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1. Abkilirzungsverzeichnis

(englische Begriffe kursiv)
ABC

ACTH

ADHS

ADR

AED

AML

ATIII

ATP

ATPase

BB

BCRP

BHS
BNS-Anfalle

Ca2+
CBzZ
CD34

CO2
CSWS

CYP450

Da

DNA
DNET

ATP-binding cassette superfamily
Adrenocorticoides Hormon
Aufmerksamkeitsdefizithyperaktivitatssyndrom
Adverse Drug Reaction

Antiepileptika

Akute Myeloische Leukamie

Antithrombin [II

Adenosintriphosphat

Adenosintriphosphatase

Blutbild

Breast Cancer Resistance Protein
Blut-Hirn-Schranke
Blitz-Nick-Salaam-Anfalle (West-Syndrom)

Kohlenstoff

Grad Celsius

Calcium

Carbamazepin

Cluster Determinants (CD-Nomenklatur fir
Leukozytenantigene)

Kohlendioxid

Continuous Spike Waves During Slow Wave Sleep-
Syndrome

Cytochrom P450

Tage
Dalton
Desoxyribonukleinsaure

Dysembryoblastischer neuroepithelialer Tumor



EDTA ethylene-diamine-tetraacetic-acid

(Athylendiamintetraessigsaure)

EEG Elektroenzephalogramm

EKG Elektrokardiogramm

ESES Elektroenzephalographischer Status epilepticus
during slow sleep

ESM Ethosuximid

ETP Epilepsietypisches Potential

EZR Extrazellularraum

FBM Felbamat

FCD Fokale Kortikale Dysplasie

fMRT Funktionelle Magnetresonanztomographie

GABA Gammaaminobuttersaure

GBP Gabapentin

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transaminase

GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase

h Stunden

H-0 Wasser

ILAE International League Against Epilepsy

kg Kilogramm

kDA Kilodalton

I Liter

LEV Levetiracetam

LRRP Lung-Resistance-Related-Protein

LTG Lamotrigin

MCT Monocarboxylsauretransporter

MDR Multidrugtransporter
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MEG
mg
MHD

mRNA
MRT
MRS
ms
MTLE
MTS
MRP
mV
MVP

Na*
NW

OAT
OATP
OCT
OCTNT
OXC

PB
PCR
PEMA
PET
Pgp
PHT
PRM
PTT

RNA

Magnetenzephalographie
Milligramm
10,11-Dihydo-10-Hydoxy-5H-dibenzo(b,f)azepin-5-
carboxamid
messenger-Ribonukleinsdure
Magnetresonanztomographie
Magnetresonanzspektroskopie
Millisekunden

mesiale Temporallappenepilepsie
Mesiale temporale Sklerose
Multidrug Resistance Protein
Millivolt

Major Vault Protein

Nervus (Nerv)
Natrium
Nebenwirkungen

organische Anionentransporter

organische Anionen-transportierende Polypeptide
organische Kationentransporter

organische Kationen/Carnitin Transporter
Oxcarbamazepin

Phenobarbital

Polymerase Chain Reaction
Phenylethylmalonamid
Positronenemissionstomographie
P-Glykoprotein

Phenytoin

Primidon

Partielle Thromboplastinzeit (Gerinnungsmarker)

Ribonukleinsdure



RT-PCR
SCN1A
SE

sec
SNP
SPECT
SUDEP
SV2A
TBP
TGB
TLE
TPM
TS
UPM
VPA

y-GT

ZNS
Z0S

H9

Realtime-PCR

Gen, welches die 1A-Untereinheit des
spannungsabhangigen cerebralen Natriumkanals
kodiert

Status epilepticus

Sekunden

Single Nucleotide Polymorphismus
Single-Photon-Emissions-Computertomographie
Plétzlicher unerwarteter Tod bei Epilepsie (sudden
unexpected death in epilepsy)

Synaptisches Vesikelprotein 2A

TATA-Bindeprotein
Tiagabin
Temporallappenepilepsie
Topiramat

Tuberdse Hirnsklerose
Umdrehungen pro Minute
Valproinsaure

Gamma-Glutamyltransferase

zentrales Nervensystem

Zonisamid

Mikrogramm
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Il. Einleitung

Epilepsie ist eine Erkrankung, die weltweit ca. 50 Millionen Menschen betrifft ((23),
(100)). Die meisten Patienten haben eine gute Prognose hinsichtlich Anfallsfreiheit.
Es gibt jedoch trotz der Weiterentwicklung der medikamentésen Therapie immer
noch 30% der Patienten, die nicht anfallsfrei werden ((22), (33), (99), (141),(148)).
Vor allem die Temporallappenepilepsie (TLE) ist eine der haufigsten und
therapieresistentesten Epilepsieformen. Dies schrankt nicht nur die individuelle
Lebensqualitat ein, z.B. Ausbildung, Partnerschaft etc., sondern hat auch
Auswirkungen auf die Gesellschaft, z.B. das Gesundheitssystem, durch vermehrte

Behandlungskosten, beschrankte Erwerbstatigkeit etc. (180).

Fir die Wirksamkeit eines Medikamentes sind Umfang und Geschwindigkeit der
Aufnahme des Wirkstoffes im Kérper von entscheidender Bedeutung. Diese so
genannte Bioverfligbarkeit hangt nicht nur von den chemischen und physikalischen
Eigenschaften des Medikamentes ab. Die genetische Variabilitdt von
Transportproteinen kann den Erfolg von Arzneimitteltherapien beeinflussen.

Die Grundlage ist, dass jeder Mensch einzigartig bezlglich seiner genetischen
Veranlagung und seiner sozialen Pragung ist. Ebenso ist die medikamentdse
Therapie von der individuellen genetischen Ausstattung beeinflusst. Eine bestimmte
Dosierung kann bei Patienten, die an der gleichen Krankheit leiden, aufgrund ihres
unterschiedlichen Erbmaterials verschiedene Wirkung zeigen: Die Wirkpalette reicht
von guter bis fehlender Wirkung mit verschiedenster Abstufung der Nebenwirkungen.
Verantwortlich fir diese individuellen Reaktionen sind im groBen MaBe genetische
Variationen, so genannte Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms oder
kurz SNPs) des medikamentenmetabolisierenden Enzymsystems sowie der
Transporterproteine.

Bisher werden die genetischen Unterschiede der Patienten bei der
Arzneimittelentwicklung und -therapie nur in Ausnahmefallen bertcksichtigt.
Medikamente werden in der Regel nur nach groben Kriterien wie Alter, Gewicht,
Leber- und Nierenfunktion dosiert. Die Minimierung von Nebenwirkungen ist ein
wichtiges arztliches Ziel, hangt davon doch im entscheidenden MaBe die Compliance
des Patienten ab (93).
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In den letzten Jahren wurden einige Studien publiziert, welche tber Korrelationen
von Genpolymorphismen mit dem klinischen Ansprechen auf eine medikamentése
Therapie bzw. der Nebenwirkungsrate berichteten ((60), (86), (88), (181); (190);
(207)).

Eine Theorie fir die Entwicklung einer pharmakoresistenten Epilepsie ist die
Beteiligung von Transportproteinen wie Multidrugresistence Protein 1 (MDR1).
Dieses verhindert durch seinen Sitz an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und seine
Funktion als Efflux-Pumpe einen wirksamen Spiegel im Gehirn bei therapeutischen
Spiegeln im Blut. Siddiqui und Kollegen berichteten 2003 von einer beobachteten
Assoziation des CC-Typs des C3435T Polymorphismus von MDR1, entsprechend

der aktiveren Variante, mit einer pharmakoresistenten Epilepsie (165).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Genpolymorphismen des Transporterproteins
MDR1, C3435T, C1236T und G2677T/A von 231 epilepsiekranken Kindern des
Epilepsiezentrums Vogtareuth im Zeitraum von Juli 2004 bis September 2005
untersucht.

Ziel der Studie war es, diese Genpolymorphismen auf eine mégliche Assoziation
hinsichtlich Wirksamkeit und Vertraglichkeit von Antiepileptika (AED) zu untersuchen.
Bei einer positiven Assoziation kdnnte der entsprechende Polymorphismus als
Screeningmarker verwendet werden. Bei Vorliegen desselben kdnnten sich neue
Therapieoptionen ergeben. Der Patient kdnnte auf AED eingestellt werden, die nicht
mittels MDR1 transportiert werden oder es missten AED so hergestellt bzw. verpackt
werden, dass sie von MDR1 nicht erkannt werden, z.B. mit Hilfe von
Immunoliposomen oder Nanotechnik. Eine weitere Therapieoption ware auch das
Blockieren von MDR1 mittels Inhibitoren wie Verapamil ((110),(133)).

Sollte sich die Bedeutung von Genpolymorphismen des MDR1 in der Entwicklung
einer pharmakoresistenten Epilepsie bestatigen, so ware durch die oben genannten
Therapieoptionen die Hoffnung gegeben, die 30% an pharmakoresistenten

Epilepsien weiter zu senken.
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lll.Alilgemeiner Teil
1. Epilepsie

1.1. Definitionen

Unter Epilepsie versteht man ein Krankheitsbild, welches durch rekurrierende
(mindestens 2) epileptische Anfalle gekennzeichnet ist, die nicht durch eine
unmittelbar vorangehende erkennbare Ursache provoziert wurden. Treten mehrere
Anfélle innerhalb von 24 Stunden auf, werden sie als ein einzelnes Ereignis gewertet.
Personen, die nur Neugeborenenkrampfe oder Fieberkrdmpfe gehabt haben, sind

von dieser Definition ausgeschlossen.

Unter einem epileptischen Anfall versteht man die klinische Manifestation von einer
abnormen, paroxysmalen und exzessiven Entladung von Neuronenverbanden im
Gehirn. Der Anfall ist charakterisiert durch plétzlich auftretende und vortibergehende
Erscheinungsformen, welche eine BewuBtseinsanderung, motorische, sensorische,
autonome oder psychische Ereignisse einschlieBen kénnen und vom Patienten oder

einem Beobachter wahrgenommen werden.

Der Status epilepticus ist ein einzelner epileptischer Anfall von mehr als 30 Minuten
Dauer oder eine Serie von epileptischen Anfallen, in der der Zeitraum vom iktalen
Ereignis bis zur Wiederherstellung der Funktion (Bewusstsein) des Patienten langer

als 30 Minuten dauert.

Unter einem Neugeborenenkrampfanfall werden epileptische Anfalle, welche in den

ersten vier Lebenswochen auftreten, verstanden.

Ein Fieberkrampf ist ein bei Fieber auftretender epileptischer Anfall im Kindesalter
jenseits des 1. Lebensmonates in Verbindung mit einer fieberhaften Erkrankung, der
nicht durch eine ZNS-Infektion ausgelést wurde. Neugeborenenanfalle oder afebrile
Anfélle durfen zuvor nicht stattgefunden haben. Die Kriterien anderer akuter

symptomatischer Anfalle dirfen ebenso nicht zutreffen.

(Definitionen nach ((3),(5))
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1.2. Vorkommen und Haufigkeit

Inzidenz (Zahl der neu erkrankten Personen in einer bestimmten Population): bei
Kindern ergibt sich eine mittlere Epilepsieinzidenz von 60/100.000 (55) bei
Ausschluss von Neugeborenenanféllen, Fieberkrampfen und einzelnen
unprovozierten Anfallen. Bei Erwachsenen sinkt die Inzidenz auf ein Plateau von ca.
30 — 50/100.000 ab, um dann in héherem Alter wieder erheblich anzusteigen. Sie
betragt dann 100- 140/100.000 ((66), (149)).

Pravalenz (Zahl der Personen, die zu einem bestimmten Zeitpunkt an der Krankheit
erkrankt sind): 3-6/1.000 Kinder (55) und 6,3/1.000 Erwachsene (97). Im friihen
Kindesalter Uberwiegen die generalisierten Epilepsien, um dann im

Erwachsenenalter den fokalen Epilepsien zu weichen (50).

1.3. Atiologie

In mehr als 50% der Falle ist die Ursache der Epilepsie unklar (idiopathische oder
kryptogene Epilepsie). Die Ursachen flir symptomatische Epilepsien haben ein
weites Spektrum von Hirnentwicklungsstérungen aufgrund genetischer Basis oder
intrauteriner Schadigung, Uber metabolische oder toxische Ursachen, hypoxische
Hirnschadigungen, Infektionen, Schadel-Hirn-Traumata, bis zu Neoplasien oder

Hirninfarkten.

1.4. Pathogenese

Die komplette Pathophysiologie der Epilepsie ist bislang noch nicht entschlisselt
worden. Im Bereich epileptogener Neurone wurden jedoch folgende morphologische

Veranderungen beobachtet.

Ein Verlust von Dendriten, eine Verminderung der Anzahl der dendritic spikes und
eine relative oder absolute Vermehrung der Gliazellen. In der Summe flihrt dies zu
einer starken Verminderung der synaptischen Kontakte; die daraufhin folgenden
Kompensationsmechanismen flihren zu einer Supersensitivitat der teilweise
deafferentiierten Neuronen. Des Weiteren zeigen epileptogene Neurone eine
Membranfunktionsstérung. Initial kommt es zu einem abnormen

Calciumioneneinstrom und dadurch zur unspezifischen Offnung weiterer lonenkanale
15



mit folgender schlagartiger Depolarisation. Dies wird durch einen Kaliumausstrom
Uiber eine Calcium-induzierte Offnung spezifischer Kaliumkanale beendet. Dadurch
reichert sich aber im Extrazellularraum Kalium an und flhrt zu einer Verschiebung
des Ruhemembranpotentials in Richtung Depolarisation und damit hin zu verstarkter

Erregbarkeit des Neurons (210).

Bei Auftreten epileptischer Anfalle sind zwei Phdnomene entscheidend beteiligt: die

abnorm synchronisierten Neuronenpopulationen und die Hyperexzitabilitit von

Neuronen.

Zusammengefasst wirken sich nach Meldrum (118) folgende zellulare und
synaptische Defekte epileptogen oder iktogen aus:
e Primar neuronale Membrandefekte, die zu einer Instabilitat des

Ruhepotentials fihren (wie oben beschrieben)
e Veranderung der Natriumkanale
e Abnormalitaten der Kaliumkanale
e Defekt in den spannungsabhéngigen Calciumkanalen

¢ Mangel der Membran-ATPase (Energiemangel fur die Natrium-Kalium-

Pumpe)
e Primarer Defekt des inhibitorischen GABA-Systems

e veranderte Empfindlichkeit oder veranderte Verteilung der Rezeptoren
fur die inhibitorischen oder exzitatorischen Neurotransmitter.

Wie es von einem epileptischen Anfall zu einem Status epilepticus kommt, ist bislang
pathophysiologisch noch unklar. Man geht davon aus, dass die inhibitorischen
Mechanismen, die normalerweise zur Beendigung eines Anfalls fihren, hier

versagen.

Hinsichtlich der Epileptogenese sind die sehr komplexen Mechanismen noch
weitestgehend unbekannt. Bestimmte neuropathologische Verdnderungen wie z.B.
die Hippokampussklerose oder kortikale Dysplasien scheinen eine Vorraussetzung
far die Chronifizierung der Epilepsie zu sein. Idiopathische Epilepsien hingegen
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treten nur in einem gewissen Lebensalter auf und verschwinden dann wieder, was
auf eine gewisse vulnerable Phase der Hirnentwicklung schlieBen lasst. Bei
symptomatischen Epilepsien scheinen die Lasionen zu Veranderungen in der
Reorganisation von neuronalen Netzwerken zu flhren.

So beeinflussen das Lebensalter, das geschadigte Hirnareal, die Art der Schadigung
und die genetische Disposition die Epileptogenese (167).

