behandelnder Arzt durch einen Arzt der

Neurologischen Klinik schriftlich oder telefonisch kontaktiert werden.

Falls Sie eine erneute Kontaktaufnahme nicht wiinschen, kreuzen Sie bitte das entsprechende Kastchen in

der Einwilligungserklarung an.
10. Wer ist Eigentiimer der Biomaterialien?

Die Biomaterialien werden mit der Uberlassung Eigentum der Neurologischen Klinik. Mit lhrer
Einwilligungserklarung ermachtigen Sie uns fir unbestimmte Zeit, tber die Proben zu verfigen, diese zu

lagernund zu nutzen.
11. Was beinhaltet Ihr Widerrufsrecht?

Sie konnen lhre Einwilligung zur Verwendung lhrer Biomaterialien und Daten jederzeit ohne Angabe

von Griinden und ohne nachteilige Folgen fiir Sie widerrufen.

Im Falle des Widerrufs konnen Sie entscheiden, ob Ihre Biomaterialien vernichtet werden sollen oder in
anonymisierter Form fiir weitere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden diirfen. Anonymisierung
bedeutet, dass der Identifizierungscode geléscht wird, Gber den ermittelt werden kann, von welcher
Person die Probe stammt (siehe oben Punkt 8a/b). Eine solche Anonymisierung Ihrer Biomaterialien kann
eine spatere Zuordnung des genetischen Materials zu lhrer Person iber andere Quellen allerdings niemals

vollig ausschlieRen.

Ebenso konnen Sie entscheiden, ob lhre bereits erhobenen Daten geldscht werden sollen oder in
anonymisierter Form weiterverwendet werden diirfen. Eine Datenléschung kann allerdings nur erfolgen,

soweit dies mit zumutbarem technischem Aufwand moglich ist.

Sobald der Bezug der Biomaterialien und der Ubrigen Daten zu lhrer Person geldscht wurde
(Anonymisierung), ist eine Vernichtung nicht mehr moglich. Zudem konnen Daten aus bereits

durchgefiihrten Analysen nicht mehr entfernt werden.
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Wenden Sie sich flr einen Widerruf bitte an untenstehende Adresse.

12. Welche weiteren Datenschutzrechte haben Sie?

Zusammengefasst geltengemaR der Europdischen Datenschutz-Grundverordnung (DSGVO) folgende
weitere Regeln und Rechte im Umgang mit lhren personenbezogenen und studienbezogenen Daten: Nach
dem Gesetz hat jeder Studienteilnehmer das Recht, sich bei der zustandigen
Datenschutzaufsichtsbehorde zu beschweren. In lhrem Fall handelt es sich um folgende Institutionen:

Landesbeauftragte fir den Datenschutz- Baden- Wirttemberg Postfach 10 29 32, 70025 Stuttgart
Tel.:07116155410
Email: poststelle@Ifdi.bwl.de

Bei allen Anfragen beziiglich ihrer Daten wenden Sie sich hierzu bitte an ihren Priifer oder an den
Datenschutzbeauftragten des Prifzentrums. Flr die Datenverarbeitung ist die Universitatsmedizin
Mannheim vertreten durch den Studienleiter Prof. Dr. med. Michael Platten verantwortlich, sowie der
Datenschutzbeauftragtedes Universitatsklinikum Mannheim GmbH:

Reiner Sachse

Universitatsklinikum Mannheim GmbH Theodor-Kutzer-Ufer 1-3
68167 Mannheim

Tel.: 0621 383 6710

Email: reiner.sachse@umm.de

13. Wo kann ich weitere Informationen erhalten?

Sollte Ihnen etwas unklar sein, fragen Sie bitte lhren behandelnden Arzt bzw. Ihren Studienarzt, bevor Sie
lhre Zustimmung erteilen. Sie kénnen sich wegen Riickfragen auch zu einem spéteren Zeitpunkt an
folgende Adresse wenden:

Studienzentrum Neurologie
Universitatsmedizin Mannheim
Neurologische Klinik

Theodor-Kutzer-Ufer 1-3

D-68167 Mannheim

Tel. +49 621 383-3085

Fax +49 621 383-1465

E-Mail: studienzentrum-neurologie@umm.de

www.umm.de

Indem Sie beiliegende Einverstandniserkldarung unterschreiben, geben Sie Ihre Zustimmung zur oben
beschriebenen Handhabung lhrer Proben und Daten.

Wir danken lhnen fir Ihre Zeit und Unterstiitzung und winschen lhnen eine gute Genesung!
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Einwilligungserklarung

Patient/In (Name, Vorname):

Geb.-Datum:

Ich willige ein, dass meine Biomaterialien und Daten, wie in der Informationsschrift beschrieben, an die
Neurologische Klinik der Universitdtsmedizin Mannheim gegeben und fiir medizinische Forschungszwecke
mit dem Ziel des Studiums immunologischer Mechanismen in der Entstehung und Therapieresistenz
sowie dem Verlauf von neurovaskuldaren Erkrankungen (z.B. Schlaganfall) in Abgrenzung zu
neuroimmunologischen (Multiple Sklerose), neurodegenerativen (Parkinson) und Hirntumorerkrankungen
verwendet werden.

Ich habe die Informationsschrift gelesen und hatte die Gelegenheit, Fragen zu stellen. Ich weiR, dass
meine Teilnahme freiwillig ist und ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden widerrufen
kann, ohne dass mir daraus irgendwelche Nachteile entstehen.

Ich willige ein, dass ich evtl. zu einem spateren Zeitpunkt erneut kontaktiert werde (falls nicht gewdinscht,
bitte ,nein” ankreuzen)

- zum Zweck der Gewinnung weiterer Informationen / Biomaterialien, onein

- zum Zweck der Einholung meiner Einwilligung in die Verkniipfung mit
medizinischen Daten aus anderen Datenbanken, 0 nein

- zum Zweck der Riickmeldung fiir mich gesundheitsrelevanter Ergebnisse o nein

Diese Ruckmeldung soll erfolgen tber die Einrichtung, in der meine Biomaterialien / Daten gewonnen wurden
oder Uber folgenden Arzt (falls gewlinscht, bitte angeben):

Name und Anschrift des Arztes tiber den die Riickmeldung erfolgen soll: :
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Datenschutzerkldarung:

Ich willige ein, dass die Biobank der Neurologischen Klinik der Universitatsmedizin Mannheim wie in
der Information beschrieben

- meine personenbezogenen Datenaus demKlinikinformationssystem entnimmt und speichert,
- weitere Angaben lGiber meine Gesundheit (z.B. Diagnosen) aus meinen Krankenunterlagen entnimmt,

- die Daten gemeinsam mit meinen Biomaterialien pseudonymisiert (d.h. kodiert) fiir medizinische
Forschungsvorhaben zur Verfiigung stellt.

Meine Biomaterialien und Daten diirfen unbefristet fiir medizinische Forschungsvorhaben verwendet
werden.

Sie diirfen pseudonymisiert an Universitdten, Forschungsinstitute und forschende Unternehmen zu
Zwecken medizinischer Forschung weitergegeben werden. Dies schlieBt unter Umstinden auch die
Weitergabe fiir Forschungsprojekte im Ausland mit moéglicherweise niedrigerem Datenschutzniveau
ein.