1.5. Kilinik

Klinisch wird zwischen fokalen und generalisierten epileptischen Anféllen
unterschieden:

Bei fokalen Anfallen ist der Anfallsursprung in umschriebenen Kortexregionen. Bei
einfach-fokalen Anféllen bleibt das Bewusstsein erhalten. Es ist eingeschrankt bei
komplex-fokalen Anfallen. Je nach involvierter Hirnregion ist das Erscheinungsbild
des klinischen Anfalls unterschiedlich (motorische, sensorische, vegetative
Symptome...). Der Ubergang von einfach-fokalen zu komplex-fokalen und zu
generalisierten tonischen, klonischen und tonisch-klonischen Anfallen ist méglich.
Dieser fihrt dann zu einem Bewusstseinsverlust, indem die Entladungen auf die
Hirnstrukturen Ubergreifen, die flir das Bewusstsein entscheidend sind.

Die Klassifikation der epileptischen Anfalle erfolgt geman den Empfehlungen der

,commission on Classification and Terminology of the International League Against
Epilepsy “ (1) (s. Tabelle 1).
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Fokale Anfille:

e Einfach fokale Anfélle (das Bewusstsein ist erhalten):
o Anfalle mit motorischen Symptomen
o Anfalle mit sensiblen oder sensorischen Symptomen
o Anfalle mit vegetativen Symptomen
o Anfélle mit psychischen Symptomen

e Komplex fokale Anfélle (mit Bewusstseinsstérung):
o einfach fokaler Beginn mit nachfolgender Bewusstseinsstérung
o mit Bewusstseinsstérung von Anfang an

e Fokale Anfélle mit Entwicklung zu sekundar generalisierten Anfallen:
o einfach fokale Anfélle mit Entwicklung zu generalisierten Anféllen
o komplex fokale Anfélle mit Entwicklung zu generalisierten Anfallen
o einfach fokale Anfélle, die sich lber komplex fokale zu generalisierten Anféllen

entwickeln

Generalisierte Anfélle:
e Absencen
¢ myoklonische Anfélle
e tonische Anfalle
e klonische Anfalle
e tonisch-klonische Anfalle

e atonisch (astatische) Anfélle
Nichtklassifizierbare epileptische Anfille:

e Anfélle, die auf Grund unzureichender oder unvollstandiger Daten nicht klassifiziert werden

kénnen oder bei denen eine Zuordnung nicht méglich ist

Tabelle 1: Klassifikation der ILAE von 1981

Generalisierte Anfélle reichen von isolierter Bewusstseinstdérung (Absencen) bis hin

zu generalisierten Konvulsionen des Kérpers (tonisch-klonische epileptische Anfalle).

Neben den fokalen und generalisierten epileptischen Anféllen kbnnen Anféalle

auftreten, die sich weder in die eine noch in die andere Form klassifizieren lassen.
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Eine schwerwiegende Erscheinungsform der Epilepsie ist der Status epilepticus (s.
unter Definition), der sich klinisch verschiedenartig darstellen kann. Es gibt
konvulsive und nicht-konvulsive Status epileptici, sowie einen bioelektrischen Status
epilepticus, wie er z.B. fiir das ESES-Syndrom charakteristisch ist. Ein konvulsiver,
z.B. tonisch-klonischer, Status epilepticus stellt klinisch einen Notfall dar, der der
sofortigen intensivsten Behandlung zur Unterbrechung desselben bedarf, da er sonst
mit einer hohen Mortalitat und bleibenden neurologischen Ausfallen assoziiert ist.
Von einer Reihe von Epileptologen wurde vorgeschlagen, die Klassifikation aufgrund
der iktalen Semiologie der Anfalle aufzubauen ((113),(126)).

Neben der Klassifikation der Epilepsie der ,Commission on Classification and
Terminology of the International League Against Epilepsy* (1) gibt es noch die
Klassifikation der Epilepsie und Epilepsiesyndrome von 1989 (2). Diese benutzt zur
Aufteilung der verschiedenen Epilepsien zwei Merkmale: die Lokalisation (fokale und
generalisierte Epilepsien) und die Atiologie (idiopathisch, symptomatisch, kryptogen).
Symptomatische Epilepsien zeigen bekannte Hirnlasionen als Ursache; idiopathische
Epilepsien haben wahrscheinlich genetische Dispositionen als Ursache und bei
kryptogenen Epilepsien ist die Ursache verborgen; es wird jedoch vermutet dass sie
symptomatischer Atiologie sind. (s.(2) und Tabelle 22).

1.6. Diagnose

FUr die Diagnose der Epilepsie ist neben der Anamnese (die genaue
Anfallsanamnese), der kdrperlichen Untersuchung einschlieBlich des neurologischen
Status, die Durchfiihrung von EEGs wichtig. In erster Linie ist die Diagnose einer
Epilepsie jedoch eine klinische. Neben der Bestatigung bzw. dem Ausschluss, dass
es sich bei den paroxysmalen Ereignissen um eine Epilepsie handelt, wird versucht,
die Epilepsieform und falls méglich die Ursache ndher zu klassifizieren, da dies
Auswirkungen auf die Behandlung haben kann (s.u. Punkt 2).

Neben einem Wach-EEG werden zumeist auch provozierende MaBnahmen wie
Hyperventilation, Photostimulation im Rahmen des Routine-EEGs und Schlafentzug
fir das Schlaf-EEG durchgefiihrt. Bei 30 — 50% der Patienten ohne epilepsietypische
Potentiale (ETP) im Wach-EEG kommt es zur Aktivierung dieser im Schlaf-EEG
(153). Das EEG kann interiktal ETPs in Form von generalisierten Spike-Waves oder

Polyspike-Waves oder fokalen Spikes zeigen. Es kdnnen sich iktale Muster finden,
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z.B. rhythmische Muster. Daneben gibt es die Méglichkeit von Verlangsamungen
fokaler oder generalisierter Art als Ausdruck einer Hirnfunktionsstérung oder Hinweis
auf eine lasionelle Schadigung.

Zum Ausschluss von Differentialdiagnosen (siehe dort) dienen unter anderem die
Laborchemie, das Elektrokardiogramm (EKG), ggf. die Lumbalpunktion und die
bildgebende Diagnostik wie Schadelsonographie oder Magnetresonanztomographie
(MRT). GemaB der ILAE Neuroimaging Commission 1997 (6) sollte ein MRT auch in
folgenden Fallen durchgefiihrt werden:

e Verlust der Anfallsfreiheit wahrend der Einnahme von AED
e Fehlende Anfallsfreiheit mit AED der 1. Wahl

e Nachweis eines fixierten fokalen Defizits bei der neuropsychiatrischen
oder neurologischen Untersuchung

e Fokaler Beginn eines Anfalls auf Grund der Anamnese oder des EEGs
(in jedem Lebensalter)

e Falls unklassifizierte oder generalisierte Anfélle im 1. Lebensjahr oder im

Erwachsenenalter beginnen

Gerade im Rahmen der Abklarung einer epilepsiechirurgischen
Interventionsmoglichkeit werden das héchstauflésende MRT, und die funktionelle
Bildgebung, wie funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT),
Positronenemissionstomographie (PET), Single-Photon-Emissions-
Computertomographie (SPECT), Magnetenzephalographie (MEG) oder
Magnetresonanzspektroskopie (MRS) zur Lokalisation der epileptogenen Lasion und
ihrer Beziehung zu Hirnregionen mit héherer Funktion, wie z.B. Sprache oder
Motorik, durchgeflhrt.

Sind die Differentialdiagnosen ausgeschlossen und steht die Diagnose Epilepsie,
mussen vor dem Beginn der antikonvulsiven Behandlung einige Blutwerte, je nach
dem einzusetzenden Medikament, bestimmt werden (wie z. B. Leber- und

Nierenwerte, Amylase, Blutbild, Gerinnung etc.).
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1.7. Differentialdiagnose

Differentialdiagnosen der Sturzanfélle sind Kataplexie, Drop attacks, synkopale
Anfalle oder psychogene Anfalle. Bei Kindern missen in die Differentialdiagnose der
Epilepsie auch Affektkrampfe, Apnoen und Zyanose bei gastroésophagealem Reflux,
benigner paroxysmaler Schwindel des Kleinkindesalters, paroxysmale motorische
Phanomene (Hyperekplexie, Tics oder Spasmus nutans), nachtliche bzw.
schlafbezogene episodische Ereignisse (Pavor nocturnus, Schlafwandeln) und das
Munchhausen-Syndrom und das Minchhausen- Syndrom-By-Proxy mit einbezogen

werden. Des weiteren sollte an komplizierte Migraneformen gedacht werden ((167),

(7))

1.8. Verlauf und Prognose

Far die Mehrheit der Patienten ist der Verlauf der Epilepsie glinstig. 40% werden
durch die primare Therapie anfallsfrei (167), 2/3 erreichen eine 5-Jahres-Remission
10 Jahre nach der Diagnosestellung. Prognostisch schlechte Faktoren sind friher
Beginn der Anfélle (<1. Lebensjahr), hohe Anfallsfrequenz vor Therapiebeginn,
Fieberkrampfe in der Vorgeschichte, die Anfallsart (60% der therapieresistenten
Epilepsiepatienten haben Partialanfalle) und eine strukturelle Hirnlasion ((99), (141)).
Bei Patienten mit idiopathischen Epilepsien ist die Remissionsrate fir die generali-
sierten Epilepsien héher als fir die fokalen. 85% der Patienten mit generalisierten
tonisch-klonischen Anféllen und 80% der Absencenepilepsien waren nach 20 Jahren
anfallsfrei, wohingegen nur 65% der komplex-fokalen Epilepsien anfallsfrei waren. Je
junger die Patienten mit einer idiopathischen Epilepsie waren, umso wahrscheinlicher
wurden sie anfallsfrei (12).

Hinsichtlich der Mortalitat ist diese bei Epilepsiepatienten im Vergleich zur
Normalbevélkerung um das 2-3-fache erhéht ((33),(65)). Des weiteren gibt es bei
Epilepsiepatienten den plétzlich unerwarteten Tod bei Epilepsie (SUDEP), der nicht
durch einen Unfall oder ein Trauma ausgeldst wird, nicht in Verbindung mit einem
Status epilepticus steht und bei dem die Obduktion keinen Hinweis auf eine
anatomisch-strukturelle oder eine toxikologische Ursache fiir den plétzlichen Tod gibt
(124). Im Kindesalter stellt SUDEP ein sehr seltenes Ereignis dar (27).
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2. Therapie

2.1. Allgemeiner Uberblick

Die Behandlung einer Epilepsie bedarf eines multimodalen Konzeptes. Ein wichtiger
Aspekt ist die Aufklarung und Beratung des Patienten und seines persénlichen
Umfeldes. Damit lassen sich die Compliance des Patienten hinsichtlich seiner
medikamentdsen Therapie verbessern, anfallsauslésende Situationen, wie z.B.
Schlafentzug, Alkohol o. &. kbnnen vermieden werden und es ist ein wichtiger Schritt
zur Krankheitsverarbeitung getan. Den Patienten wird gezeigt, wie ein
Anfallskalender gefuhrt wird, in welchem wichtige Aspekte wie Anfallsfrequenz,
Intensitat der Anfélle und Anfallsart flir die medikamentdse Therapie notiert werden
und der gleichzeitig verhaltenstherapeutischen Wert hat. Fir Erwachsene (MOSES)
und Kinder (FAMOSES) wurden modulare Schulungsprogramme entwickelt und
erfolgreich eingesetzt.

Die Pharmakotherapie hat als Ziel, die Anfallsfreiheit zu erreichen, mit keinen oder
nur geringen Nebenwirkungen, ohne dass sie dabei die Ursache der Epilepsie heilt.
Dabei unterscheidet man die Akuttherapie zur Unterbrechung eines akut
auftretenden Anfalls von der Langzeittherapie.

In der Akuttherapie werden bevorzugt Benzodiazepine verwendet, da sie schnell die
Blut-Hirn-Schranke (BHS) Uberschreiten und die Wirkung dadurch schnell eintritt.

Dem gegenulber steht die Langzeittherapie. Vor deren Beginn sollten mit dem
Patienten ausfuhrlich die Vor- und Nachteile der medikamentdsen Therapie erlautert
werden.

Fir eine medikamentdse Therapie wird man sich entscheiden bei einem hohen
Wiederholungsrisiko fiir einen epileptischen Anfall. Abhéngig von der Atiologie, die
das Risiko fur einen erneuten epileptischen Anfall mitbestimmt, wird teilweise nicht
sofort nach dem ersten epileptischen Anfall behandelt, sondern zunachst noch das
Auftreten eines weiteren epileptischen Anfalles abgewartet.

Der Goldstandard der Pharmakotherapie ist die anfalls- und syndrombezogene
Monotherapie in fir den Patienten optimaler Dosierung. Dabei sind die
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Pharmakokinetik, die Wirksamkeitsdaten, das Nebenwirkungsprofil, das Lebensalter
des Patienten, Begleiterkrankungen und die Compliance des Patienten genauso zu
berlcksichtigen wie auch die mentale Entwicklung und eventuelle psychische

Auffalligkeiten des Patienten und die Kosten der Therapie.

In der Polytherapie sollten mdglichst AED miteinander kombiniert werden, die einen
unterschiedlichen Wirkmechanismus zeigen und sich in ihren Nebenwirkungen nicht
gegenseitig potenzieren. Deshalb sollten AED mit einem hohen Potential fur

pharmakokinetische Interaktionen mdglichst nicht eingesetzt werden.

Bei der Kombination von Medikamenten gibt es verschiedene Méglichkeiten der
Wirkung:

e additive Wirkung = Wirkung der Medikamente addieren sich

e supraadditive Wirkung = Wirkung der Medikamente potenzieren sich

e infraadditive Wirkung = Wirkung der Medikamente heben sich teilweise auf

Eine optimale AED-Kombination zeigt supraadditive Wirkung bei infraadditiven

Nebenwirkungen.

Vor dem Beginn der antikonvulsiven Behandlung missen diejenigen Blutwerte
bestimmt werden, auf die das einzusetzende AED einen Einfluss haben kann (wie z.

B. Leber- und Nierenwerte, Amylase, Blutbild, Gerinnung etc.).

Die Bestimmung des Serumspiegels des AED wird in Fachkreisen kontrovers
diskutiert. Fir die konventionellen AED (Phenytoin, Valproat etc.) gibt es aus
langjahriger klinischer Erfahrung therapeutisch optimale Serumspiegel. Diese liegen
fir die neueren AED (z.B. Levetiracetam, Topiramat etc.) nicht vor. Daneben ist es
noch nicht sicher, ob es eine enge Korrelation zwischen klinischer Wirkung und
Serumspiegel gibt, so dass die neuen AED zu meist nach klinischem Ansprechen
dosiert werden. Sollte der Medikamentenspiegel bestimmt werden, so geschieht dies
als Nuchternspiegel vor der nachsten Gabe. Beim Auftreten von Nebenwirkungen
zum Nachweis der Dosisabhangigkeit wird teilweise der Medikamentenspiegel
bestimmt. Weitere Indikationen sind der Verdacht mangelnder Compliance, bei
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eingeschrankter Resorption (z.B. Diarrhoe), bei fehlender Anfallsfreiheit und bei
Medikamenteninteraktionen.

Bei langer bestehender Anfallsfreiheit, meistens ab zwei Jahren, kann daran gedacht
werden das AED abzusetzen. Dabei sollten in die Entscheidung das Risiko fr ein
Anfallsrezidiv und dessen mdgliche Auswirkungen auf das Leben des Patienten mit
einbezogen werden. Die American Academy of Neurology hat nach Auswertung von
53 Studien, welche im Zeitraum von 1967 — 1991 publiziert worden waren, eine
Anfallsrezidivrate fir Erwachsene von 39% und fir Kinder mit 31% berechnet. Die
beste Prognose bezlglich Anfallsrezidiv nach Absetzen des AED hatten Patienten
mit einer Anfallsfreiheit unter AED-Therapie von 2 — 5 Jahren, mit nur einem
Anfallstyp (generalisiert oder fokal), mit einem normalisierten EEG, mit einem
unauffalligen neurologischen Befund und normaler Intelligenz (4).

In der Behandlung von vor allem pharmakoresistenten Epilepsien kommen neben
den Antiepileptika auch Corticosteroide, Adrenocorticotropes Hormon (ACTH)
und Immunglobuline sowie die ketogene Diat zum Einsatz. ACTH und
Corticosteroide werden vor allem bei therapieschwierigen Formen des West-
Syndroms (BNS-Anfélle), beim Landau-Kleffner-Syndrom und als Medikament der
weiteren Wahl beim Lennox-Gastaut-Syndrom und beim Doose-Syndrom
(myoklonisch-astatische Epilepsie) eingesetzt.

Péchadre und Kollegen beobachteten zuféllig bei epileptischen Kindern, die eine
allergische Rhinitis hatten, eine Verbesserung der Epilepsie durch intramuskulare
Immunglobulintherapie (129).

Bereits in den friiheren Jahrhunderten fiel der positive Einfluss des Fastens auf die
Anfallsfrequenz auf. Mittels der ketogenen Diét, einer fettreichen, kohlenhydrat- und
eiweiBarmen Diat wird eine anhaltende Ketose erreicht und der Effekt des Fastens
nachgeahmt.

Eine weitere Saule in der Epilepsiebehandlung ist die epilepsiechirurgische
Option. Lasst sich eine epileptogene Lasion ausmachen, besteht Pharmakoresistenz
(s. u. 4) und eine nicht zu akzeptierende Auswirkung der Anfélle auf Kognition und

Verhalten, sollte eine epilepsiechirurgische Behandlung erwogen werden.
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Eine weitere Therapieoption stellt die Implantation eines Schrittmachers des N.
vagus dar. Hierzu wird, wie bei einem Herzschrittmacher, unter die Haut der
vorderen Thoraxwand ein elektrischer Stimulator implantiert, dessen Elektrode zum
linken N. vagus im Halsbereich zieht. Uber einen Magneten, der von auBen
aufgesetzt wird, und mit Hilfe eines Computers kénnen Stromstérke, On-/Off-Zeiten,
Impulsdauer und Signalfrequenz eingestellt werden (121).

2.2. Antiepileptika

Zur Behandlung der Epilepsie gibt es verschiedene AED. AED kbénnen je nach ihrer
Wirkungsweise spannungsabhangige lonenkanale modulieren (z.B. Natrium-,
Calcium- oder Kaliumkanéle), verstarkt an der Synapse hemmen (z.B. Verstarkung
der Wirkung von GABA) oder die synaptische Erregung blockieren (z.B. Blockade der
Glutamat-Rezeptoren).

Abhéangig von dem Zeitpunkt lhrer Zulassung wird zwischen ,alten® und ,neuen® AED
unterschieden. Die so genannten ,neuen“ AED wurden nach 1985 zugelassen und
sind Felbamat (FBM), Gabapentin (GBP), Levetiracetam (LEV), Lamotrigin (LTG).
Oxcarbazepin (OXC), Tiagabin (TGB), Topiramat (TPM) und Zonisamid (ZOS). Sie
sind oft besser vertraglich und zeigen weniger Interaktionen mit anderen AED.

Entsprechend der Themensetzung dieser Arbeit wird nachfolgend ausfihrlich auf
diese AED eingegangen, die gemaR bisheriger Forschungsergebnisse von MDR1
transportiert werden ((31), (58), (73), (114), (116), (133), (134), (137), (144), (168)).
Levetiracetam scheint laut Tierexperimenten kein Substrat fir MDR1 zu sein (132).
Far die nicht aufgefihrten AED liegen bislang keine Berichte Uber den MDR1
Transport vor.
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AED Abkiirzung Wirkmechanismus MDR1 Substrat CYP450 Substrat
Carbamazepin CBz Na* Ja ((133),(144),(168)) Induktor
Felbamat FBM Na %, Ca **, Blockade NMDA-Rezeptor Ja (134) schwach enzyminduzierend ((11),(59))
Gabapentin GBP noch nicht geklart Ja ((114),(168)) keine Enzyminduktion
Lamotrigin LTG Na *, Ca **, hemmt Freisetzung von Ja (134) Keine Enzyminduktion
Aspartat und Glutamat
Levetiracetam LEV Bindet an das Synaptische Vesikelprotein Nein (132) keine Enzyminduktion
2a (SVP 2A), Bedeutung fiir
calciumabhangige Freisetzung von
Neurotransmittern
Oxcarbamazepin OXC bzw. OCBZ Na* Ja (116) keine oder nur schwache CYP450
Induktion ((11),(80),(95))
Phenobarbital PB Verstarkung der GABA-ergen Inhibition am | Ja (134) CYP 450 Induktion ((11),(38), (143),
Benzodiazepin- GABAa- Rezeptor- Komplex (183))
Phenytoin PHT Na* Ja ((137), (144)) Enzyminduktor von CYP 450 ((11),
(143),(183))
Primodon PRM Wie PB Ja (134) durch Metabolit PB ((143), (183))
Topiramat TPM Hemmung der glutamatabhangigen Ja (168) keine oder schwache Enzyminduktion
Exzitation, Na*, Hemmung der (145)
Carboanhydrase, Verstarkung der
GABAergen Inhibition
Valproinsaure VPA noch nicht eindeutig geklart; Verstarkung eventuell ((31), (58), (73)) keine oder schwache Enzyminduktion

der GABA-ergen Transmission, Ca**, Na*,
inhibitorische Wirkung auf thalamokortikale
Regelkreise

((63), (62))

Tabelle 2: Uberblick tiber die AED, die als MDR1 Substrate diskutiert werden

Legende: Ca ** = Hemmung spannungssensibler Calciumkanale; Na * = Blockade der spannungssensiblen Natriumkanéle
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3. Pharmakogenomik/ -genetik

3.1. Definition

Pharmakogenomik bedeutet die Erforschung des Genoms als Basis, um
Unterschiede im Ansprechen auf Medikamente der einzelnen Individuen darzulegen
(71). Das Genom besteht aus der gesamten Desoxyribonukleinsédure (DNA) und
deren Produkten (Ribonukleinsdure (RNA) und Proteine). Unter Pharmakogenetik
wird die Variabilitdt im Ansprechen auf Medikamente auf Grund erblicher Faktoren
bei verschiedenen Bevdlkerungsgruppen verstanden (71). Der Begriff wurde
erstmals in den 1950er Jahren verwendet ((34), (122)).

4. Pharmakoresistenz

4.1. Definition

Far die Pharmakoresistenz existiert keine prazise Definition (19). Die meisten
Epileptologen definieren eine refraktare Epilepsie im klassischen Sinne als das nicht
vorhandene Ansprechen auf mindestens drei Antiepileptika (AED) der ersten Wahl
fr das Epilepsiesyndrom, welche entweder nacheinander oder in Kombination
gegeben werden ((172) , (139)). Ein Therapieversagen auf AED liegt dann vor, wenn
entweder keine signifikante Reduktion oder gar ein Anstieg der Anfallsfrequenz unter
einem AED, welches in einer ausreichenden oder tolerablen Dosis Uber eine
ausreichende Zeit gegeben wurde, zu beobachten ist (139). Selbst wenn
verschiedene Kriterien genutzt werden, so stimmen doch die meisten Autoren darin
Uberein, dass ungefahr 30% der Epilepsiepatienten trotz richtiger Behandlung nicht
in eine Anfallsfreiheit, die langer als 5 Jahre anhalt, kommen ((99), (154)). Nach der
National Institutes of Health Consensus Conference von 1990 sind zwischen 10%
und 20% der Epilepsiepatienten pharmakoresistent. Auch die Entwicklung neuer
AED hat an diesen Zahlen nichts geandert. Die Wahrscheinlichkeit, nach dem
zweiten AED durch Einsetzen eines weiteren AED noch anfallsfrei zu werden, sinkt
auf unter 10% ((131), (139) ).
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Abbildung 1: Prozentsatz an Patienten, die mit 1 - 4 oder mehr AED anfallsfrei werden (aus
(48))

Prognostisch ungunstige Faktoren sind: friher Beginn der Anfélle ( <1. Lebensjahr),
hohe Anfallsfrequenz vor Therapiebeginn, Fieberkrampfe in der Vorgeschichte, die
Anfallsart (60% der therapieresistenten Epilepsiepatienten haben Partialanfalle) und
eine strukturelle Hirnlasion ((99), (141)).

Es gibt verschiedene Muster der Pharmakoresistenz, die beobachtet wurden. Zum
einen gibt es Patienten, die nie anfallsfrei werden. Eine weitere Patientengruppe
zeigt Phasen der Remission, welche sich abwechseln mit Phasen unkontrollierter
Anfalle. Die dritte Gruppe entwickelt im Verlauf der Therapie eine
Pharmakoresistenz, nachdem die Anfélle zuerst gut zu kontrollieren waren (154). Die
Mehrheit der pharmakoresistenten Patienten gehdrt nach Studienergebnissen der
ersten Gruppe an, da (wie schon erwahnt) die Wahrscheinlichkeit, nach dem zweiten
AED durch Einsetzten eines weiteren AED noch anfallsfrei zu werden, auf unter 10%
sinkt (116). In einer Studie von Brodie und Kollegen entwickelten 9 % der Patienten
mit einer neu diagnostizierten Epilepsie im Verlauf bei zunachst gutem

Therapieansprechen auf AED eine Pharmakoresistenz (101).
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Bevor ein AED als unwirksam und damit eine Therapieresistenz daflir angenommen
wird, sollte Uberprift werden, dass die Compliance des Patienten ausreichend war,
die Diagnose richtig gestellt wurde und somit keine pseudo-refraktare Epilepsie

vorliegt.

Welche Mechanismen fir die Entwicklung einer Pharmakoresistenz verantwortlich
sind, ist aktuell noch nicht geklart. Insgesamt liegt wahrscheinlich ein multifaktorieller
Prozess vor (100). Es gibt verschiedene Hypothesen. Zum einen eine Abweichung
der Ontogenese der Hirnreifung, zum anderen Epilepsie bedingte Verédnderungen
der Eigenschaften der Neurone, der Glia oder des neuronalen Netzwerkes, das
Kindling-Phanomen oder eine Reorganisation des kortikalen Gewebes aufgrund
einer Stérung der Sauerstoffversorgung durch Anfalle ((67), (141)). Eine Epilepsie
aufgrund einer zugrunde liegenden Hippokampussklerose und fokaler kortikaler
Dysplasie ist haufiger mit einer Therapieresistenz assoziiert und legt nahe, dass das
Ansprechen auf AED auch abhéngig ist von der zugrunde liegenden Pathologie
(100). Immer wieder auftretende Anfalle, z.B. im limbischen System, verursachen
anhaltende Veranderungen, die ihrerseits bei einer unguten Kombination von
Disinhibition und Hyperexcitabilitat erneute Anfalle auslésen kénnen. Dieses Modell
kénnte auch ein Phanomen flr sekundare Epileptogenese sein. Bei der Rasmussen
Encephalitis wurden Auto-Antikdrper gegen Glutamatsauredecarboxylase gefunden,
deren Bedeutung fir die Refrakteritat bislang noch nicht geklart ist (100).

Um das Phanomen der Therapieresistenz zu erklaren, werden derzeit hauptsachlich
zwei verschiedene Hypothesen diskutiert, die Pharmakodynamische Theorie und die
Pharmakokinetische Theorie.

4.2. Pharmakokinetische Theorie

In der Pharmakokinetischen Theorie ist die Hypothese, dass die AED nicht in
ausreichender Konzentration den epileptischen Fokus erreichen ((110),(171)). Da
pharmakoresistente Epilepsiepatienten den AED Blutspiegel im normalen
therapeutischen Bereich haben, wird angenommen, dass die Permeabilitat der BHS
bei Pharmakoresistenz verandert ist (42). Substanzen tUberqueren die BHS mittels
lipid-vermitteltem Transport von kleinen, nicht polaren Molekilen mittels freier

(passiver) Diffusion oder mittels katalysiertem Transport (111). Ein Schwerpunkt der
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pharmakokinetischen Theorie ist eine Verédnderung des katalytischen Transportes im
Sinne eines aktiven Ausflusses von AED durch die Uberexpression von ,Drug-
Transporter-Proteinen®.

So konnten Tierversuche eine Hochregulation von Multidrug Resistance Protein
(MRP) durch AED zeigen ((139), (155),(157)). Durch Kainat-induzierte Anfélle bei
Ratten konnte eine Hochregulation der Expression von Drugtransportern in Astroglia
und Kapillarendothelium gefunden werden ((139),(206)).

Bislang ist nicht geklart, ob der erhéhte Spiegel von MDR1 bei pharmakoresistenten
Epilepsiepatienten eine Konsequenz unkontrollierter Anfalle, der chronischen
Behandlung mit AED oder eine Kombination der beiden ist.

4.3. Pharmakodynamische Theorie

Die Pharmakodynamische Theorie geht davon aus, dass Anfalle zu einer
Veranderung der lonenkanéle fiihren sowie der Rezeptoren flr Neurotransmitter
oder der Transporter oder der metabolischen Enzyme, welche in die Aufnahme, die
Freisetzung oder die Verstoffwechslung der Neurotransmitter verwickelt sind (154).
So wiesen Brooks-Kayal et al. in einem Pilocarpin-Rattenmodell flr
Temporallappenepilepsie (TLE) nach, dass es nach einem abgelaufenen Status
epilepticus (SE) zu einer veranderten Expression von Untereinheiten des GABAa-
Rezeptors kommt und damit zu einer Veranderung in der Funktion (24). Daraus
kénnte dann eine verminderte Sensitivitat gegenliber Benzodiazepinen resultieren.
Remy et al. konnten an Hirngewebe von Epilepsiepatienten und am Tiermodell
zeigen, dass es dort zu einem Verlust des ,use-dependent” Blocks der Natrium-
Kanale kommt und damit zu einem Wirkungsverlust von CBZ (142).

Ein Nachteil dieser Theorie ist, dass sie nicht die Resistenz fur AED mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen erklaren kann, wie sie bei Patienten mit
therapierefraktarer Epilepsie vorliegt. Zusatzlich lieferten AED mit gleichem
Wirkmechanismus (z.B. PHT, CBZ, LTG) unterschiedliche Ergebnisse (154).
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5. Multidrugtransporter (MDR)

5.1. Biologische, genetische und biochemische Aspekte

1976 entdeckte Juliano bei der Erforschung der Multidrugresistenz in Krebszellen
den Multidrugtransporter (85). MDR, auch P-Glykoprotein (Pgp) bezeichnet, ist ein
transmembranéses Glykoprotein, welches ein aktives Efflux-System darstellt. Er
gehdrt zur ATP-binding cassette superfamily (ABC), daher auch als ABCB 1
bezeichnet. Bislang sind mindestens 48 ABC-Gene beim Menschen gefunden und in
Gruppen eingeteilt worden, wie ABCA (ABC1), ABCB (MDR/TAP), ABCC
(MRP/CFTR), ABCD (ALD), ABCE (OABP) und so fort. Mutationen in diesen
Proteinen sind fir eine Reihe genetischer Erkrankungen ursachlich z.B. MRP2-
Mutation beim Dubin-Johnson-Syndrom (102).

MDR setzt sich aus zweimal sechs transmembrandsen Abschnitten, zwei ATP-
Bindestellen und einem N- und einem C-Ende zusammen (151) (s. Abbildung 2).

N-glye.

ouT

ATP = ATP

Abbildung 2: Struktur des MDR1 (aus (10))

Das MDR-Gen wird in zwei Klassen eingeteilt, das Klasse | Gen, welches den Drug-
Transporter kodiert (bei Ratten mdr1a und mdr1b) und daneben das Klasse Il Gen,
welches flr einen Phosphatidylcholin-Transporter in den Gallengangen kodiert. Pgp
wird durch das MDR1-Gen auf Chromosom 792" kodiert (26), welches 28 Exone
umfasst, ein Protein von 1280 Aminosauren kodiert und aus 3843 Basenpaaren
besteht. Sein Molekulargewicht betragt 170 kDa ((41), (78)). Epithelzellen des
unteren Gastrointestinaltraktes (Jejunum, lleum und Colon), der Birstensaum der
Niere, Hepatozyten, die apikale Oberflache der Pankreasgange, in der Placenta, der
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Nebennierenrinde, einige hamatopoetische Zellen, CD 3**-
Knochenmarkstammzellen, einige T-Zellen und Makrophagen, sowie die luminale
Oberflache des Kapillarendothels im Gehirn exprimieren MDR1 ( (10), (18), (35),
(40), (106),(128)).