Ich bin dariiber aufgekldart worden, dass ich meine Einwilligung gegeniiber der Biobank der
Neurologischen Klinik der Universititsmedizin Mannheim ohne Angabe von Griinden jederzeit
widerrufen kann. Beim Widerruf werden auf mein Verlangen die verbliebenen Biomaterialien und die
erhobenen Daten vernichtet bzw. geloscht oder anonymisiert. Daten aus bereits durchgefiihrten
Analysen kdnnennicht mehr entfernt werden.

Eine Kopie der Patienteninformation und Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das Original verbleibt
bei der Neurologischen Klinik der Universitatsmedizin Mannheim.

Name des Patientenin Druckbuchstaben

Ort, Datum (vom Probanden einzutragen), Unterschrift des Patienten

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung des Patienten

eingeholt.

Name der aufklarenden Person in Druckbuchstaben

Ort, Datum, Unterschrift der aufklarenden Person

Probandeninformation zur Sammlung von Biomaterialien in der Neurologischen
Klinik der Universitatsmedizin Mannheim, Version 2.1

8. Oktober 2020 Seite 11 von 11
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6. Anhang

6.2 Protokolle Probenverarbeitung

6.2.1 Isolation von PBMCs aus 3 HepBlut Rohrchen - ca.18ml Blut

Materialien:

Ficoll

DPBS

1 Leucosep Tube

Einfriermedium A und B aus PBMC Medien Kit
Einfrierbox

50 ml Falcon Tubes und Stander
Plastikpipetten und Pipetboy
Neubauer-Zahlkammer

Proben Etiketten

1-3 Cryotubes oder 3 Barcode Tubes

Vorbereitung:

1.

Bei -20°C gelagerte Einfriermedien A und B im Wasserbad bei 37°C auftauen
und entnehmen sobald sie aufgetaut sind.

. Wahrend der Isolation Einfriermedien A und B auf Raumtemperatur bringen.

Eine Einfrierbox auf Raumtemperatur bringen.

Pro 15-20ml Blut wird 1 Separationstube verwendet.

Durchfihrung:

1) Blutprobe bis zur Aufarbeitung auf Raumtemperatur lagern

2) 15,5 ml Separationsmedium in jedes Leukosept Separationstube flllen.

3) Die Separationstubes bei Raumtemperatur, 30 sek, 430xg abzentrifugieren.

Das Separationsmedium soll sich nun unterhalb des Filters befinden. Uber-
schussiges Separationsmedium, das sich nach Zentrifugation auf dem Filter
befindet wird abpipettiert.

4) 5 ml PBS in die einzelnen Separationstubes vorlegen

5) Mithilfe einer 10 ml serologischen Pipette 15 - 20 ml Blut in Separationstube

Uberfiihren. Beim Uberfiihren in die Separationstubes das genaue Blutvolumen
bestimmen und notieren.

108



6. Anhang
6) Mithilfe einer Pipette Separationstube mit PBS auf 50 ml auffullen.

7) Die Bremse der Zentrifuge ausschalten. Sicherstellen, dass die Zentrifuge aus-
tariert ist. Die Separationstubes bei Raumtemperatur, 20 min, 800xg abzentri-
fugieren (geringe Beschleunigung). Hereaus Zentrifuge: Beschleunigung 4,
Abbremsung 3 einstellen (Progr.1)

8) Nach Ende der Zentrifugation die Separationstubes vorsichtig herausnehmen
und darauf achten, dass die Phasen intakt bleiben.

9) Die komplette Flussigkeit in ein 50ml Falcon abkippen, auf 50 ml mit PBS auf-
fullen.

10) Mit Bremse und max. Beschleunigung (Hereaus Zentrifuge: Progr.2) bei
Raumtemperatur, 10 min, 430xg abzentrifugieren .

11) Uberstand verwerfen.

12) Das Pellet in 6-7ml PBS resuspendieren. Zellsuspension Volum genau be-
stimmen und notieren

Zahlen und Aliquotieren vorbereiten:
Die Zellen sind vor der Zellzahlbestimmung gut resuspendieren!

Bestimmung der Gesamtzellzahl ,Leukozyten® (G):
13) 20 pl der PBMC-Suspension in ein 0,5 ml tube fullen.

14) 180ul Turk'sche Losung (Verdunnung: 1:10) zugeben und gut vermischen.
10ul in eine Seite der Neubauerkammer geben
15) Es werden alle 4 Quadraten ausgezahlt (a1, a2, a3 und a4).
16) Die Gesamtzellzahl ,Leukozyten® G errechnet sich wie folgt:
al+a2+a3+a4

G = -, * VF *10** Vol.ml

Beispiel: (75+70+62+80) : 4 x 10 x10*4 x 6ml Zellsuspension =43 x 106 PBMC

Einfrieren 10-15x106 PBMC/cryotube/Barcode Tube in 1000 pl Medium/cryo-
tube: 500 pl Resuspendierungsmedium A + 500 ul Eifriermedium B.
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Kryokonservierung PBMCs

1)
2)
3)

4)

5)

6)

Die PBMCs Falcon bis 50 ml mit PBS auffullen und bei Raumtemperatur, 10
min, 320xg abzentrifugieren (Hereaus Progr.2)

Vorsichtig den Uberstand abkippen und restliche Fliissigkeit mit einer 1000yl
Pipette abnehmen.

Das Pellet in raumtemperiertem Einfriermedium A gut resuspendieren. Maxi-
mal 5 mal vorsichtig auf- und abpipettieren.

Die PBMC Suspension wird zu je 500 ul auf die vorbereiteten und korrekt be-
schrifteten Cryovials oder Barcode Tubes verteilt. Dasselbe Volumen Einfrier-
medium B langsam dazu tropfen, sodass ein 1:1 Verhaltnis des Einfriermedium
A und B entsteht.

Die Cryotubes/Barcodes verschlieRen und in eine raumtemperierte Einfrierbox
stellen. Die Einfrierbox schlie®en und sofort in einen -80°C Gefrierschrank brin-
gen.

Innerhalb von 7 Tagen in einen Stickstofftank Uberfuhren — dabei die Proben in
ausreichend Trockeneis unter und Uber der Box zum Stickstofftank bringen,
sofern der Stickstofftank nicht im selben Raum wie der -80°C Gefrierschrank
steht.
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6.2.2 Praparation von Plasma aus 2ml EDTA Blut

Materialien:

LoBind Eppis 1,5 mL, 2,0 ml, und 2 Barcode Rohrchen
Zentrifugen

Eppendorf-Zentrifuge

Pipette

Cryo Etiketten (nicht fur Barcodes)

Das EDTA-BIut, aus dem das Plasma prapariert wird, muss unbedingt innerhalb
von einer Stunde nach der Blutabnahme zentrifugiert werden.

Durchfiihrung:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Das EDTA Blut bei Raumtemperatur, 10 min, 1500xg zentrifugieren. Die
Bremse der Zentrifuge ausschalten (Beschleunigung 9, Abbremsung 1).

Progr.3

Wahrend der Zentrifugationszeit eine kuhlbare Eppendorf-Zentrifuge auf 15°C,
10 min, 15.000xg einstellen.

ein 1,5ml LoBind Eppi mit der korrekten Patienten-ID fur Plasma und_ein 1,5ml
LoBind Eppi mit den Cryo Aufkleber EDTA Blut beschriften. Zum Beispiel:
AB150575. Nicht bei Barcodes.

Nach der Zentrifugation das Plasma Uberstand bis auf ca. 5 mm Uber der In-

terphase vorsichtig abnehmen und in ein 2,0 ml LoBind Eppi transferieren.
Das Roéhrchen bei 15°C, 10 min, 15.000xg in Tischzentrifuge zentrifugieren.
Das Plasma ohne Zellpellet in die mit den korrekten Patienten-ID Aufklebern
versehenen 1,5ml LoBind Eppi oder 2 Barcode Rohrchen Uberfuhren (0,7-
1,0ml).

Die Menge an gewonnenem Plasma notieren.

Sofort bei -80°C einfrieren.
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9) EDTA Blut ohne Plasma (von Punkt 4 nach der Abnahme von Uberstand) re-
suspendieren (oder leicht schwenken) und in eine mit den korrekten Patien-
ten-ID Cryo Aufklebern ,EDTA Blut® versehenen 1,5ml LoBind Eppis oder 1

Barcode Rohrchen uberfuhren (ca. 1,2 ml).

10) Bei -80°C einfrieren und lagern.
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6.2.3. Praparation von Serum

Materialien:
e 1,5ml LoBind Eppis oder 2-4 Barcode Rohrchen
e Cryo Etiketten (keine fur Barcodes)
¢ 1000er Pipette
e Zentrifuge

Vorbereitung:
Das Serum sollte innerhalb von 3 Stunden nach Blutabnahme isoliert sein.
1) Das 7 ml Serumrdhrchen 15-30 min bei Raumtemperatur aufrecht stehen las-
sen.
2) Drei 1,5ml Eppendorf-Gefalde mit den korrekten Patienten-ID Aufklebern Se-
rum versehen. Bei Barcodes nicht notwendig.
Durchfiihrung:
1) Das Serumrdhrchen bei 1500 x g, 10 min bei Raumtemperatur zentrifugieren
(Progr.4).
2) Den Uberstand (Serum) mit einer 1000er Pipette in drei Eppis oder 2-4 Bar-
code Rohrchen je 0,7-1,0ml verteilen und bei -80°C einfrieren.

3) Die Menge an gewonnenem Serum notieren.
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Marker Flurochrome | Clone Supplier Order No
Biotechne R+D
EOMES AIf488 644730 systems 1C6166G
GrzmB PE GB11 BD 561142
IEN BV421 4S.B3 BD 564791
L2 Alf488 MQ1-17H12 | Biolegend 500314
Ki67 BV711 B56 BD 563755
TNF APC MAb11 Biolegend 502913
Arginase APC 14D2C43 Biolegend 369706
BTLA APC 168-540 BD 564800
CCR10 BB515 1B5 BD Horizon 564769
CCR4 Bv421 1G1 BD 562579
CCR6 APC 11A9 BD Pharmingen 560619
CCR7 Bv711 150503 BD 566602
CCR7 BV605 G043H7 Biolegend 353224
CD11b BB700 ICRF44 BD 742210
CD11c BB700 S-HCL-3 BD 746106
CcD127 BB515 HIL-7RM21 BD 564423
CD14 BV421 MOP9 BD 563743
CcD14 APC-H7 MOP9 BD 560180
CD15 PE HI98 BD 555402
CD15 BV786 HI98 BD 563838
CD16 BV605 3G8 BD 563172
CD160 PE-Cy7 BY55 Biolegend 341212
CD19 BV711 $J25C1 BD 563038
CcD19 BV510 HIB19 BD 740164
CD244 PerCP-Cy5.5 |C1.7 Biolegend 329516
CD25 BV711 2A3 BD 563159
CcD27 PE M-T271 Biolegend 356406
CcD28 APC-H7 CD28.1 BD 561368
CcD3 BV510 HIT3a BD 564713
CcD3 BV786 UCHT1 BD 565491
CD33 BB515 WM53 BD 564588
CD33 BV711 WM54 BD 563171
CD39* BV510 Al Biolegend 328219
CD4 BV605 SK3 BD 565998
CD4 BV786 SK3 BD 563877
CD45RA PE-Cy7 HI100 BD 560675
CD56 BV786 NCAM16.2 BD 564058
CD56 BV510 NCAM16.2 BD 563041
CD56 Bv421 NCAM16.2 BD 562751
CD57 APC HNK-1 Biolegend 359610
CD8a PerCP-Cy5.5 |RPA-T8 Invitrogen 45-0088-42
cD8 APC-H7 SK1 BD 560179
CTLA4 Bv421 BNI3 BD 562743
CXCR3 BV510 1C6/CXCR3 BD OptiBuild 740183
CXCR5 BV711 RF8B2 BD 740737
FOXP3 BB700 236A/E7 BD 566526
HLA-DR APC-H7 G46-6 BD 561358
HLA-DR PE-Cy7 G46-6 BD 560651
25




6. Anhang

6.4 Worksheets FACS-Analysen

6.4.1 Worksheet FACS staining PBMCs Niklas Grassl Tcell1 Panel

OPERATOR

PATIENT ID
Assayvorlage am FACS Lyric: Tcelll_UD

Preparation before staining

| check after completion

1. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

2. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice until
further use. (Calculate 200ul/well)

3. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on ice
until further use. (Calculate 50pul/well)

4. Prepare Antibody Mastermixes (extra and intracellular) according
to table 1 (see page 3) and keep on ice in the dark until use.

5. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant care-
fully.

6. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.

7. Add 200pl of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.
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FACS staining

| check after completion

1. Add 200pul of 1:1000 (1pul in 1000ul PBS) diluted Fix/Via Stain Time in:

700 dye into all wells (see plate layout), resuspend and incubate for .
10 min at RT in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

4. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

5. Add 50ul of 1:20 diluted BD Fe Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant carefully.

8. Add 200pul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’'min and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 into well “stain” (see plate layout).

10. Add 50pul of Mastermix 2 into well “FMO TIM3” (see plate lay-
out)

Time in:

11. Resuspend all wells and incubate 20 min on ice in the dark. -
Time out:

12. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

13. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

14. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

15. Resuspend the cell pellet of each well by adding 300ul FACS
Buffer and transfer into labeled FACS tubes. Keep FACS tubes on
ice until analyzing on BD FACS Lyric.

16. After recording the data save fes files in following format:
“SampleID Task Name Tube Name.

Note: always check order of format under “preferences” = “Work-
lists” = “fcs files” and adjust them if necessary.
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Table 1: Mastermixes “Tcelll1-Panel”

Mastermix 2
Mastermix 1 FMO TIM3
full stained antibody per sample
Tcelll antibody per sample [ul] [l]
PD1 1 1
TIGIT 1 1
CD4 1 1
CCR7 2,5 2,5
CD3 5 5
BB515 Tim3 2,5 e
PE CD27 5 5
PerCP-Cy5.5 CD8 2,5 2,5
PE-Cy7 CD45RA 1 1
CD57 5 5
CD28 1 1

FACS buffer

22,5

25

Tcelll

les:

antibody total [pl]

total stain volume 50 50
Anzahl Mastermix 1 Mastermix 2
Samp- full stained FMO TIM3

antibody total [pl]

PD1

TIGIT

CD4

CCR7

CD3

BB515

Tim3

PE

CD27

PerCP-Cy5.5

CD8

PE-Cy7

CD45RA

CD57

FACS buffer
total stain volume

CD28

117




6. Anhang

6.4.2 Worksheet FACS staining PBMC Niklas Grassl_Tcell2-Panel

DATE OPERATOR

PATIENT ID
Assayvorlage am FACS Lyric: Tcell2_UD

Preparation before staining

| check after completion

5. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

6. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice until
further use. (Calculate 200ul/well)

7. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on ice
until further use. (Calculate 50ul/well)

8. Prepare Antibody Mastermixes (extra and intracellular) according
to table 1 (see page 3) and keep on ice in the dark until use.