Das Verteilungsmuster von MDR1 legt nahe, dass es eine physiologische Rolle in
der Regulation des Eintritts bestimmter Stoffe in spezielle anatomische
Kompartimente einnimmt (35) und so den Kdrper vor natirlich vorkommenden
Toxinen und Xenobiotica schitzt (83); in dem es diese aktiv aus der Zelle
transportiert. Weitere Effluxtransporter neben MDR1 sind Multidrug Resistance
Proteine (auch genannt Multidrug Resistance-Related oder — Assoziierte Proteine
(MRP)), organische Anionentransporter (OAT), organische Anionen-transportierende
Polypeptide (OATP), organische Kationen Transporter (OCT), organische
Kationen/Carnitin Transporter (OCTN1) und Monocarboxylsdure Transporter (MCT).
Neben der Uberexpression von MDR1 an der BHS wurde auch eine Expression in
Neuronen und parenchymalen Astrozyten festgestellt. Hier kdnnte MDR1 diese
eventuell vor Apoptose schitzen ((117), (154), (200)).

Die meisten Medikamente, die Substrate fir MDR1 sind, haben ein Molekulargewicht
von 400Da und sind hydrophob, amphipatisch, haben ein oder mehrere aromatische
Ringe und sind teilweise bei physiologischem ph-Wert Katione ((78), (110)). Die
Transmembrandoméanen 5, 6 und 11, 12 sowie die extrazelluldre Schleife sind fur die
Interaktion mit den Medikamenten wichtig. Diese zwei Halften bilden das
Transportmolekil. Mittels ATP-Hydrolyse und 2 - 3 Molekilen ATP wird ein Molekl
transportiert (10). Von einigen Forschern wurde postuliert, dass MDR1 seine
Substrate anhand der Verteilung von Elektronen-Gebergruppen und der rdumlichen

Trennung erkennt (161).

Wie Inhibitoren wirken, ist bislang noch unklar. Es wird jedoch angenommen, dass
die Hemmung kompetitiv geschieht ((54), (102)). Fir MDR1 gibt es bislang drei
Generationen von Inhibitoren. Cyclosporin A und Verapamil als unselektive Hemmer
gehdren der ersten Generation an. Es wurden in der zweiten Generation selektivere
Hemmer fiir MDR1 entwickelt wie PSC 833 (= Valspodar; (186)), welche aber immer
auch noch einen inhibitorischen Effekt auf Cytochrom P450 zeigten. Erst die dritte
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Generation mit GF 120918 (49), VX710 (biricodar) oder Diarylimidazolabkémmlingen
zeigten selektive Hemmung von MDR1 ohne Effekt auf die Metabolisierung (110).

Das MDR1 Gen wird auch durch Umweltfaktoren beeinflusst. So fuhrt der
exzitatorische Neurotransmitter Glutamat, welcher eine wichtige Rolle in der
Epilepsie einnimmt, zu einer Hochregulation der Expression von MDR1 ((112),
(208)). Weiter wird MDR1 durch Hitzeschock (31), Sodiumbutyrat (106),
Proteinkinase- C- Agonisten (30), Hepatocarcinogene ((25), (57)) und fokale
Ischamien beeinflusst ((103), (147)).

5.2. MDR1- Uberexpression im Tiermodell fiir Epilepsie

Im Kainat-induzierten Epilepsiemodell an Ratten war eine voribergehende
Uberexpression von Pgp in Astroglia und weniger stark in kapillaren Endothelzellen
des Hippokampus zu beobachten (206). Auch Rizzi und Kollegen beobachteten im
Tiermodell der Temporallappenepilepsie einen vortibergehenden Anstieg der Pgp-
Expression in Kapillarendothelzellen, Astroglia und Neuronen (144). Daher wurde
hier davon ausgegangen, dass eher die Anfallsfrequenz als die Epilepsie fir die
gesteigerte Expression von Medikamententransportern verantwortlich sei. Dies ware
dann in Einklang zu bringen mit einer hohen Anfallsfrequenz vor Therapiebeginn als
Risikofaktor flr eine pharmakoresistente Epilepsie. Kwan und Kollegen beobachteten
eine Erh6hung der mdr1a RNA bis zu 7 Tage nach einem einzigen audiogenen Anfall
in Hirnregionen, die in die Anfallspropagation involviert waren (Mittelhirn und
Hirnrinde). Eine Beeinflussung durch ein Trauma oder durch Chemokonvulsantien
als Ursache der Pgp-Erhéhung konnte bei den audiogenen Anféllen ausgeschlossen
werden (103).

Eine Langzeitgabe von Phenobarbital, Phenytoin, Topiramat oder Lamotrigin fihrte
bei Ratten nicht zu einer erhéhten Expression von MDR1 im Gehirn ((111), (159),
(202)). Wang und Kollegen untersuchten in einem Kindling-Modell der Ratte die
Expression von Pgp und stellten fest, dass der Kindling Prozess als Ausdruck der
Epileptogenese, wie auch wiederholte Anfélle und AED die Expression von Pgp
beeinflussten (203). Volk und Kollegen untersuchten die Pgp-Expression am
Rattenmodell der Temporallappenepilepsie. Sie zeigten als erste, dass Ratten mit
therapieresistenten Anféllen sich signifikant von Ratten, deren epileptische Anfalle

gut zu behandeln waren, in der Pgp-Expression unterschieden. Unabhangig von
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einer moglichen Kapillarproliferation oder der Anfallsfrequenz zeigten die
therapieresistenten Ratten eine Uberexpression von Pgp in den
Kapillarendothelzellen der Blut-Hirn-Schranke. Dass die Pgp Uberexpression sich
unabhéangig von der Anfallsfrequenz verhielt, unterstitzt gleichzeitig die These von
genetischen Polymorphismen in diesem Gen, z.B. in der Promoter Region, welche
die Genexpression reguliert (199).

Die folgende Aussage von Léscher stellt die aktuelle Situation treffend dar:
LIt is difficult to know whether the over-expression of multidrug-transporter in
epileptogenic brain tissue is a major cause of resistance, or merely a secondary

effect of disease, i.e. an epiphenomenon.” (110)

5.3. MDR1- Uberexpression im epileptogenen Gewebe

Als Erster berichteten Tishler et al. (191) Uber eine gesteigerte Expression von

MDR1 im Hirnparenchym von Epilepsiepatienten und postulierten, dass die
Expression von Pgp auf Astrozyten zu einer niedrigeren AED-Konzentration im
Gehirn intraparenchymal fihren kénnte. AED, welche ins Gehirn gelangen, wirden
Uber die MDR1-tragenden Astrozyten direkt zu den Endothelzellen transportiert. Von
dort wiirde das Medikament dann direkt durch MDR1-exprimierende
Kapillarendothelzellen ins GefaBlumen zurlickgeleitet. Dieses hatte Serumspiegel
von AED im therapeutischen Bereich zur Folge, aber zu niedrige Konzentrationen um
die epileptischen Neuronen und deshalb weiter kontinuierliche Anfélle und

letztendlich eine Therapieresistenz zur Konsequenz.

Auch Sisodiya et al. berichteten tUber erhdhte Pgp-Expression in Gliazellen von
Hirnproben von Patienten mit kortikaler Malformation, welche eine haufige Ursache
therapieresistenter Epilepsien sind. Da hier die Patienten vor einem ersten
epileptischen Anfall und einer Exposition von AED gestorben waren, kann von einer
eher konstitutionellen als einer induzierten Uberexpression des MDR1 ausgegangen
werden (173).

Lazarowski et al. stellten einen Patienten mit Tuberdser Hirnsklerose (TS),
therapieresistenter Epilepsie und Pgp-Expression in TS-Zellen vor, sowie gleichzeitig

persistierend niedrigem PHT-Spiegel (105). Es wurde von einer erhdhten Expression
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sowohl von MDR1 als auch von MRP2 bei therapieresistenten Epilepsiepatienten
berichtet (42). MDR1 und MRP1 waren in reaktiven Astrozyten aus
epilepsiechirurgischen Resektaten mit fokaler kortikaler Dysplasie (FCD),
Dysembryoblastischem neuroepithelialem Tumor (DNET) und Hippokampussklerose
erhéht ((8); (174), (175)). Diese Erhéhung fand sich nur in epileptogenem Gewebe
und nicht in normalem Gewebe, was die neurotoxischen Nebenwirkungen

unabhangig von dem Ansprechen auf AED erklaren kénnte ((111), (174), (175)).

Die Gruppe von Aronica untersuchte Gewebe von 16 Patienten mit
Hippokampussklerose und fand eine Hochregulation von Pgp und MRP2 im
Kapillarendothel, was eine verstarkte Barrierefunktion nahe legt (14). Eine intensive
Antikérpermarkierung von Pgp konnten Lardizabal und Kollegen im Kapillarendothel,
in kleinen BlutgefaBen und reaktiven Astrozyten im Gewebe von Patienten mit
Hemispharektomie bei Rasmussenencephalitis beobachten (104).

Kubota und Kollegen zeigten an Resektaten von 13 Patienten nach selektiver
Amygdalo-Hippocampektomie eine diffuse Pgp-Expression nicht nur im
Hippokampus, sondern auch im Parahippokampus. Mittels Realtime-PCR (RT-PCR)
wurde ein erh6hter mRNA-Gehalt von MDR1, MRP1, MRP5 und MRP6 in
Endothelzellen von Epilepsiepatienten dargestellt. Damit zeigten sich komplexe
Expressionsverdnderungen der Multidrugresistanceproteine nicht nur im
Hippokampus, sondern auch im Parahippokampus und unterstitzen weiter die MDR-
Hypothese (96).

Marchi und Kollegen fanden MDR1 Uberexprimiert in BlutgefaBen, Astrozyten und
Neuronen von therapieresistenten Epilepsiepatienten. Im Vergleich zu ,normalen®
Astrozyten war der MDR1 vermittelte Medikamenten-Export in ,epileptischen”
Astrozyten gesteigert, bei gleichzeitig dort verbessertem Zelliberleben in
Anwesenheit von cytotoxischen Substanzen. Daher postulierten sie, dass MDR1 je
nach Position im Gehirn unterschiedliche Rollen spielen kénnte: Eine cytoprotektive
Rolle durch Parenchymexpression und eine verminderte AED Penetration mittels
Endothelzelliberexpression (117).

(s. Tabelle 3)
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Multidrugtransporter Giberexprimiert in

Multidrug- Epileptisches | Kapillar- Astrozyten |Neurone |Referenz
transporter Hirngewebe endothelzellen
(Protein oder Gen) |von
MDR1 Patienten + + + (8); (13),
(42), (173),
(174), (191)
Ratten (Kainat) |+ + + (160),
(198),
(200), (206)
Ratten ? + + (198)
(Pilocarpin)
Ratten + ? ? (138), (200)
(Kindling)
MRP1 Patienten - + + (13), (42),
(174), (175)
MRP2 Patienten + + ? (13), (42)
MRP3 Patienten - ? ? (42)
MRP5 Patienten + ? ? (42)
BCRP Patienten - - - (176)

Tabelle 3: Uberexpression von Multidrugtransportern in epileptogenem Hirngewebe (154)

5.4. Medikamente als Substrat fur MDR1

Knockout-Mause fiir MDR1 zeigten in Studien erhéhte Aufnahme von lipophilen

Medikamenten und konsekutiver Neurotoxizitat ((152), (153)). Studien mit kultivierten

Gehirnendothelzellen zeigten, dass Pgp potentiell in den Medikamententransport

involviert ist (151). Medikamente wie lvermectin, Loperamid oder Domperidone
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fihrten bei Abwesenheit von Pgp an der BHS zu einer verstarkten Sensibilitat
gegenilber diesen Substanzen. Die einfachste Erklarung dafir ware, dass MDR1
durch Verhinderung des Eintritts dieser Medikamente ins Gehirn auf der Ebene der
Kapillarendothelzellen deren interstitielle Fllissigkeitskonzentration reduziert (151).
Geschieht dies nicht, kommt es zu einer verstarkten Wirkung dieser Medikamente im
ZNS.

Dass auch AED aktiv von MDR1 transportiert werden, konnte in Rattenmodellen
belegt werden. Die ersten in vivo Daten fur einen AED-Transport von Pgp aus dem
Gehirn heraus gelangen Potschka et al. 2001 far PHT. Im weiteren Verlauf folgten
Daten fir die AED GBP, TPM, CBZ, PB, FBM und LTG als Substanzen fir MDR1
((133), (137), (138), (170); (168)) (s. Tabelle 4). Owen und Kollegen konnten anhand
von mdria/1b-Knockout-Mausen, Zellkulturen und DurchfluBzytometrie keinen
Transport von CBZ Gber MDR1 beobachten (127). VPA ist wahrscheinlich eher eine
Substanz fir MRP ((73), (110)).

MDR1-Transportiertes AED Literatur

CBZ (133), (144), (168); (170)
OXC (116)

FBM (134)

GBP (114), (151)

LTG (134)

PB (134)

PRM S. (134)

PHT (137), (144); (197)
TPM (168)

VPA ? (56), (58), (73)

Tabelle 4: MDR1-Transportierte AED (nach derzeitigem Wissenstand) (154)
Legende: VPA als MDR1 Substrat noch nicht genau geklart

Die Gruppe um van Vliet untersuchten an post-Status epilepticus (SE) Ratten den
Einfluss von Pgp auf die Pharmakoresistenz von PHT. Sie konnten zeigen, dass eine
fast vollstandige Anfallskontrolle mit der Kombination PHT und eines spezifischen
Pgp-Blockers (Tariquidar) erreicht werden konnte. Gleichzeitig zeigten sich eine Pgp-
Hochregulation im epileptischen Gewebe (140 — 200% im Vergleich zu Kontrollen)

und ein um 20% reduzierter PHT-Spiegel im Gehirn. Dies unterstiitzt weiter die
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Hypothese, dass pharmakoresistente Epilepsiepatienten von einer AED-Behandlung
in Kombination mit Pgp-Blockern profitieren kénnten (196).

Um die Pgp-Hypothese bei Epilepsiepatienten weiter zu Gberprifen, insbesondere ob
eine verringerte extrazellulare AED-Konzentration in den epileptischen Hirnregionen
besteht, untersuchten Rambeck und Kollegen als erste 22 Epilepsiepatienten mittels
intraoperativer Mikrodialyse. AnschlieBend wurde das epileptische Gewebe reseziert.
Zum Vergleich wurden auch die AED-Spiegel im Liquor (Subarachnoidalraum) und
im Serum bestimmt. Sie konnten die Hypothese wegen hoher intra — und
interindividueller Variabilitat der AED im Extrazellularraum (EZR) nicht ausschlieBen,
aber auch nicht unterstitzen. Tendenziell zeigten sich aber niedrigere AED-Spiegel
im EZR als im Liquor (140).

5.5. MDR1- Polymorphismen

Mickley et al. (119) berichteten als Erste von nattrlicherweise vorkommenden
Polymorphismen im menschlichen MDR1-Gen. Sie fanden zwei Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) in Exon 21 (G2677T) und 24 (G2995A). In den folgenden
Jahren wurde das gesamte MDR1-Gen weiter sequenziert und nach anderen
Polymorphismen gesucht. Dabei wurden unter anderem zwei synonyme SNPs
gefunden: C1236 T in Exon 12 und C3435T in Exon 26 ((70), (91)). Ganze
Gendeletionen, Single Nucleotide Deletionen oder Veranderungen der normalen
Transkription wurden nicht beobachtet. Es zeigte sich, dass MDR1 in hohem MaRe

polymorph ist (28).