5. Prepare 1x Fix/Perm Solution (1:4 dilution TF Fix/Perm Buffer
in TF diluent Buffer) and 1x TF Perm/Wash Buffer in H,O (Stock
concentration indicated on bottle). (Calculate 200ul/well) = eBiosci-
ence Fix/Perm Kit

6. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant care-
fully.

7. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.

8. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.
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FACS staining

| check after completion

1. Add 200pul of 1:1000 (1pul in 1000ul PBS) diluted Fix/Via Stain Time in:

700 dye into all wells (Panel 1, see plate layout), resuspend and in- .
cubate for 10 min at RT in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

4. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

5. Add 50ul of 1:20 diluted BD Fe Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

8. Add 200pul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 (extra) into well “stain” (see plate lay-

out).

10. Add 50ul of Mastermix 3 into well “FMO BTLA” (see plate lay-

out).

10. Resuspend all wells and incubate 20 min on ice in the dark. T%me m:
Time out:

11. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

12. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

13. Add 200pl Fix/Perm Solution into all wells and incubate on ice | Time in:

for 20min in the dark. Time out:

14. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

15. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

16. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

17. Add 50ul of Mastermix 2 (intra) into wells “stain” and “FMO
BTLA” (see plate layout)

Time in:

18. Resuspend all wells and incubate for 30 'min on ice in the dark. —:
Time out:

19. Add 150ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

20. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the
plate at 700xg for 4'min and discard supernatant completely.

21. Resuspend the cell pellet of each well by adding 300ul FACS
Buffer and transfer into labeled FACS tubes. Keep FACS tubes on
ice until analyzing on BDFACS Lyric.

119




6. Anhang

22. After recording the data save fes files in following format:
“SamplelD Task Name Tube Name.
Note: always check order of format under “preferences” = “Work-
lists” = “fcs files” and adjust them if necessary.

Table 1: Mastermixes “Tcell2-Panel”

Mastermix 1 extra | Mastermix 2 intra [ Mastermix 3
antibody per sam- |antibody per sam- | FMO BTLA
ple [ul] ple [ul] antibody per
Tcell2 sample [ul]
CTLA4 2,5 2,5
CD39* 1 1
CD4 1 1
CD25 5 5
CD3 5 5
BB515 CD127 0,5 0,5
PE PD1 2,5 2,5
BB700 FOXP3* 5
PE-Cy7 LAG3 5 5
BTLA 5
CD8 5 5
DCM
FACS buffer/Perm buf- 22,5
fer 17,5 95
total stain volume 50 100 50
*intracellular
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Anzahl Samp-
Tcell2 les:___

Mastermix 1 extra
antibody total [pl]

CTLA4

CD39*

CD4

CD25

CD3

CD127

PD1

FOXP3*

LAG3

BTLA

CD8

DCM

FACS buffer/Perm buf-
fer

total stain volume

Mastermix 2 in-
tra
antibody total

(]

Mastermix 3
FMO BTLA
antibody total

]
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6.4.3 Worksheet FACS staining PBMC Niklas Grassl_Tcell3-Panel

DATE

OPERATOR

PATIENT ID
Assayvorlage am FACS Lyric: Tcell3_UD

Preparation before staining

| check after completion

9. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

10. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice
until further use.

11. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on
ice until further use.

12. Prepare Antibody Mastermixes (extra and intracellular) ac-
cording to table 1 (see page 3) and keep on ice in the dark until
use.

5. Prepare 1x Fix/Perm Solution (1:4 dilution TF Fix/Perm Buffer
in TF diluent Buffer) and 1x TF Perm/Wash Buffer in H20 (Stock
concentration indicated on bottle). (Calculate 200ul/well) = eBiosci-
ence Fix/Perm Kit

6. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant care-
fully.

7. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.

8. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.
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FACS staining

| check after completion

1. Add 200pul of 1:1000 (1pul in 1000ul PBS) diluted Fix/Via Stain Time in:

700 dye into all wells (Panel 1, see plate layout), resuspend and incu- .
bate for 10 min at RT in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

4. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

5. Add 50ul of 1:20 diluted BD Fe Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant carefully.

8. Add 200pul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’'min and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 (extra) into well “stain” (see plate lay-

out).
10. Add 50pul of Mastermix 3 into well “FMT Tbet/SLAMF6” (see
plate layout).
. . c . Time in:
10. Resuspend all wells and incubate 20 min on ice in the dark. -
Time out:

11. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

12. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

13. Add 200u! Fix/Perm Solution into all wells and incubate on ice | Time in:

for 20 min in the dark. Time out:

14. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

15. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

16. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

17. Add 50pul of Mastermix 2 (intra) into well “stain”.

18. Add 50l of Perm Puffer into well “FMT Tbet/SLAMF6 and add
Sul of EOMES antibody!

Time in:

19. Resuspend all wells and incubate for 30 'min on ice in the dark. -
Time out:

20. Add 150pul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

21. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

21. Resuspend the cell pellet of each well by adding 300ul FACS
Buffer and transfer into labeled FACS tubes. Keep FACS tubes on ice
until analyzing on BDFACS Lyric.
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“SamplelD Task Name Tube Name.

22. After recording the data save fcs files in following format:

Note: always check order of format under “preferences” 2 “Work-
lists” = “fcs files” and adjust them if necessary.

Table 1: Mastermixes “Tcell3-Panel”

Mastermix 1 extra | Mastermix 2 in- Mastermix 3
antibody per sam- tra FMT Tbet/ SLAMF6
ple [ul] antibody per
T-cell 3 Panel sample [pl]
CD56 1 1
CD4 1 1
T-bet* 2,5
CD3 5 5
Alf488 EOMES* 5
PE SLAMF6 1
PerCP-Cy5.5 CD244 2,5 2,5
PE-Cy7 CD160 5 5
APC CD57 5 5
APC-H7 CD8 5 5
APC-eFluor700 DCM
FACS buffer/Perm buffer 24,5 42,5 25,5
total stain volume 50 50 50
*intracellular
Mastermix 1 extra | Mastermix 2 intra Mastermix 3
Anzahl Samp- antibody per sam- | antibody per sam- FMT Thet/
T-cell 3 Panel les: ple [ul] ple [ul] SLAMF6
CD56
CD4
T-bet*
CD3
Alf488 EOMES*
PE SLAMF6
PerCP-Cy5.5 CD244
PE-Cy7 CD160
APC CD57
APC-H7 CDS8
APC-eFluor700 DCM
FACS buffer/Perm buffer
total stain volume
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6.4.4 Worksheet FACS staining PBMCs Niklas Grassl T-cell4 Panel

DATE OPERATOR

PATIENT ID
Assayvorlage am FACS Lyric: T-cell4_UD

Preparation before staining

| check after completion

13. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

14. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice
until further use. (Calculate 200pul/well)

15. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on
ice until further use. (Calculate 50ul/well)

16. Prepare antibody Mastermix according to table 1 (see page
3) and keep on ice in the dark until use.

5. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant care-
fully.

6. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.

7. Add 200pl of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.
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FACS staining

| check after completion

1. Add 200pul of 1:1000 (1pul in 1000ul PBS) diluted Fix/Via Stain Time in:
700 dye into all wells (Panel 1, see plate layout), resuspend and incu-

bate for 10 min at RT in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

4. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

5. Add 50ul of 1:20 diluted BD Fe Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant carefully.

8. Add 200pul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 into well “stain” (see plate layout).

Time in:

10. Resuspend and incubate 20 min on ice in the dark. -
Time out:

11. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

12. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

13. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

14. Resuspend the cell pellet of each well by adding 300ul FACS
Buffer and transfer into labeled FACS tubes. Keep FACS tubes on
ice until analyzing on BD FACS Lyric.

15. After recording the data save fes files in following format:
“SampleID Task Name Tube Name.

Note: always check order of format under “preferences” = “Work-
lists” = “fcs files” and adjust them if necessary.
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Table 1: Mastermixes “Tcell4-Panel”

Mastermix 1

Tcell4 Panel antibody per sample [ul]
CCR4 (CD194) 1
CXCR3 (CD183) 5
CD4 1
CXCR5 (CD185) 0,5
CD3 5
CCR10 1
CD8 2,5
CCR6 (CD196) 5
DCM
FACS buffer 29
total stain volume 50
Mastermix 1

Tcell4 Panel

FACS buffer
total stain volume

Anzahl Samples:

antibody total [pl]

CCR4 (CD194)

CXCR3 (CD183)

CD4

CXCR5 (CD185)

CD3

CCR10

CD8

CCR6 (CD196)

DCM
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6.4.5 Worksheet FACS staining PBMC Niklas Grassl_Tcell5-Panel

DATE

OPERATOR

PATIENT ID

Assayvorlage am FACS Lyric: Tcell5_UD

Preparation before staining = 400.000 cells/well

J check after completion

Day 1

1. Thaw PBMCs according to SOP_D170_IM_LP_013.

2. Count PBMCs according to SOP_D170_IM_LP_011 and adjust cell
suspension by using x-vivo 20 medium to a final concentration of
2x10%cells/ml.

3. Distribute 200pl of the cell suspension (= 400.000 PBMCs) per well
according to 96 well plate layout (see page 4).

4. To stimulate the cells add 2.7ul of TransAct™ human beads from Mil-
tenyi (according to the manufacture protocol) into appropriate wells
labeled with “stim.” (see plate layout page 4).

5. Resuspend wells and incubate over night at 37°C.

Day 2

1. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

2. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice until fur-
ther use. (Calculate 200ul/well)

3. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on ice until
further use. (Calculate 50ul/well)

4. Prepare antibody Mastermixes (extra and intracellular) according to
table 1 (see page 3) and keep on ice in the dark until use.

5. Prepare 1x Fix/Perm Solution (1:4 dilution TF Fix/Perm Buffer in TF
diluent Buffer) and 1x TF Perm/Wash Buffer in H,0 (Stock concentra-
tion indicated on bottle). (Calculate 200ul/well) > eBioscience
Fix/Perm Kit

6. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant carefully.

7. Add 200pl of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for 4’min
and discard supernatant.

8. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for 4'min
and discard supernatant.
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FACS staining

J check after completion

1. Add 200ul of 1:1000 (1pl in 1000yl PBS) diluted Fix/Via Stain 700 dye into | Time in:
all wells (Panel 1, see plate layout), resuspend and incubate for 10 min at RT

in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4’'min and discard supernatant carefully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for 4'min
and discard supernatant carefully.

4. Add 200pl of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for 4'min
and discard supernatant carefully.

5. Add 50l of 1:20 diluted BD Fc Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150pl of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for 4'min
and discard supernatant carefully.

8. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for 4'min
and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 (extra) into well “stain” (see plate layout).

10. Resuspend all wells and incubate 20 min on ice in the dark. T!me n:
Time out:
11. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg for 4'min
and discard supernatant carefully.
12. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for 4’ min
and discard supernatant carefully.
13. Add 200p! Fix/Perm Solution into all wells and incubate on ice for Time in:
20min in the dark. Time out:
14. Spin the plate at 700xg for 4’'min and discard supernatant carefully.
15. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant completely.
16. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant completely.
17. Add 100pl of Mastermix 2 (intra) into wells “ns” and “stim”
see plate layout).
18. Resuspend all wells and incubate for 30°'min on ice in the dark. T?me in:
Time out:

19. Add 150ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant completely.

20. Add 200pl of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate at
700xg for 4’min and discard supernatant completely.

21. Resuspend the cell pellet of each well by adding 200l FACS Buffer and
transfer into labeled FACS tubes (already pre-filled with 250ul of FACS
buffer, total measure volume = 450ul). Keep FACS tubes on ice until analyz-
ing on BD FACS Lyric.
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22. After recording the data save fcs files in following format:
“SamplelD_Task Name_Tube Name.

Note: always check order of format under “preferences” 2 “Worklists” >
“fcs files” and adjust them if necessary.

Table 1: Mastermixes “Tcell5-Panel”

Mastermix 2 intra
Mastermix 1 extra antibody per sample
Tcell5 Panel antibody per sample [pl] [ul]
***IEN 5
CD3 2,5
CCR7 5
***Kie7 2,5
CD4 1
-2 2,5
***GrzmB 1
CD8 2,5
CD45RA 1
***TNF 5
DCM
FACS buffer/Perm buffer 76 68
total stain volume 100 100
Amount of Mastermix 1 extra Mastermix 2 intra
Tcell5 Panel samples: antibody total [ul] antibody total [pl]
***IEN
CD3
CCR7
***Ki67
CD4
***IL_2
***GrzmB
CD8
CD45RA
***TNF
DCM

FACS buffer/Perm buffer
total stain volume
* 1x unstim.; 1x stim. mit Miltenyi stim beads (T-cell TransAct human, Miltenyi, Cat#130-128-758)
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6. Anhang

1 2 3 5 6 9 10
MDSC Tcell2 Tcell3 cell5 Tcell6
Pat.#1] stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
Pat.#2] stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
Pat.#3| stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Tbet/SLAMF6 ns stim ns stim
Pat.#4] stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
Pat.#5| stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Tbet/SLAMF6 ns stim ns stim
Pat.#6) stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
Pat.#7| stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
Pat.#sl stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
1 2 3 5 6 9 10
MDSC Tcell2 Tcell3 cell5 Tcell6
Pat#9| stain | FMTArg/PDL1| stain | FMOBTIA stain | FMTTbet/SLAMF6|  ns stim ns stim
Pat.#10 stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
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6.4.6 Worksheet FACS staining PBMC Niklas Grassl_Tcell6-Panel

DATE

OPERATOR

PATIENT ID
Assayvorlage am FACS Lyric: Tcell6_UD

Preparation before staining = 400.000 cells/well

| check after completion

Day 1

6. Thaw PBMCs according to SOP_D170_IM_LP_013.

7. Count PBMCs according to SOP_D170_IM_LP_011 and adjust
cell suspension by using x-vivo 20 medium to a final concentra-
tion of 2x108cells/ml.