Der Polymorphismus im Exon 21, welches an der intrazellularen Seite des Pgp
lokalisiert ist, ist eine nicht-synonyme Mutation, d.h. G wird entweder durch T
(G2677T) oder durch A (G2677A) ersetzt und flhrt dann zu einem
Aminosaureaustausch von Alanin im Kodon 893 (Ala 893) zu Serin oder Threonin. Im
Gegensatz dazu fihrt die C—T Transversion bei 3435 in Exon 26 zu keiner
Veranderung der Aminosauresequenz und sitzt an einer so genannten wobble-
Position. Interessanterweise sind G2677T/A und C3435T stark verbunden. Uber 90%
der Japaner (189), 62% der Europaischen Amerikaner (91) und 80% der
kaukasischen Deutschen haben gleichzeitig diese beiden SNP. Trotz diesem engen

linkage disequilibrium sind diese zwei SNPs G2677T/A und C3435T in ihrer
38



funktionellen Bindung zu anderen SNPs nicht identisch. So war G2677T/A ein
positiver Pradiktor flr die Entwicklung einer Tacrolimus Neurotoxizitat, C3435T
jedoch ein negativer Pradiktor. Sie legen damit einen funktionellen Unterschied der
beiden SNPs nahe (205). Interessant ware es zu erfahren, ob die drei groBen
Polymorphismen C1236T, G2677T/A und C3435T zu anderen polymorphen
Positionen in regulierenden Stellen fir den MDR1-Promoter in funktioneller
Beziehung stehen (78).

C3435T wurde in allen ethnischen Bevélkerungsgruppen gefunden, zeigte aber
erhebliche ethnische Unterschiede in der Frequenz (43 - 54% bei Kaukasiern; 34 —
63% bei Asiaten; 73 - 90% bei Afrikanern). Hinsichtlich des SNP G2677T/A im Exon
21 zeigen Kaukasier (57%) und Japaner (43%) eine ahnliche Frequenz, bei Indern
zeigt sich mit 34% ein Trend zu leicht niedrigerer Frequenz.

Hoffmeyer et al. berichteten als erste davon, dass C3435T mit einem reduzierten
intestinalen Pgp-Gehalt in Personen mit dem TT-Genotyp assoziiert sei (70). Diese
Ergebnisse konnten in anderen Studien bestatigt werden. So war die MDR1 mRNA
Expression in Leukozyten von Gesunden mit unterschiedlichen Genotypen an der
Position 3435 am héchsten in der CC-Gruppe und am niedrigsten in der TT-Gruppe,
mit Werten dazwischen in der Heterozygoten CT-Gruppe (68). Es ist dabei aber eher
unwahrscheinlich, dass C3435T aufgrund seiner Lokalisation in einer nicht
kodierenden nicht-Promoter-Region im MDR1-Gen direkt die MDR1 Expression
beeinflusst. Weit wahrscheinlicher ist es, dass dieser Polymorphismus verknUpft ist
mit bislang noch nicht identifizierten Veranderungen in der Region, die die
Expression kontrolliert, wie z.B. Promoter/Enhancer Region oder Sequenzen, die
wichtig fur die mRNA Processierung sind.

Hierzu fanden Soranzo et al. (178) 3 Intronstellen des MDR1 Gens, die mit dem
C3435T Polymorphismus assoziiert waren. An Intron IVS 26 + 80 fand sich eine T
nach C Transition. Dies fUhrte zu einem Verlust einer Bindestelle von Sp1, eines
bekannten ABCB1 Regulators (38). Ein weiteres Intron fand sich an IVS 25 + 3050.
Dort kam es zur G nach T Mutation und konsekutiv zu einer Generierung eines
neuen TATA-Bindeproteins (TBP), welches die ABCB1 Transkription durch p53
((125),(192)) hemmt. Die dritte Intronstelle war an Position IVS 25 + 5231. Dort
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wurde ein T durch ein C ersetzt und schuf dadurch eine NF-AT-Bindestelle, die mit
der gesteigerten Funktion des CC-Typs von C3435T assoziiert sein kdnnte. Diese
Funktionsaussagen der Intronstellen beruhen allerdings auf bioinformatischen
Analysen, die zu hohen Zahlen falsch positiver Aussagen fihren kénnen (178).

Auch Fellay et al. fanden eine Assoziation von TT-Genotyp und einer niedrigen
MDR1-Expression (52) in HIV1-infizierten Patienten, wahrend Siegsmund et al. dies
in nicht-krebsbefallenem Nierengewebe zeigen konnten (166).

Gegensatzliche Ergebnisse erzielten Nakamura et al. 2002. Sie fanden eine erhéhte
Expression des MDR1 in Duodenumproben in der TT-Gruppe (123) wie auch llimer
et al. in Blastenproben von Akuter Myeloischer Leukamie (AML)-Patienten mit dem
CC-Genotyp (Wildtyp). In der Studie von llimer et al. zeigte sich aber auch, dass
Patienten die homozygot flr den Wildtyp an irgendeinem Locus in Exon 12, 21 oder
26 waren, eine signifikant niedrigere Uberlebensrate mit einer héheren Riickfallrate
hatten. Aufgrund der Aktivitat von Pgp kdme es zu einer reduzierten intrazellularen
Konzentration von anticancer drugs. Zusammenfassend wurden in der Studie von
llimer unterschiedliche Pgp-Konzentrationen in unterschiedlichem Gewebe
gemessen, mit der Hypothese der unterschiedlichen Genregulation in den
verschiedenen Geweben bzw. Zellen (79).

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde das Augenmerk auf verschiedene
Patientengruppen mit Therapieresistenz gelegt. Es konnte eine signifikante
Korrelation zwischen dem TT-Genotyp von Patienten mit fortgeschrittenem
Brustkrebs und einer klinisch kompletten Remission auf préaoperative Chemotherapie
festgestellt werden (86). Bei Patienten mit ulcerativer Colitis fand sich eine signifikant
héhere Frequenz von T3435-Allelen und Homozygoten fir das T-Allel gegenlber
Kontrollen, so dass die Schwéache der Barrierefunktion des Darmes bei T3435-
Personen diesen Genotyp empfanglicher fir eine ulcerative Colitis macht (158). Auch
in anderen Krankheiten wie rheumatoider Arthritis trug ABCB1 zu Pharmakoresistenz
bei (109).

Gegensatzliche Ergebnisse berichteten Morita und Kollegen. Sie konnten an LLC-
PK1 Zellen keinen Einfluss von MDR1 Polymorphismen an den Positionen G2677T/A
und C3435T gegentber dem Wildtyp auf die Transporteigenschaften beobachten
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(120). Die von Chowbay und Mitarbeitern durchgefiihrte Metaanalyse zeigte keinen
herausragenden Einfluss des SNP C3435T auf die Pharmakokinetik von Digoxin
oder die MDR1 mRNA Expression (32).

Bei Epilepsiepatienten untersuchten Siddiqui et al. den SNP C3435T bei 315
Epilepsiepatienten (200 therapieresistente Patienten). Therapieresistente Patienten
hatten signifikant haufiger den CC-Genotyp, der TT-Genotyp trat signifikant haufiger
in der Gruppe der drug-responsive Epilepsiepatienten auf (165). Tan et al.
versuchten vergeblich dieses Ergebnis an 401 therapieresistenten Epilepsiepatienten
und 208 Kontrollpatienten zu bestatigen (188). Auch Sills et al. fanden bei 230
therapieresistenten Epilepsiepatienten und 170 Kontrollpatienten keine Korrelation
zum C3435T Polymorphismus (169). Kwan und Kollegen fanden in 746 Han
Chinesen mit Epilepsie eine Assoziation des MDR1 TT-Genotyps mit einer
pharmakoresistenten Epilepsie und auch Hung et al. zeigten einen EinfluB der MDR1
Polymorphismen G2677T und C3435T auf das Therapieansprechen bei
Epilepsiepatienten ((75), (98))

Zimprich und Kollegen untersuchten bei 210 Patienten mit pharmakoresistenter TLE
die drei SNPs in Exon 12, 21 und 26. Es fand sich ein starkes linkage disequilibrium
zwischen diesen drei SNPs und von den acht mdglichen Haplotypen-Kombinationen
wurden nur drei Haplotypen mit einer Frequenz >3% beobachtet (CGC, TTT und
CGT). Hierbei korrelierte der Haplotyp CGC mit der Pharmakoresistenz (209). Im
Gegensatz dazu beobachteten Seo und Mitarbeiter bei therapieresistenten
japanischen Epilepsiepatienten haufiger den TT-Genotyp des C3435T-
Polymorphismuses und des G2677T/A-Polymorphismuses. Ebenso war der TTT
Haplotyp von C1236T, G2677T/A und C3435T signifikant haufiger in der Gruppe der
therapieresistenten Epilepsiepatienten. Die im Vergleich zu europaischen
Ergebnissen widersprichlichen Befunde wurden mit ethnischen Unterschieden
erklart. Einschrankend ist hier jedoch anzumerken, dass nicht alle Ergebnisse nach
der Bonferroni Korrektur noch signifikant blieben (162).
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6. Ziel und Zweck der vorliegenden Untersuchung

Die biologische Ursache fir Pharmakoresistenz ist bislang ungeklart. Neben dem
Epilepsiesyndrom werden auch die Atiologie und die morphologischen
Veranderungen z.B. im Hippokampus oder auf der Ebene der
Neurotransmitterrezeptoren in Betracht gezogen. In den letzten Jahren ist der
Multidrugrezeptor MDR1 zunehmend in den Blickpunkt des Interesses gertckt.
Zunachst konnte hierdurch die Pharmakoresistenz bei Krebspatienten in einigen
Fallen erklart werden. Im weiteren Verlauf wurde diese Effluxpumpe auch an der
Blut-Hirn-Schranke lokalisiert, es fand sich eine Uberexpression im Hirngewebe von
Epilepsiepatienten und einige AED waren Substrate fiur MDR1. Widersprlchliche
Ergebnisse liegen vor bezlglich einer mdglichen Assoziation von SNP des C3435T

MDR1 mit Pharmakoresistenz bei Epilepsiepatienten.

Hypothese:

Da der Phanotyp des Genpolymorphismus stark mit dem Genotyp korreliert (194),
kénnte durch Bestimmung des Genotyps eine Wirksamkeits- und/oder eine
Vertraglichkeitsabschatzung hinsichtlich der medikamentésen Therapie mdglich sein.
Idealerweise kann durch einen geeigneten Gentest die individuelle Ansprechrate vor
Initiierung der Therapie besser abgeschatzt und so schwerwiegende
Nebenwirkungen vermieden werden.

Korrelationen mit dem Outcome und Genotyp sind bei Therapien mit Antiepileptika
wenig durchgefihrt worden. Folglich sollte mit dieser Studie geprtift werden,
inwieweit mit Bestimmung der genetischen Varianten im Medikamenten-Transporter
MDR1 die Wirkung und die empfundenen Nebenwirkungen von antiepileptischen
Therapien abgeschatzt werden kénnen.

In Anlehnung an die Studie von Siddiqui und Kerb (165) sollten folgende Fragen

geklart werden:
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Fragestellung:
e Koénnen Korrelationen des Genotyps des Patienten mit Nebenwirkungen,

der Wirkung und dem Outcome der Therapie gebildet werden?

e Wirde eine Feststellung des Genotypes vor der Initiierung einer
Langzeittherapie einen Benefit flir den Patienten bedeuten?

43



IV.

Spezieller Teil

1. Patienten

Im Zeitraum von Juli 2004 bis September 2005 wurden im Behandlungszentrum
Vogtareuth, Abteilung Neuropadiatrie, Patienten fiir die Studie rekrutiert. Nach
positivem Votum der Ethikkommission der Bayerischen Landesérztekammer erfolgte
die genetische Untersuchung.

Einschlusskriterien waren Patienten mit laufender oder neu begonnener

antiepileptischer Therapie in Monotherapien oder Kombi-Therapien.

Ausgeschlossen von der Untersuchung wurden Patienten mit gleichzeitig laufenden,
die antiepileptische Therapie stark beeinflussenden medikamentésen Therapien,
Patienten mit schweren chronischen infektiésen Erkrankungen wie Hepatitis oder
HIV, bedeutenden Herz-, Lungen-Stoffwechselerkrankungen, die das Outcome und
die Vertraglichkeit von Medikamenten stark beeinflussen, maligne Erkrankungen,
Polymedikation und Drogen- oder Alkoholmissbrauch.

Als Einschlusskriterien flir die Patienten der Studiengruppe wurden folgende Punkte
definiert:

e Vorbehandlung mit mindestens 3 AED ohne Anfallsfreiheit
¢ nicht anfallsfrei (mehrere Anfalle pro Woche)
e und/oder EEG zeigt Paroxysmen

e oder/und Z. n. epilepsiechirurgischem Eingriff

Fir die Patienten der Kontrollgruppe mussten folgende Einschlusskriterien erfllt
sein:
e hdchstens 3 AED und mit dem 3. AED musste anhaltende Anfallsfreiheit
erreicht worden sein
e anhaltend anfallsfrei fir mindestens 6 Monate

e EEG zeigt keine Paroxysmen
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In der Studiengruppe konnten 160 Patienten rekrutiert werden (mittleres Alter: 11
Jahre; 91Jungen); die Kontrollgruppe bestand aus 71 Patienten (mittleres Alter: 12,3

Jahre; 39 Jungen).

Die Daten wurden mittels eines standardisierten Fragebogens erhoben. Damit
entspricht die Untersuchung einer erweiterten Anwendungsbeobachtung mit

Laborkontrollen als retrospektive Kohortenstudie.

1.1. Durchfiihrung

Nach Mitteilung durch das arztliche Personal wurde die Patientenauswahl durch den
Studienarzt durchgefihrt. Die Eltern / gesetzlichen Vertreter erhielten einen
Aufklarungsbogen, in dem Sie Uber Sinn und Zweck der Studie aufgeklart und um
Einverstandnis gebeten wurden. Falls die Patienten im Schulalter waren und kognitiv
in der Lage waren, die Studie zu verstehen, erhielten sie ebenfalls einen speziell fur
Kinder entworfenen Aufklarungsbogen. Bei Zustimmung wurde der Krankenstatus
des Patienten erhoben und im Rahmen der Routineblutentnahme zusétzlich 2 — 4 mi
EDTA-Blut fir die genetische Untersuchung abgenommen. Der Patient bzw. die
Eltern / gesetzlichen Vertreter erhielten einen anonymisierten Fragebogen, den sie,
gegebenenfalls mit Hilfe des Arztes, ausfillten und in dem Fragen zur Anamnese,
Behandlung der Epilepsie und Wirkung bzw. Nebenwirkung gestellt wurden.

1.2. Datenschutz

Die Erfordernisse des Datenschutzes verlangen die Einrichtung getrennter
Personendaten- und Parameterdateien. In einer getrennten Datei auf einem mobilen
Datentrager (ZIP) wurden die Studiennummer, Name, Vorname, Buchstabencode
zur Anonymisierung und Geburtsdatum erfasst. Auf den Frageb6gen wurden nur die
Studiennummer und das Geschlecht notiert. Die Parameterdatei beinhaltet die
Studiennummer, Buchstabenabfolge und das Geburtsjahr. Somit waren die einzigen
redundanten Daten die Studiennummer, der anonymisierte Buchstabencode und das
Geburtsjahr, welche zur Vermeidung und Erkennung von Erfassungsfehlern bei der
Auswertung wichtig sind. In der Aufklarung wurden alle Patienten bzw. Eltern/
gesetzlichen Vertreter ber die Anonymitat der Auswertung mit Vor- und Nachteilen

informiert.
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1.3. Datenverarbeitung und Statistik

Die Information der Fragebégen wurde in eine eigens erstellte Access-Datenbank
eingegeben. Nach Abschluss der Erfassung wurden die anonymisierten Daten in
Excel exportiert, mit den genetischen Daten gekoppelt und anschlieBend in das
Statistikprogramm SPSS (Version 12) zur weiteren Auswertung Uberfihrt und

ausgewertet.

Zur Uberpriifung des Vorliegens eines statistisch signifikanten Unterschiedes
zwischen den verschiedenen MDR1-Polymorphismen wurden Vier-Feldertafeln
erstellt und der Chi>-Test, bei kleiner Fallzahl der Fisher-Exact-Test, mit dem
Programm Instat 3 durchgeflhrt. Als Signifikanzniveau wurde p< 0,05 festgelegt.
Wurde mehrere Testungen durchgefihrt, wurde zur Vermeidung der Akkumulation

des alpha-Fehlers die Korrektur nach Bonferroni durchgefihrt.