8. Distribute 200ul of the cell suspension (= 400.000 PBMCs) per
well according to 96 well plate layout (see page 4).

9. To stimulate the cells add 2.7ul of TransAct™ human beads
from Miltenyi (according to the manufacture protocol) into ap-
propriate wells labeled with “stim.” (see plate layout page 4).

10. Resuspend wells and incubate over night at 37°C.

Day 2

1. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

2. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice
until further use. (Calculate 200pul/well)

3. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on ice
until further use. (Calculate 50ul/well)

4. Prepare antibody Mastermixes (extra and intracellular) accord-
ing to table 1 (see page 3) and keep on ice in the dark until use.

5. Prepare 1x Fix/Perm Solution (1:4 dilution TF Fix/Perm
Buffer in TF diluent Buffer) and 1x TF Perm/Wash Buffer in
H»O (Stock concentration indicated on bottle). (Calculate
200ul/well) = eBioscience Fix/Perm Kit

6. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant care-
fully.

7. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.

8. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant.
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FACS staining

| check after completion

1. Add 200pul of 1:1000 (1pul in 1000ul PBS) diluted Fix/Via Stain Time in:

700 dye into all wells (Panel 1, see plate layout), resuspend and incu- .
bate for 10 min at RT in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

4. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

5. Add 50ul of 1:20 diluted BD Fe Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant carefully.

8. Add 200pul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’'min and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 (extra) into wells “ns” and “stim” (see
plate layout).

Time in:

10. Resuspend all wells and incubate 20 min on ice in the dark. -
Time out:

11. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

12. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

13. Add 100pul of fixation/permeabilization solution (brown bottle, Time in:

ready to use) into all wells and incubate on ice for 20min in the dark. | Time out:

14. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

15. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

16. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

17. Add 200ul of Mastermix 2 (intra) into wells “ns” and “stim”
(see plate layout)

Time in:

18. Resuspend all wells and incubate for 30 'min on ice in the dark. -
Time out:

19. Add 150ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

20. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

21. Resuspend the cell pellet of each well by adding 200ul FACS
Buffer and transfer into labeled FACS tubes (already pre-filled with
250ul of FACS buffer, total measure volume = 450pul). Keep FACS
tubes on ice until analyzing on BD FACS Lyric.

22. After recording the data save fcs files in following format:
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“SamplelD Task Name Tube Name.
Note: always check order of format under “preferences” = “Work-
lists” = “fcs files” and adjust them if necessary.

Table 1: Mastermixes “Tcell6-Panel”

Mastermix 1 extra Mastermix 2 intra
Tcell6 panel antibody per sample [ul] | antibody per sample [ul]
IL21* 5
CD3 2,5
CCR7 5
IL13* 5
CD4 1
TGF* 5
IL17a* 20
IL4* 5
CD45RA 1
IL10* 2,5
DCM
FACS buffer/Perm buf-
fer 71 57,5
total stain volume 100 100
*intracellular
Anzahl Mastermix 2 intra
Samp- Mastermix 1 extra antibody total [pl]
Tcell6 panel les: antibody total [ul]
***L21
CD3
CCR7
**L13
CD4
**TGF
***|L17a
***|L4
CD45RA
***1L10
DCM
FACS buffer/Perm buf-
fer

total stain volume

* 1x unstim.; 1x stim. mit Miltenyi stim beads (T-cell TransAct human, Miltenyi,

Cat#130-128-758)
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Pat.#1|
Pat.#2]

Pat.#3|

Pat.#4j

Pat.#5|

Pat.#6|

Pat.#7|

Pat.#8|

1 2 5 6 7 9
MDSC Tcell2 Tcell3 Tcell5 Tcell6
stain FMTAE/PDLI stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns
stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns
stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
stain FMT Arg/PDL1 stain FMO BTLA stain FMT Thet/SLAMF6 ns stim ns stim
1 2 5 6

MDSC

Teell2

Tcell3

[ FMT Arg/PDLI |

stain

[FMT Thet/sLAMF6

FMT Arg/PDL1

stain

FMT Thet/SLAMF6
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6.4.7 Worksheet FACS staining PBMCs Niklas Grass| MDSC Panel

DATE OPERATOR

PATIENT ID
Assayvorlage am FACS Lyric: MDSC_UD

Preparation before staining

| check after completion

11. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

12. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice
until further use. (Calculate 200pul/well)

13. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on
ice until further use. (Calculate 50ul/well)

14. Prepare antibody Mastermixes (extra and intracellular) ac-
cording to table 1 (see page 3) and keep on ice in the dark until
use.

15. Prepare 1x Fix/Perm Solution (1:4 dilution TF Fix/Perm
Buffer in TF diluent Buffer) and 1x TF Perm/Wash Buffer in H.O
(Stock concentration indicated on bottle). (Calculate 200ul/well)
-> eBioscience Fix/Perm Kit

6. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant care-
fully.

7. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.

8. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.
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FACS staining

| check after completion

1. Add 200pul of 1:1000 (1pul in 1000ul PBS) diluted Fix/Via Stain Time in:
700 dye into all wells (Panel 1, see plate layout), resuspend and incu-

bate for 10 min at RT in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

4. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

5. Add 50ul of 1:20 diluted BD Fe Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant carefully.

8. Add 200pul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 into well “stain” (see plate layout).

10. Add 50pul of Mastermix 3 into well “FMT Arginase/PDL1” (see

plate layout).

11. Resuspend all wells and incubate 20 min on ice in the dark. T%me :
Time out:

12. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg

for 4'min and discard supernatant carefully.

13. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg

for 4'min and discard supernatant carefully.

14. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-

fully.

15. Add 200pl Fix/Perm Solution into all wells and incubate on ice Time in:

for 20min in the dark. Time out:

16. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-

fully.

17. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate

at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

18. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate

at 700xg for 4'min and discard supernatant completely.

19. Add 50ul of Mastermix 2 (intra) into well “stain” (see plate lay-

out).

= Add 50ul of Perm buffer into well “FMT Arginase/PDL1".

20. Resuspend all wells and incubate for 30 'min on ice in the dark. Time in:
Time out:

21. Add 150ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.

22. Add 200ul of 1x Perm/Wash Buffer into all wells, spin the plate
at 700xg for 4 'min and discard supernatant completely.
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23. Resuspend the cell pellet of each well by adding 300ul FACS
Buffer and transfer into labeled FACS tubes. Keep FACS tubes on
ice until analyzing on BD FACS Lyric.

24. After recording the data save fes files in following format:
“SamplelD Task Name Tube Name.

Note: always check order of format under “preferences” 2 “Work-
lists” = “fcs files” and adjust them if necessary.