Die Beschreibung der genetischen Assoziationen erfolgte in Relation zum Hardy-
Weinberg- Gleichgewicht fir genetische Untersuchungen an Populationen (s.

Anhang fur Definition).

1.4. Gestaltung des Fragebogens

Zur Erhebung der Daten wurde ein Fragebogen entwickelt, der die verschiedenen
derzeit diskutierten Risikofaktoren flr eine therapierefraktare Epilepsie beinhaltete.
Zusatzlich wurden allgemeine Fragen zur Familienanamnese, der familidren Herkunft
bis in die zweite Generation zuriick (da dies Auswirkungen auf die Verteilung von
genetischen Polymorphismen haben kann), sowie die Medikamentenanamnese

erhoben.

Insgesamt wurden 24 Fragen gestellt, die folgende Themen abdeckten:

e (Geschlecht

e Gewicht
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e Familie:

Herkunftsland: Vater, Mutter, GroBeltern véterlicher und

mutterlicherseits
Erbliche/chronische Erkrankungen in der Familie
Epilepsie/Fieberkrampfe in der Familie
e Epilepsieanamnese des Patienten:
e Fieberkrampfe in der Vorgeschichte
e Erstmanifestation der Epilepsie mit erstem Anfall
e Erstdiagnose Epilepsie
e Epilepsie-Syndrom
e Auf welches Medikament erfolgte eine Toleranzentwicklung?
e Veranderung der Anfallssituation durch Fieber oder Antibiotika?
e Begleiterkrankungen (z.B. Hochdruck, Diabetes, Asthma, ...)
e Aktuelle Therapie:
Aktuelle antiepileptische Therapie mg/Dosis/kgKG
Aktuelle Begleittherapie
e Bisher eingesetzte AED in tabellarischer Form inklusive
Dosis,
Spiegel,

Wirksamkeit (hier erfolgten die Angaben in 25% Stufen
hinsichtlich Anfallsreduktion bzw. EEG-Verbesserung),

Nebenwirkungen,
Therapiezeitraum und Grund des Absetzens
e Besonderheiten aus der Vorgeschichte
e Genauere Beschreibung der Nebenwirkungen der AED

e Veranderungen von Blutbild oder Leberwerten
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e Absetzungsgrund

e Sonstiges: eine Freitexteingabe war mdglich
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2. Methodik

2.1. Isolierung von humaner genomischer DNA aus EDTA-Blut

Humane genomische DNA wurde mit Hilfe eines Kits der Firma Qiagen isoliert.
Zunéachst wurde die DNA an eine Silica-Gel-Membran gebunden, anschlieBend
gewaschen und dann eluiert. Bei hohen Konzentrationen von chaotropen Salzen, die
den hydrierten Molekulen Wasser entziehen, wurden Nukleinsduren an die Silica-
Gel-Membran gebunden. Im nachsten Schritt wurden die Polysaccharide und
Proteine, die nicht absorbieren konnten, entfernt. Die Nukleinsdure wurde nach
einem Waschschritt unter Niedrigsalzbedingungen eluiert.

Lésungen:
e QiAmp DNA Blood Kit: Quiagen, # 51106

Zusatzlich wurden bendtigt:
e 96 — 100% Ethanol

e 1,5 ml ReaktionsgeféaBe, DNA-frei (Biosphere Micro Tube/Sarstedt/ #
72.690200)

e Pipettenspitzen mit Filter (Sarstedt)
e Mikrozentrifuge (Biofuge Primo von Heraeus)

e Metallblock (Thermomixer comfort von Eppendorf)

Durchflhrung:

Die Proben und Reagenzien wurden auf Raumtemperatur gebracht. Die Reagenzien
wurden entsprechend der Bedienungsanleitung des Kits vorbereitet und der
Metallblock vortemperiert.
In ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefa3 wurden 20 pl Qiagen Protease pipettiert und
anschlieBend 200 ul EDTA-Blut zugegeben und mit 200 pl des Lysepuffers versetzt.
Dieses Gemisch wurde fiir 15 sec. gevortext. AnschlieBend wurde der Probenansatz
bei 56 °C 10 Minuten inkubiert, um die maximale Ausbeute zu bekommen. Zur
Inaktivierung infektiésen Materials erfolgte eine weitere Inkubation bei 70 °C fir 15
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Minuten. Die Proben wurden zwei Minuten bei 8000 UPM zentrifugiert, bevor 200 ul
Ethanol zugegeben wurde. AnschlieBend noch einmal fir 15 sec. gevortext und zwei
Minuten bei 8000 UPM zentrifugiert. Das Lysat wurde auf die QlAamp-Saule
gegeben und zwei Minuten bei 8000 UPM zentrifugiert. Das Pellet wurde mitsamt
dem Eppendorfgefa verworfen und die S&ule auf ein neues Collection-Tube gestellt.
Die Saule wurde mit 500 ul Waschpuffer AW1 gewaschen und anschlieBend bei
8000 UPM far zwei Minuten zentrifugiert. Ein weiterer Waschschritt Glber einem
neuen Collection-Tube erfolgte mit 500 ul Waschpuffer AW2 und einer weiteren
Zentrifugation bei 11990 UPM fir drei Minuten. Im n&chsten Schritt wurde die S&ule
in das 1,5 ml ReaktionsgefaB gesetzt und das Collection-Tube verworfen. Um die
DNA auszulésen wurde 200 pl AE-Puffer (= Aqua dest) zugegeben, bei
Raumtemperatur finf Minuten inkubiert und im Anschluss zwei Minuten bei 8000
UPM zentrifugiert.

Die DNA befand sich nun in 200 ul AE-Puffer (= Aqua dest) und konnte bei 4° C bis

zu sieben Tagen gelagert werden, fiir eine langere Lagerung bei -20° C.

2.2. PCR zum Nachweis des MDR1- Polymorphismus in Exon 26
Nachweis des C3435T Polymorphismus im Exon 26

Ein Fragment aus dem Exon 26 des MDR1-Gens wurde amplifiziert:

Reagenzien:
e Primer: MDR1 sense und MDR1 antisense (Metabion, # 2821002307)

e PCR-Master Kit (Roche, # 1636103)
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PCR-Ansatz flir eine Probe:

0,2 ug DNA 5,0 ul
PCR-Master 12,5 ul
Forward Primer: 5 TGTTTTCAGCTG CTTGATGG 3’ 0,05 ul
(100 pmol/ul)

Reverse Primer: 5 AAGGCATGTATG TTGGCCTC 3’ 0,05 pl
(100 pmol/ul)

Aqua dest (vom Kit) 7,4 ul
Gesamtvolumen 25 ul

Thermocycler PCR Programm:
1. 94°C 2min

94°C 30 sec

60°C 30 sec

72°C 30 sec

72°C 7 min

4°C Pause

o ok w N

Die Schritte 2 — 4 der PCR werden in insgesamt 35 Zyklen wiederholt. Damit ergibt
sich ein Gesamtlauf der PCR von ca. 1h 20min.

2.2.1. PCR-Restriktionsverdau mittels SAU 3Al

Reagenzien und Geréate:
e Restriktions Endonuclease Sau3Al (Roche, # 709751)

e Thermocycler

Ansatz fur Restriktionsverdau:

Aqua dest 12,25 pl
Puffer 2,5 ul
Sau3Al 0,25 ul

Gesamtvolumen 15 pl



Far den Restriktionsverdau wurden 15 pl des Restriktionsmixes und 8 ul des PCR-

Produktes gemischt und im Thermocycler bei 37° C lGber Nacht inkubiert.

2.2.2. Analyse des PCR-Produkts mittels Agarosegelelektrophorese

Herstellung des Gels:
Far ein 4% Gel wurde 4g Agarose in 100 ml TAE-Puffer (1:50 verdinnt mit Aqua

dest) in einen Erlenmeyerkolben gegeben und das Ganze in der Mikrowelle
aufgekocht. Fir die Farbung wurde 20 ul Gel Star (Cambrex Bio Science Rockland
Inc USA) zugegeben. 80 ml dieser Lésung wurden in eine vorbereitete Kammer
gegossen und es wurde gewartet, bis das Gel fest wurde. 10 pl des verdauten PCR-
Produkts wurden mit 1 pl Ladepuffer (AppliChem) in die Kammer pipettiert. An die
erste Position wurde 10 pl der DNA-ladder (2 ul DNA-ladder mit 8 ul TAE-Puffer

verdiinnt) in die Kammer pipettiert als Molekulargewichtsmarker.

Die Elektrophorese zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurde unter einer
Spannung von 120 V (500 mA; 150 Watt) Gber 80 Minuten durchgefihrt. Mittels UV-
Licht erfolgte die Analyse und photographische Dokumentation der aufgetrennten
DNA-Fragmente. Die Fragmentgr6Be konnte mittels eines mitgelaufenen
Molekulargewichtsstandards (DNA-ladder) abgeschatzt werden.

2.3. ABI Prism Snapshot-Methode zum Nachweis der Polymorphismen
in Exon 12 und 21 des MDR1 Gens

Die Bestimmung der anderen beiden Polymorphismen des MDR1 Gens auf Exon 12
und 21 erfolgte mittels der kommerziellen Mini-Sequenzierungsmethode, die von
Turner und Kollegen 2002 genauer beschrieben wurde (193). Dabei handelt es sich
um eine Methode, die auf der Verlangerung eines unmittelbar vor dem SNP
gebundenen Primers mittels fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide beruht. Diese
Primarverlangerungsreaktion wird durch das ABI PRISM 310 Sequenzierungsgerat
automatisch mittels Kapillarelektrophorese detektiert. Die damit erhaltenen Daten
wurden dann mit Hilfe der Programme Genscan Analysis (Version 3.7) und
Genotyper (Version 3.7) detektiert und ausgewertet. Die PCR-Primersequenzen der
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beiden SNPs wurden mit dem Programm PRIMER des HUSAR Bioinformatics Lab
(DKFZ, Heidelberg, Deutschland; http://genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/) ermittelt.

2.3.1. Multiplex-PCR zur Amplifizierung des C1236T- und des G2677T/A-
Polymorphismus

Reagenzien und Geréte:
e 10x PCR-Puffer

e dNTPs

e Taqg Polymerase (Ampli Tag Gold, Applied Biosystems, Foster City,
USA)

e Fir C1236T(rs1128503):

Vorwarts-Primer: 5-CAGCTATTCGAAGAGTGGGC-3’ (TibMolBiol,
Berlin, Deutschland)

Rickwarts-Primer: 5’-CCCACAGCCACTGTTTCC-3’ (TibMolBiol, Berlin,
Deutschland)

o Fir G2677T/A (rs2032582):

Vorwarts-Primer: 5-TTGAAATGAAAATGTTGTCTGG-3’ (TibMolBiol,
Berlin, Deutschland)

RlOckwarts-Primer: 5’-AAAAGATTGCTTTGAGGAATGG-3’ (TibMolBiol,
Berlin, Deutschland)

e Thermocycler
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PCR-Ansatz flir eine Probe:

DNA (50 ng/ul) 1 pl
10x PCR-Puffer 1 ul
dNTPs (2 mM) 1 pl
Units Taq Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl
0,5 uM Vorwarts-Primer C1236T: 5’- 0,25 pl
CAGCTATTCGAAGAGTGGGC-3 (20uM)

0,5 uM Rickwérts-Primer C1236T: 5'- 0,25 pl
CCCACAGCCACTGTTTCC-3 (20uM)

0,5 uM Vorwarts-Primer G2677T/A: 5'- 0,25 pl
TTGAAATGAAAATGTTGTCTGG-3’ (20uM)

0,5 uM Ruackwarts-Primer G2677T/A: 5’- 0,25 pl
AAAAGATTGCTTTGAGGAATGG-3 (20uM)

Aqua dest 4,9 ul
Gesamtvolumen 10

Thermocycler PCR Programm:
1. 95°C 10 min

95°C 30 sec

60°C 30 sec

72°C 1 min

72°C 10 min

4°C Pause

2L

Die Schritte 2 — 4 der PCR werden in insgesamt 35 Zyklen wiederholt. Damit ergibt

sich ein Gesamtlauf der PCR von ca. 1h 30min.



2.3.2. Neutralisierung von uiberschiissigen dNTPs und Primern mittels EXO |

Reagenzien und Geréte:

e SAP (shrimp alkaline phosphatase) (USB Corporation, Cleveland, Ohio,
USA)

e EXOI (Exonuclease |) (USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA)

e Aqua dest

Thermocycler

Ansatz fiir eine Probe:

Aqua dest. 5,9 ul
SAP (1 Unit/ pl) 2,0 pl
EXO | (20 Unit/ pl) 0,1 pl
Gesamtvolumen 8 pl

Far den Verdau wurden 8 ul des Mixes zum PCR-Produkt gegeben und im
Thermocycler bei 37° C fiir 60 Minuten inkubiert und anschlieBend die Reaktion

durch 15-minttige Inkubation bei 72° C gestoppt.
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2.3.3. Multiplex Snapshot Reaktion

Reagenzien:

Geréte:

Ready Reaction Mix
PCR-Ansatz aus 2.3.2
Fir C1236T(rs1128503):

Snapshot-Sonde: 5’-(GACT),-TCCTGGTAGATCTTGAAGGG-3’
(TibMolBiol, Berlin, Deutschland)

Fir G2677T/A (rs2032582):

Snapshot-Sonde: 5’-(GACT),-ATAAGAAAGAACTAGAAGGT-3’
(TibMolBiol, Berlin, Deutschland)

SAP (USB Corporation, Cleveland, Ohio, USA)
Aqua dest.
Formamid

GS120 Langenstandard (Applied Biosystems, Foster City, USA)

Thermocycler
41cm Kapillare (POP 4- Gel) (Applied Biosystems, Foster City, USA)

ABI PRISm 310 Kapillarelektrophoresegerat

Multiplex Snapshot-Reaktionsansatz flir eine Probe:

Ready Reaction Mix 0,5 ul
Inkubierter PCR-Ansatz aus 2.3.2 2,0 pl
1,5 uM Snapshot-Sonde C1236T: 0,15 pl
5-(GACT),-TCCTGGTAGATCTTGAAGGG-3’) (100uM)

1,5 UM Snapshot-Sonde G2677T/A: 0,15 pl
5-(GACT)s-ATAAGAAAGAACTAGAAGGT-3 (100uM)

Aqua dest 7,2
Gesamtvolumen 10 ul
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Thermocycler Programm:
1. 96°C 10sec
2. 50°C 5sec
3. 60°C 30sec

Die Schritte 1 — 3 werden insgesamt in 25 Zyklen wiederholt. Damit ergibt sich ein
Gesamtlauf von ca. 20min.

AnschlieBend wurden nicht verbrauchte dNTPs wiederum durch enzymatischen
Abbau entfernt. Hierzu wurden 0,5 Units SAP zum Multiplex Snapshot-Ansatz
gegeben und dieser nochmals im Thermocycler bei 37° C fir 60 Minuten inkubiert
und anschlieBend die Reaktion durch 15 mindtige Inkubation bei 72° C gestoppt.

Zu 0,5 pl dieses Ansatzes wurden 9,75 ul Formamid und 0,25 ul GS 120
Langenstandard gegeben und die Produkte der Primer-Extensionsreaktion in einer
41 cm Kapillare (POP 4-Gel) am ABI PRISM 310 Kapillarelektrophoresegerat
aufgetrennt.
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3. Ergebnisse

3.1. Gesamtdarstellung

Insgesamt konnten 231 Patienten (130 mannlich (56,3%); mittleres Alter 11 Jahre 5
Monate) rekrutiert werden. Davon waren 160 Patienten (69,3%) in der Gruppe der
Patienten mit einer pharmakoresistenten Epilepsie; 71 Patienten (30,7%) gehérten
der Kontrollgruppe an. Die meisten Patienten hatten die Diagnose einer
symptomatischen fokalen Epilepsie (55,4%), gefolgt von nicht nédher zu
klassifizierenden Epilepsien (19%), idiopathisch generalisierten (12,1%) und
idiopathisch fokalen Epilepsien (8,7%). Bei 10 Patienten zeigten nur die EEGs
pathologische Befunde, Anfalle waren nicht aufgetreten (s. Abbildung 3).

Die groBe Anzahl an Patienten mit einer symptomatisch-fokalen Epilepsie mag in der
besonderen Inanspruchnahmepopulation unserer Klinik begriindet sein. In das
Epilepsiezentrum Vogtareuth kommen viele Epilepsiepatienten zur Abklarung eines
epilepsiechirurgischen Eingriffes als therapeutische Option ihrer
pharmakoresistenten Epilepsie, sie haben daher haufiger die Diagnose einer
symptomatisch fokalen Epilepsie.
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Atiologie der Epilepsien
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Abbildung 3: Atiologien der Epilepsien in der Studienpopulation

An Nebendiagnosen zeigte sich oft ein globaler Entwicklungsrickstand von
unterschiedlichem Schweregrad (26%), eine mentale Retardierung war bei weiteren
6,9% der Fall. Eine Hemiparese hatten 25 Patienten (10,8%), eine Tetraparese 19
Patienten (8,2%). Bei 15,6% der Patienten war ein epilepsiechirurgischer Eingriff
durchgefiihrt worden. Diese wurden von vornherein in die Gruppe der
pharmakoresistenten Patienten eingestuft.

Weitere Einschlusskriterien flr die Gruppe der pharmakoresistenten Epilepsie waren:

59



e Vorbehandlung mit mindestens 3 AED ohne Anfallsfreiheit

e nicht anfallsfrei (mehrere Anfalle pro Woche) und/oder EEG zeigt
Paroxysmen

e oder/und Z. n. epilepsiechirurgischem Eingriff

Weiter verteilten sich die Nebendiagnosen auf die beiden Gruppen
pharmakoresistente Epilepsiepatienten versus Kontrollgruppe wie folgt (s. Tabelle 5):
In der Gruppe der Patienten mit einer pharmakoresistenten Epilepsie hatten in
Einklang mit der héheren Anzahl an symptomatisch fokalen Epilepsien die Patienten
haufiger eine Hemiparese (4,0% vs. Ko.: 0,6%), eine FCD (2,5% vs. Ko.: 1,3%),
einen Hydrozephalus (1,8% vs. Ko.: 0%) und einen abgelaufenen Status epilepticus
in der Vorgeschichte (1,5% vs. Ko.: 0%). Daflir zeigten die Patienten der
Kontrollgruppe haufiger Zeichen eines Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-
Syndrom (ADHS) (3,8% vs. PR.: 0,6%) oder eine Lese- und Rechtschreibschwache
(2,5% vs. PR.: 0,3%); eine mogliche Erklarung daflr kdnnte sein, dass Kinder mit
einer Rolando-Epilepsie oder einem pathologischen EEG eher bei
Entwicklungsauffalligkeiten behandelt werden.
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Diagnosen Studiengruppe (%) Kontrollgruppe (%) Gesamt (%)
Ehemaliges Friihgeborenes 11 (1,8%) 2 (1,3%) 13 (1,7%)
Allgemeiner 72 (12%) 19 (12,1%) 91 (12%)
Entwicklungsriickstand

Intelligenzminderung 30 (5%) 7 (4,5%) 37 (4,9%)
Lese- und Rechtschreibschwéache | 2 (0,3%) 4 (2,5%) 6 (0,8%)
Aufmerksamkeits- und 4 (0,7%) 6 (3,8%) 10 (1,3%)
Konzentrationsstérung

Tetraspastik 20 (3,3%) 5(3,2%) 25 (3,3%)
Hemiparese 24 (4%) 1 (0,6%) 25 (3,3%)
Ataxie 3(0,5%) 1 (0,6%) 4 (0,5%)
Motorische Stérung 2 (0,3%) 2 (1,3%) 4 (0,5%)
Hemianopsie 8 (1,3%) 0 8 (1,1%)
Minderwuchs 2 (0,3%) 1 (0,6%) 3 (0,4%)
Mikrozephalie 5 (0,8%) 2 (1,3%) 7 (0,9%)
Verhaltensauffalligkeit 7 (1,2%) 7 (0,9%)
Adipositas 7 (1,2%) 5 (3,2%) 12 (1,6%)
Eisenmangelanamie 1(0,2%) 1 (0,6%) 2 (0,3%)
Z. n. Hirnblutung 8 (1,3%) 0 8 (1,1%)
Z. n. Meningoenzephalitis 14 (2,3%) 1 (0,6%) 15 (2%)
Z. n. Hirninfarkt 7 (1,2%) 0 7 (0,9%)
Z. n. Hirntumor 9 (1,5%) 0 9 (1,2%)
Hydrozephalus 11 (1,8%) 0 11 (1,5%)
Z. n. Anoxische Hirnschadigung 11 (1,8%) 5 (3,2%) 16 (2,1%)
Z. n. Status epilepticus 9 (1,5%) 0 9 (1,2%)
FCD 15 (2,5%) 2 (1,3%) 17 (2,2%)
Hippokampussklerose 2 (0,3%) 0 (0,3%)
Z. n. epichirurgischem Eingriff 36 (6%) 0 36 (4,7%)

keine Angaben

281 (46,8%)

93 (59,2%)

374 (49,3%)

Gesamtangaben

601 (100%)

157 (100%)

758 (100%)

Tabelle 5: Nebendiagnosen in der Studien- und der Kontrollgruppe

Im Mittel waren die Patienten bei der Erstmanifestation ihrer Epilepsie (hier definiert

als 1. epileptischer Anfall) 3,5 Jahre (=168 Wochen) alt. Dies spiegelt unsere




besondere Patientengruppe mit childhood-onset epilepsy wieder. Bei 182 (78,8%)
Patienten war die Diagnose einer Epilepsie im Anschluss an die Erstmanifestation

gestellt worden.

Risikofaktoren fiir eine pharmakoresistente Epilepsie (s. (141)) i. S. von
Fieberkrampfen in der Vorgeschichte, Epilepsieerkrankung in der Familie, einer FCD
hatten folgende Patienten:

e Fieberkrampf in der Anamnese: 15,6%
e Epilepsie in der Familie: 33,8%
e FCD:6,9%

Erbkrankheiten, i. S. von Herz-Kreislauferkrankungen, Krebsleiden etc. traten in
Familien von 88 Patienten (38,1%) auf.

Eine komplette deutsche Herkunftsfamilie bis in die GroBelterngeneration hatten
78,8%. Weitere Hauptabstammungslander waren Osterreich (3,6%) und die Tirkei
(5,4%).

Studien CC-Typ CT-Typ TT-Typ
Cascorbi et al. 20,8% 50,5% 28,6%
Siddiqui et al. 20,6% 55,3% 24,2%
von Stllpnagel 19,5% 48,5% 32,0%

Tabelle 6: Verteilung der C3435T-Polymorphismen des MDR1 bei Kaukasiern (Cascorbi et al.

und Siddiqui et al. und in unserer Studienpopulation)

Wie aus Tabelle 6 ersichtlich zeigte unsere Studienpopulation Haufigkeitsver-
teilungen wie sie bei Kaukasiern beschrieben wurden (s. (28),(78), (165), Tabelle 6)
und damit keine signifikante Abweichung der Verteilung der Polymorphismen vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Im Mittel hatten die Patienten finf AED (0 — 27) erhalten. Die Patienten in der
therapieresistenten Gruppe hatten im Mittel 6,5 AED erhalten, in der Kontrollgruppe
1,5 AED. Die mittlere Behandlungsdauer mit einem AED betrug 11,1 Monate und
unterschied sich in der Studiengruppe, in der ein gréBerer Wechsel der AED

stattfand, mit 9,9 Monaten deutlich zur Kontrollgruppe mit 22,4 Monaten.
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Bezlglich der Wirksamkeit der Medikation konnten 506 Angaben zu verschiedenen
AED-Therapien der Patienten ausgewertet werden. Dabei ist zu beachten, dass die
Nebenwirkungen und auch die Effektivitat der Therapie durch die Patienten
angegeben wurden (s. Tabelle 7), der Therapieeffekt im Hinblick auf
Therapiemodifikation/Absetzungsgrund wurde aber auch durch den behandelnden
Arzt zuséatzlich zum Patienten eingeschatzt (s. Tabelle 10). Dies und die
retrospektive Erhebung flihrten zu teilweise widersprtchlichen Ergebnissen, wie im

Folgenden aufgefihrt.

Insgesamt wurde in 29,2% eine Wirkungslosigkeit der AED angegeben.
Demgegenilber gab es in 15,6% der Falle eine Anfallsfreiheit bzw. EEG-Sanierung
und bei 8,5% der Patienten eine Reduktion der Anfallsfrequenz bzw. EEG-
Verbesserung um mindestens 50% (s. Tabelle 7). Zu beachten ist hierbei jedoch
auch, dass die Halfte der Patienten in der Kontrollgruppe (52,5% ) keine Angaben
uber die Wirksamkeit der Medikamente machten, im Vergleich zu etwas Gber einem
Drittel in der Studiengruppe (38,4%) (s. Tabelle 7).

In 21,6% der Falle war eine Toleranzentwicklung beobachtet worden. Dabei bestand
ein statistisch extrem signifikanter Unterschied zwischen der Toleranzentwicklung in
der Studiengruppe (27,5%) und bei den Kontrollen (8,5%) (p=0,0009; Odds Ratio:
4,109; 95% Cl: 1,661 — 10,164).
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Studiengruppe (%) Kontrollgruppe (%) Gesamt (%)
Wirkungslosigkeit 131 (29,4%) 17 (27,9%) 148 (29,2%)
25% Anfallsreduktion 20 (4,5%) 5 (8,2%) 25 (4,9%)
50% Anfallsreduktion 41 (9,2%) 1(1,6%) 42 (8,3%)
75% Anfallsreduktion 8 (1,8%) 0 8 (1,6%)
Anfallsfreiheit 68 (15,3%) 6 (9,8%) 74 (14,6%)
50% EEG-Sanierung 1 (0,2%) 0 1(0,2%)
100% EEG-Sanierung 5(1,1%) 0 5 (1%)
Keine Angaben 171 (38,4%) 32 (52,5%) 203 (40,1%)
Gesamt 445 (87,9%) 61 (12,1%) 506 (100%)

Tabelle 7: Wirksamkeit der AED in der Studien- und Kontrollgruppe (die Prozentangaben in

Klammern beziehen sich in der ersten Spalte auf die Studiengruppe, in der zweiten Spalte auf

die Kontrollgruppe und in der letzten Spalte auf die Gesamtzahl). Zu beachten ist das in der

Kontrollgruppe 52,5% der Patienten keine Angaben machten.

Nebenwirkungen waren in 493 Fallen (97,4%) von 506 Medikamentenangaben

berichtet worden. Hinsichtlich des Auftretens von Nebenwirkungen bestand kein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (s. Tabelle 8).

Nebenwirkung Studiengruppe Kontrollgruppe Gesamt
Medikation

Keine NW 13 (2,9%) 0 13 (2,6%)
NW 432 (97,1%) 61 (100%) 493 (97,4%)
Gesamt 445 (87,9%) 61 (12,1%) 506 (100%)

Tabelle 8: Auftreten von Nebenwirkungen in der Studien- und Kontrollgruppe

Die haufigsten NW waren Stérungen des ZNS (59,5%) vor allem Mudigkeit (19,2%)
aber auch Kognitionsverschlechterung, Verhaltensstérungen, Ataxie etc.. Gefolgt von
gastrointestinalen NW (14,6%). Allergische Reaktionen wurden in 7,3% beobachtet
(s. Tabelle 9). Dabei wurden in der Kontrollgruppe haufiger Midigkeit, und dadurch
auch haufiger ZNS-Nebenwirkungen, sowie allergische Reaktionen im Vergleich zur
Studiengruppe angegeben. Die Studiengruppe klagte haufiger Uber gastrointestinale
NW und Anfallsverschlechterung als die Kontrollgruppe. Auch beobachtete nur die
Studiengruppe eine Gewichtszunahme als NW.

Als schwere NW wurden die NW in 34,8% der Félle gewertet.
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Nebenwirkungsarten

Studiengruppe (%)

Kontrollgruppe (%)

Gesamt (%)

ZNS-NW

258 (58,0%)

43 (70,5%)

301 (59,5%)

Muadigkeit

76 (17,1%)

21 (34,4%)

97 (19,2%)

Anfallsverschlechterung 49 (11,0%) 3 (4,9%) 52 (10,3%)
EEG-Verschlechterung 6 (1,3%) 0 6 (1,2%)
Gastrointestinale NW 68 (15,3%) 6 (9,8%) 74 (14,6%)
Allergische Reaktionen 30 (6,7%) 7 (11,5%) 37 (7,3%)

Blutwerte (Elektrolyte,

, 39 (8,8%) 5 (8,2%) 44 (8,7%)
Gerinnung)
Gingivahyperplasie 7 (1,6%) 0 7 (1,4%)
Hirsutismus 4 (0,9%) 0 4 (0,8%)
Gewichtszunahme/Adipositas | 37 (8,3%) 0 37 (7,3%)
EKG-Veranderungen,

) ) 2 (0,45%) 0 2 (0,4%)
Kardiomyopathie
Gesamt 445 (87,9%) 61 (12,1%) 506 (100%)

Tabelle 9: Nebenwirkungsarten in der Studien- und der Kontrollgruppe (die Prozentangaben in
Klammern beziehen sich in der ersten Spalte auf die Studiengruppe, in der zweiten Spalte auf

die Kontrollgruppe und in der letzten Spalte auf die Gesamtzahl)

Die Antiepileptika wurden in den meisten Fallen wegen auftretender Nebenwirkungen
(43,1%), Anfallspersistenz (22,3%) oder Wirkungslosigkeit (13,4%) abgesetzt (s.
Tabelle 10). Wobei Anfallspersistenz eine leichte Reduktion der Anfallsfrequenz <
50% bedeutet, gegenlber ganzlich fehlendem therapeutischen Effekt bei
Wirkungslosigkeit. Beachtenswert ist der hohe Wert fir die Angabe Anfallspersistenz
in der Kontrollgruppe mit 37,7%, so dass moglicherweise auch unsere Kontrollgruppe
nicht die einfachste zu behandelnden Epilepsieformen hatte, aber anhand der
Einschlusskriterien die Vorgaben flir die Kontrollgruppe erflillte.
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Medikation Absetzungsgrund

Studiengruppe

Kontrollen

Gesamt

Wirkungslosigkeit

Anfallspersistenz
Wirkverlust
Anfallsfreiheit
Status epilepticus
keine Angaben
Nebenwirkungen
Therapiednderung
OP-Vorbereitung
post-operativ

Gesamt

59 (13,3%)
90 (20,2%)
34 (7,6%)

8 (1,8%)

11 (2,5%)
32 (7,2%)
206 (46,3%)
1(0,2%)

3 (0,7%)

1(0,2%)

445 (87,9%)

9 (14,8%)
23 (37,7%)
5 (8,2%)

4 (6,6%)

1 (1,6%)

7 (11,5%)
12 (19,7%)

0

0

61 (12,1%)

68 (13,4%)
113 (22,3%)
39 (7,7%)
12 (2,4%)
12 (2,4%)
39 (7,7%)
218 (43,1%)
1(0,2%)

3 (0,6%)

1(0,2%)

506 (100%)

Tabelle 10: Absetzungsgrund der AED in der Studien- und Kontrollgruppe (die Prozentangaben

in Klammern beziehen sich in der ersten Spalte auf die Studiengruppe, in der zweiten Spalte

auf die Kontrollgruppe und in der letzten Spalte auf die Gesamtzahl)
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3.2. Spezifische Darstellung unter Beruicksichtigung des MDR1
Polymorphismus auf Exon 26

Die Kernfrage, ob ein signifikanter Unterschied zwischen dem TT-Polymorphismus
und dem CC-Polymorphismus des C3435T in der Gruppe der Patienten mit
therapierefraktarer Epilepsie besteht und damit einen Prognosefaktor darstellt, kann
anhand unserer Daten nicht bestétigt werden. Sowohl in der TT-Gruppe als auch in
der CC-Gruppe betrug die Haufigkeit des Polymorphismus in der
Pharmakoresistentengruppe fast identisch 67,6% vs. 66,7% und zeigte damit keinen
statistisch signifikanten Unterschied (s. auch Tabelle 11). Auch bei Untersuchung
ausschlieBlich der Patienten mit rein deutscher Abstammung ergaben sich ebenfalls
keine statistisch signifikanten Unterschiede fir die MDR1-Polymorphismen und
bezgl. der Pharmakoresistenz.