Table 1: Mastermixes “MDSC Panel”

Mastermix 1 full Mastermix 2 Mastermix 3
stained (intra) FMT Arginase/
antibody per sample | antibody per PDL-1
[l sample [ul] antibody per
MDSC Panel sample [pl]
CD3/19/5
6 2,5/2,5/0,5 2,5/2,5/0,5
CD16 2,5 2,5
CD33 0,5 0,5
CD15 0,5 0,5
PE PDL-1 10
BB700 CD11b 1 1
PE-Cy7 HLA-DR 2,5 2,5
APC Arginase* 1
APC-H7 CD14 2,5 2,5
APC-eFluor700 DCM
FACS buffer/Perm buf- 49 34
fer 25
total stain volume 50 50 50

*intracellular
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Mastermix 1 full
stained

Anzahl antibody total [pl]
Samples: -
MDSC Panel
CD3/19/56
CD16
CD33
CD15
PE PDL-1
BB700 CD11b
PE-Cy7 HLA-DR
APC Arginase*
APC-H7 CD14
APC-eFluor700 DCM
FACS buffer/Perm buf-
fer
total stain volume

Mastermix 2
(intra)
antibody total

]

Mastermix 3
FMT Arginase/
PDL-1
antibody total
[el]
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6.4.8 Worksheet FACS staining PBMCs Niklas Grass| TBNKDC Panel

DATE OPERATOR

PATIENT ID
Assayvorlage am FACS Lyric: TBNKDC_UD

Preparation before staining

| check after completion

16. Spin down antibody vials and keep on ice in the dark!

17. Prepare Fix/Via Stain 700 (1:1000 in 1x PBS) and keep on ice
until further use. (Calculate 200pul/well)

18. Prepare Fc Block Reagent (1:20 in FACS buffer) and keep on
ice until further use. (Calculate 50ul/well)

19. Prepare Antibody Mastermixes (extra and intracellular) ac-
cording to table 1 (see page 3) and keep on ice in the dark until
use.

5. Spin the plate at 700xg for 4'min and discard supernatant care-
fully.

6. Add 200ul of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.

7. Add 200pl of 1xPBS into each well, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant.
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FACS staining

| check after completion

1. Add 200pul of 1:1000 (1pul in 1000ul PBS) diluted Fix/Via Stain Time in:
700 dye into all wells (Panel 1, see plate layout), resuspend and incu-

bate for 10 min at RT in the dark. Time out:

2. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

3. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

4. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

5. Add 50ul of 1:20 diluted BD Fe Block Reagent into all wells.

6. Resuspend all wells and incubate 10min at RT in the dark. Time in:

Time out:

7. Add 150ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg for
4’min and discard supernatant carefully.

8. Add 200pul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

9. Add 50ul of Mastermix 1 into well “stain” (see plate layout).

Time in:

10. Resuspend and incubate 20 min on ice in the dark. -
Time out:

11. Add 150ul of FACS Buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4’min and discard supernatant carefully.

12. Add 200ul of FACS buffer into all wells, spin the plate at 700xg
for 4'min and discard supernatant carefully.

13. Spin the plate at 700xg for 4 'min and discard supernatant care-
fully.

14. Resuspend the cell pellet of each well by adding 300ul FACS
Buffer and transfer into labeled FACS tubes. Keep FACS tubes on
ice until analyzing on BD FACS Lyric.

15. After recording the data save fes files in following format:
“SampleID Task Name Tube Name.

Note: always check order of format under “preferences” = “Work-
lists” = “fcs files” and adjust them if necessary.
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Table 1: Mastermixes “TBNKDC Panel”

Mastermix 1 full stained
TBNK Panel antibody per sample [ul]
CD14 0,5
CD3 2,5
CD16 2,5
CD19 1
CD56 0,5
CD33 1
CD15 10
CD11c 0,5
HLA-DR 1
DCM ]
FACS buffer 28,5
total stain volume 50
Mastermix 1 full stained
TBNK Panel Anzahl Samples: antibody per sample [pl]
CD14
CD3
CD16
CD19
CD56
CD33
CD15
CD11c
HLA-DR
DCM ]

FACS buffer

total stain volume
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6.5.7 Gating in Panel ,MDSC2*

6. Anhang

CompFE-Cy7-A - Arts MLADR PE-Cy7-A

B

Comp-APCHT-A - CD14 APCHT-A

$1_MOSC UD_stan_20230124_062207 fes
CO14pon
16554

SSC-A

SSC-A

SSC-A

Lin_neg
42

Comp-APCITA - CO14 APCHTA

S1_MOSC UD_stain_20230124_092207 fes

CO11bgos
19696

CompPECyT-A - ABHADRIECYT-A

S1_NOSC UD_stain_20230124_092207 fcs.
CDitney
m
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$1_MOSC UD_stan_0200124_092207 fcs
Ot dgos
16554

S1_NOSE UD_stain_20230124_062207 fcs

Comp-BVT11-A - COIIBVTIT-A

CompPerCPLyS -4 - CONB ParCP-LYS S-A

Comp-BVTE6-A : COIS BVTS6-A

51_MO5C UD_stan_20230124_002207 fcs.
COMtpos
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6.5.8 Gating in Panel , TBNK”
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FSC-H

Comp-BV711-A:: CD19 BV711-A

SSC-A

250K =1

200K =1

150K =1

100K =1

50K <

T T T T
] 50K 100K 150K 200K 250K

FSC-A

S1_TBNKDC UD_stain_20230124_073144 fcs
cels
7417

CD3negCD1

234

Comp-BV510-A :: CD3 BVS10-A

S1_TBNKDC UD_stain_20230124_073144 fcs
alive
58335

250K =1

200K =1

150K =

100K =

50K =

Comp-PerCP-CyS5 5-A :: CD11¢ PerCP-CyS.5-A
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Comp-APC-R700-A :: DCM APC-R700-A

S1_TBNKDC UD_stain_20230124_073144 fcs
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Comp-BV786-A :: CDS6 BV786-A

S1_TBNKDC UD_stain_20230124_073144.fcs

CD14neg
5850
10°
'
CD:;S:'“ ) CDS6bright
3 ! 675
10"
o3
0%
T T Ty T
0 o w0’ 10 10°
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6.5.1 Gating in Panel , Tcell1”
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6.5.2 Gating in Panel , Tcell2“
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260K

150K

100K

50k
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co4

34055
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6.5.3 Gating in Panel , Tcell3“
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Comp-APC-H7-A :: CD8 APC-H7-A
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Comp-APC-H7-A :: CD8 APC-H7-A
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100K

50K

MEELELE LIS E e |
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6.5.4 Gating in Panel ,Tcell4”

6. Anhang

SSC-A

Comp-BV786-A :: CD3 BV786-A

S1_Teell4 UD_stain_20230124_073601 fcs

Comp-PerCP-Cy5.5-A :: CD8 PerCP-Cy5.5-A

Comp-BV60S-A :: CD4 BVE0S-A
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Comp-APC-A :: CCR6 APC-A
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Comp-BV60S-A :: CD4 BV6E0S-A
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S1_Tcell4 UD_stain_20230124_073601 fcs
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6.5.5 Gating in Panel , Tcell5- unstimuliert”
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SSC-A
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6.5.6 Gating in Panel , Tcell5- stimuliert”
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SSC-A
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100K =

50K =

CD3pos
605 |

Comp-BV510-A :: CD3 BV510-A
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CD4
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co8
2,29

Comn-PerCP.CvS 5.4 - CNA PerCP.CVS 5.A

S1_Teells UD_stim_20230124_094751 fcs
cD4
27028

250K =
200K ‘:
150K =
100K 3

50K =
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Ki-67
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6.5.7 Gating in Panel , Tcell6-unstimuliert”
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6.6 Proteomik Protokoll (EDTA — Plasma)

Benoétigte Substanzen

- TrisHCL (0,12M) Urea (8M) Bei RT zu lagern

- NHzHCO3(100mM) Bei RT zu lagern

- CaCl; (5mM) Bei RT zu lagern

- Trypsin in 1%/50mM Essigsaure geldst -> 0,2ug/ul (100ug Trypsin also in 500ul 1%
/50mM Essigsaure (AceticAcid) |6sen) Bei -20*C mind 1 Jahr haltbar

- DTT (C4H100,S;) (500mM)

- lodacetamid (500mM)

- 10ul EDTA Plasma

- Eis

- Thermoblock (Am besten zwei Blocks und einen Schraubenzieher zum austauschen)
- Zentrifuge

- Microcon (30kD) Filter

- Pipette

- Alufolie (Zum abdunkeln der Probe)

Ablauf
1) 10ul Probe auf 100ul verdiinnen mit TrisHCL-Urea (1:9)

2) Davon 10ul erneute auf 100ul verdiinnen mit TrisHCL-Urea (Jetzt liegt Probe 1:99 vor)
3) Verdinnte Probe bei 90°C — 5min — 500rpm im Thermoblock

4) 5 min auf Eis, Block des Thermoblocks eventuell fiir weniger Wartezeit (muss abkih-
len) austauschen.

5) 2ul DTT (500mM) in die verdiinnte Probe (jetzt 10mM DTT in Probe)

6) 30min bei 60°C und 500 rpm in Thermoblock (wieder austauschen oder kurz abkiih-
len lassen)

7) 10ul lodacetamid (500mM) auf die Probe geben -> 30min, RT (20-30°C), 500rpm
CAVE: lodacetamid im Dunkeln lagern, die nachsten Inkubationsschritte im dunklen
(kleinen Deckel mit Alufolie fiir Thermoblock basteln)

8) 8ul DTT (500mM) auf Probe geben -> 15min, RT, 500rpm

9) Kann Parallel zu Schritt 7 und 8 gemacht werden. Microcon Filter (30kD) beschriften
und mit 250ul Tris/Urea waschen -> drauf pipettieren, 22°C, 15min, 8000g

10) Durchflu und Retentat (was oben auf Filter geblieben ist) verwerfen

11) Probe (jetzt ca. 120ul) auf Filter geben, 100ul TrisUrea dazugeben -> 15min, 8000g,
22°Cin Zentrifuge
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12) Filtrat verwerfen (nichts mehr vom Filter abpipettieren)

13) 250ul NH4HCO3 (100mM) auf Filter geben -> 15min, 8000g, 22°C - Retentat
verwerfen
Schritt insgesamt 3 x wiederholen
Merke: Es sollte keine bis kaum Flissigkeit auf dem Filter mehr sein, b.B nochmal
10min bei 8000g Zentrifugieren

14) 200ul NH4HCO3/ CaCl; (4:1) (also bspw.: 160ul:40ul fiir eine Probe. (Endkonz.: CaCl,
1mM)) auf den Filter geben
+ 7,5ul gelostes Trypsin
->5min, 37°C, 500rpm im Thermoblock (beim Entnehmen, gerade halten!)

15) Tubes mit Parafilm abdichten und (iber Nacht (ca. 16-18h) bei 37°C inkubieren
16) Darauffolgender Tag: Filter 15min, 22°C, 8000g zentrifugieren

17) 200ul NH4HCO3 auf den Filter geben -> 15min, 22°C, 8000g
-> Filtrat in spitz zulaufendes Eppi tberfihren und einfrieren.
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6.7 Protokoll Proteomikanalyse

Sample Preparation

Proteins (10 pug) were digested (trypsin) using an AssayMAP Bravo liquid handling
system (Agilent technologies) running the autoSP3 protocol according to Muller et al.
(Muller T, Kalxdorf M, Longuespée R, Kazdal DN, Stenzinger A, Krijgsveld J. Auto-
mated sample preparation with SP3 for low-input clinical proteomics. Mol Syst Biol.
2020 Jan;16(1):€9111. doi: 10.15252/msb.20199111. PMID: 32129943; PMCID:
PMC6966100.)

MS method Orbitrap Exploris 480

The LC-MS/MS analysis was carried out using a Vanquish Neo UPLC system
(Thermo Fisher Scientific) directly connected to an Orbitrap Exploris 480 mass spec-
trometer for a total of 120 min. Peptides were online desalted on a trapping cartridge
(Acclaim PepMap300 C18, 5um, 300A wide pore; Thermo Fisher Scientific) for 2 min
by setting the loading settings to 30 ul/min flow for a total loading volume of 60 ul.
The analytical multistep gradient (300 nl/min) was performed using a nanoEase MZ
Peptide analytical column (300A, 1.7 ym, 75 uym x 200 mm, Waters) using solvent A
(0.1% formic acid in water) and solvent B (0.1% formic acid in acetonitrile). For 105
min the concentration of B was linearly ramped from 4% to 27%, followed by a quick
ramp to 78%, after two minutes the concentration of B was lowered to 2% and a 10
min equilibration step appended. Eluting peptides were analyzed in the mass spec-
trometer using data independent acquisition (DIA) mode. A full scan at 120k resolu-
tion (380-1400 m/z, 300% AGC target, 45 ms maxIT). Followed by 40 DIA MS2 win-
dows of variable length covering the mass range of 400-1000 m/z. MS2 DIA scans
were recorded at 30k resolution (1000% AGC target, 54 ms maxIT, centroid mode,
28% NCE). Each sample was followed by a wash run (40 min) to minimize carry-over
between samples. Instrument performance throughout the course of the measure-
ment was monitored by regular (approx. one per 48 hours) injections of a standard
sample and an in-house shiny application.

Data analysis
All sample handling (sample preparation and LC-MS/MS analysis) have been per-
formed in a block randomization (Burger, Bram, Marc Vaudel, and Harald Barsnes.
"Importance of block randomization when designing proteomics experiments." Jour-
nal of proteome research 20.1 (2020): 122-128.) order.

a) LFQDIA

18.6.231227.55695 with 2024-02-21_LFQ_MS

Analysis of DIA RAW files was performed with Spectronaut (Biognosys, version
18.6.231227.55695) in directDIA+ (deep) library-free mode. Default settings were
applied with the following adaptions. Within DIA Analysis under Identification the
Precursor PEP Cutoff was set to 0.01, the Protein Qvalue Cutoff (Run) set to 0.01
and the Protein PEP Cutoff set to 0.01. In Quantification the Proteotypicity Filter was
set to Only Protein Group Specific, the Protein LFQ Method was set to MaxLFQ and
the Quantification window was set to Not Synchronized (SN 17). The data was
searched against the human proteome from Uniprot (human reference database with
one protein sequence per gene, containing 20,597 unique entries from ninth of
February 2024) and the contaminants FASTA from MaxQuant (246 unique entries
from 22nd of December 2022).
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