MDR1
TT-Typ CT-Typ CC-Wildtyp Gesamt | p-Wert*
(100%)
Studiengruppe 50 (31,3%) 80 (50%) 30 (18,8%) 160 0,84
Kontrollgruppe 24 (33,8%) 32 (45,1%) 15 (21,1%) 71 0,48
Gesamt 74 (32%) 112 (48,5%) 45 (19,5%) 231 0,82

Tabelle 11: Aufteilung der C3435T-Polymorphismen des MDR1 auf die Studien- und
Kontrollgruppe (*= nach Hardy-Weinberg-Gleichung). Die Prozentangaben in Klammern
beziehen sich auf die Gesamtanzahl in der vorletzten Spalte. Es zeigte sich kein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Im Hinblick auf die weiteren demographischen Daten der verschiedenen
Untergruppen des MDR1-Polymorphismus ergab sich folgendes Bild:
In der TT-Gruppe waren 59,5% mannlich, in der CC-Gruppe 51,1% (s. Tabelle 12).
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Geschlecht MDR1
TT-Typ CT-Typ CC-Wildtyp Gesamt | p-Wert*
(100%)
mannlich 44 (33,8%) 63 (48,5%) 23 (17,7%) 130 0,96
weiblich 30 (29,7%) 49 (48,5%) 22 (21,8%) 101 0,81
Gesamt 74 (32%) 112 (48,5%) 45 (19,5%) 231 0,82

Tabelle 12: Aufteilung der Geschlechter auf die verschiedenen C3435T-Polymorphismen des

MDR1 (*= nach Hardy-Weinberg-Gleichung). Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich

auf die Gesamtanzahl in der vorletzten Spalte. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen.

Das mittlere Alter betrug in der TT-Gruppe 11 Jahre und 7 Monate, in der CC-Gruppe

11 Jahre und 4 Monate. 86,5% waren in der TT-Gruppe Kaukasier, in der CC-

Gruppe waren es 91,1% (s. Tabelle 13).

Ethnizitat MDR1
TT-Typ CT-Typ CC-Wildtyp Gesamt p-Wert*
(100%)

Kaukasier 64 (32,3%) 93 (47%) 41 (20,7%) 198 0,50
Asiat 2 (100%) 2 0,16
Araber 4 (33,3%) 5 (41,7%) 3 (25%) 12 0,58
Slawen 2 (22,2%) 7 (77,8%) 9 0,06
Gemischter 4 (40%) 5 (50%) 1 (10%) 10 0,75
Herkunft

Gesamt 74 (32%) 112 (48,5%) 45 (19,5%) 231 0,82

Tabelle 13: Ethnizitat in den verschiedenen C3435T Polymorphismen des MDR1 (*= nach

Hardy-Weinberg-Gleichung). Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die

Gesamtanzahl in der vorletzten Spalte. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen.

Das Auftreten von Erbkrankheiten in der ndheren Verwandtschaft zeigte keinen

statistisch signifikanten Unterschied (TT: 55,4% vs. CC: 62,2%).

Was die Risikofaktoren fiir eine Epilepsie betrifft, bestand ebenfalls kein statistisch

signifikanter Unterschied hinsichtlich des Auftretens eines Fieberkrampfes in der

Vorgeschichte (TT: 13,5% vs. CC: 20,0%). Dafir war aber das Auftreten einer

Epilepsie in der Familie statistisch signifikant haufiger in der CC-Untergruppe (TT:
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60,3% vs. CC: 82,2%; p= 0,0153; Odds ratio: 0,3355; 95% Confidence
Interval:0,1370 — 0,8217). Die Zeit von der Erstmanifestation eines epileptischen
Anfalles bis zur endgiiltigen Diagnosestellung betrug in der Gruppe der
pharmakoresistenten Epilepsiepatienten im Schnitt 9 Wochen, in der Kontrollgruppe
im Durchschnitt 21 Wochen. Dies mag in den unterschiedlichen Epilepsiesyndromen
begriindet sein, da sich z.B. idiopathische, epilepsietypische Potentiale besser im
Schlaf-EEG nachweisen lassen, welches vielleicht nicht sofort durchgefiihrt wurde.
Oder es wurde im Rahmen der Grunderkrankung friihzeitig eine Bildgebung
durchgefihrt mit der Diagnosestellung einer symptomatisch fokalen Epilepsie und
friherem Behandlungsbeginn.

Die Epilepsiesyndrome verteilten sich in den beiden Untergruppen hinsichtlich der
Rangfolge identisch. Die haufigste Epilepsieform war in beiden Gruppen die
symptomatisch fokale Epilepsie (TT: 55,4% vs. CC. 60%), gefolgt von einer nicht
naher klassifizierten Epilepsie (TT: 21,6% vs. CC: 20,0%) und der idiopathisch
fokalen Epilepsie (TT. 12,2% vs. 8,9%) (s. Tabelle 14).

Hinsichtlich der Nebendiagnosen fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen diesen beiden Polymorphismen und der Art der

Nebendiagnose.
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Epilepsiediagnose MDR1
TT-Typ CT-Typ CC-Wildtyp Gesamt p-Wert*
(100%)

Symptomatisch fokale

. . 41 (32%) 60 (46,9%) 27 (21,1%) 128 0,56
Epilepsie
Idiopathisch fokale

. . 9 (45%) 7 (35%) 4 (20%) 20 0,26
Epilepsie
Symptomatisch

ymp 0 0 1 1 n.b.

generalisierte Epilepsie
Idiopathisch generalisierte

. . 6 (21,4%) 20 (71,4%) 2 (7,1%) 28 0,71
Epilepsie
pathologisches EEG 2 (20%) 6 (60%) 2 (20%) 10 0,53
nicht néher klassifizierte

. . 16 (36,4%) 19 (43,2%) 9 (20,5%) 44 0,45
Epilepsie
Gesamt 74 (32%) 112 (48,5%) 45 (19,5%) 231 0,82

Tabelle 14: Aufteilung der Epilepsiesyndrome auf die verschiedenen C3435T Polymorphismen

des MDR1 (n.b.= nicht berechenbar; *= nach Hardy-Weinberg-Gleichung). Die Prozentangaben

in Klammern beziehen sich auf die Gesamtanzahl in der vorletzten Spalte.

Im Mittel wurden sowohl die Patienten mit dem TT-Polymorphismus wie auch die

Patienten mit dem CC-Polymorphismus jeweils mit 5 AED behandelt. Bezlglich der

Frage einer Abweichung in der Toleranzentwicklung auf AED in den verschiedenen

MDR1 Polymorphismen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der TT-
Untergruppe und der CC-Untergruppe (TT: 24,3% vs. CC: 17,8%). Ebenso war in

beiden Polymorphismen eine Veranderung der Anfallssituation unter Fieber oder

Antibiotikabehandlung statistisch unbedeutend.

Far die Behandlung mit AED konnten 506 Therapieangaben ausgewertet werden.

Betrachtet man die Wirksamkeit der AED in Abh&ngigkeit vom C3435T-MDR1

Polymorphismus, so ergibt sich folgendes Bild (s. Tabelle 15).

Der TT-Polymorphismus zeigte statistisch signifikant eine haufigere Anfallsfreiheit als
der CC-Polymorphismus (p=0,0104; Odds Ratio: 2,718; 95% CI: 1,248 — 5,920).
Dafur zeigte der CC-Polymorphismus eine nicht ganz signifikant haufigere 25%
Anfallsreduktion (p=0,0519; Odds Ratio: 0,3307; 95% CI: 0,1078 — 1,015) und eine
signifikant haufigere 50% Anfallsreduktion (p=0,0033; Odds Ratio: 0,2774; 95% CI:
0,1197 — 0,6429) sowie 75% Anfallsreduktion (p=0,0081; Odds Ratio: 0,05467; 95%
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Cl: 0,02995 — 1,001). Kein statistisch signifikanter Unterschied ergab sich bei der
Angabe der Wirkungslosigkeit fur die AED (CC: 23,6% vs. TT: 27%). Nach
Anwendung der Bonferroni-Korrektur blieben nur die Ergebnisse fir die 50%
Anfallsreduktion in der CC-Gruppe signifikant.Zu beachten ist der statistisch
signifikante Unterschied, auch nach Bonferroni-Korrektur, bei den fehlenden

Angaben in der TT-Gruppe der daher die Wirksamkeitsangaben der Patienten nur
bedingt auswertbar macht (p=0,0014; Odds Ratio: 2,373; 95% Cl: 1,417 — 3,974).

Wirksamkeit MDR1
Medikation
TT-Typ CT-Typ CC-Wildtyp Gesamt (100 %) p-Wert*

Wirkungslosigkeit |40 (27%) 73 (49,3%) 35 (23,6%) 148 0,13
25%

) 5 (20%) 11 (44%) 9 (36%) 25 0,052
Anfallsreduktion
50%

) 9 (21,4%) 15 (35,7%) 18 (42,9%) 42 0,0033
Anfallsreduktion
75%

) 0 3 (37,5%) 5 (62,5%) 8 0,0081
Anfallsreduktion
Anfallsfreiheit 34 (45,9%) 31 (41,9%) 9 (12,2%) 74 0,01
50% EEG-

0 0 1 (100%) 1 0,39.
Verbesserung
100% EEG
) 3 (60%) 0 2 (40%) 5 1,0

Sanierung
keine Angaben 82 (40,4%) 91 (44,8%) 30 (14,8%) 203 0,0014
Gesamt 173 (34,2%) 224 (44,3%) 109 (21,5%) 506

Tabelle 15: Wirksamkeit der AED in den verschiedenen C3435T Polymorphismen des

MDR1(*= nach Hardy-Weinberg-Gleichung und InStat). Die Prozentangaben in Klammern

beziehen sich auf die Gesamtanzahl in der vorletzten Spalte. Es zeigte sich nach Bonferroni-

Korrektur ein statistisch signifikanter Unterschied flir das Merkmal der 50%-Anfallsreduktion in

der CC-Gruppe und fir die fehlenden Therapieangaben in der TT-Gruppe.

Hinsichtlich des Auftretens von Nebenwirkungen zeigte sich kein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe CC-Polymorphismus vs. TT-

Polymorphismus (99,1% vs. 98,3%).

Die einzelnen Nebenwirkungen wiesen in den verschiedenen MDR1-

Polymorphismen folgende Verteilung auf (s. Tabelle 16). Hinsichtlich der

Nebenwirkungen des ZNS unterschieden sich der TT- und der CC-Polymorphismus




nicht von einander. Unterschied man weitere Subgruppen, so zeigte sich ein nicht
ganz statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Polymorphismen im
Hinblick auf die Anfallsverschlechterung auf. Diese war haufiger in der TT-Gruppe (p
= 0,09; Odds Ratio = 2,318; 95% CI: 0,8853 — 6,6068), war aber nach Bonferroni-
Korrektur auch nicht mehr statistisch signifikant.
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Nebenwirkungen MDR-Typ
TT-Typ CT-Typ CC-Wildtyp Gesamt | p-Wert *
(100 %)
ZNS-NW 109 (37,7%) 122 (42,2%) 58 (20,1%) 289 0,16
e Mudigkeit 29 (38,2%) 35 (46,1%) 12 (15,8%) 76 0,51
* Anfallsverschlech- 55 (469, 21 (42%) 6 (12%) 50 0,09
terung
e EEG- 3 (50%) 3 (50%) 0 6 0,55
Verschlechterung
Gastrointestinale NW 19 (27,9%) 35 (51,5%) 14 (20,6%) 68 0,74
Allergische Reaktionen 11 (31,4%) 12 (34,3%) 12 (34,3%) 35 0,18
Blutwerte (Elektrolyte, 14 (31,8%) 24 (54,5 %) 6 (13,6%) 44 0,48
Gerinnung)
Gingivahyperplasie 4 (57,1) 1 (14,3%) 2 (28,6%) 7 1,0
Hirsutismus 3 (75%) 0 1 (25%) 4 1,0
Gewichtszunahme/Adipositas | 8 (21,6%) 19 (51,4%) 10 (27%) 37 0,14
EKG-Veranderungen, 0 1 (50%) 1 (50%) 2 0,38
Kardiomyopathie
Gesamt 168 (34,6%) 214 (44%) 104 (21,4%) 486

Tabelle 16: Aufteilung der verschiedenen Nebenwirkungsarten auf den C3435T

Polymorphismus des MDR1 (*= nach Hardy-Weinberg-Gleichung und InStat). Die

Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die Gesamtanzahl in der vorletzten Spalte. Es

zeigte sich nach Bonferroni-Korrektur kein statistisch signifikanter Unterschied mehr zwischen

den beiden Untergruppen.
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Statistisch héchst signifikant wurden in der TT-Gruppe die AED haufiger wegen zu
geringer Reduktion der Anfallsfrequenz abgesetzt (=Anfallspersistenz) (p< 0,0001;
Odds Ratio = 3,912; 95% CI: 1,886 — 8,116). Ein signifikanter Unterschied ergab sich
noch flr den zweithaufigsten Absetzungsgrund in der TT-Gruppe, dem Wirkverlust
(p= 0,0436; Odds Ratio= 2,632; 95% CI. 1,035 — 6,692). In der CC-Gruppe wurde im
Vergleich zu der TT-Gruppe extrem signifikant haufiger das AED wegen
Nebenwirkungen abgesetzt (p< 0,0001; Odds Ratio 0,3459; 95% CI: 0,2107 —
0,5679), aber auch wegen Anfallsfreiheit (p=0,0004; Odds Ratio: 0,03441; 95% CI:
0,001964 — 0,6029). Kein statistisch signifikanter Unterschied ergab sich in der
Angabe der Wirkungslosigkeit. (s. Tabelle 17). Aber auch hier ist der statistisch
signifikante Unterschied bei den fehlenden Angaben in der TT-Gruppe zu beachten
(p=0,0074; Odds Ratio: 4,619; 95% CI: 1,338 — 15,942). Nach Durchfiihrung der
Bonferroni-Korrektur blieben nur die Unterschiede flr Anfallspersistenz,
Anfallsfreiheit und Nebenwirkungen statistisch signifikant
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Medikation MDR-Typ
Absetzungsgrund

TT-Typ CT-Typ CC-Wildtyp Gesamt | p-Wert *

(100 %)

Wirkungslosigkeit 19 (27,9%) 33 (48,5%) 16 (23,5%) 68 0,36
Anfallspersistenz 49 (43,4%) 54 (47,8%) 10 (8,8 %) 113 < 0,0001
Wirkverlust 23 (59%) 10 (25,6%) 6(15,4%) 39 0,04
Anfallsfreiheit 0 4 (33,3%) 8 (66,7%) 12 0,0004
Status epilepticus 2 (16,7%) 10 (83,3%) 0 12 0,52
Nebenwirkungen 60 (27,5%) 92 (42,2%) 66 (30,3%) 218 < 0,0001
Therapiednderung 0 1 (100%) 0 1 0,32
Op-Vorbereitung 0 3 (100%) 0 3 0,08
postoperativ 0 1 (100%) 0 1 0,32
Keine Angaben 20 (51,3%) 16 (41%) 3 (7,7%) 39 0,0074
Gesamt 173 (34,2%) 224 (44,3%) 109 (21,5%) 506

Tabelle 17: Absetzungsgriinde in den verschiedenen C3435T Polymorphismen des MDR1. (*=

nach Hardy-Weinberg-Gleichung und InStat). Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich

auf die Gesamtanzahl in der vorletzten Spalte. Es zeigt sich nach Bonferroni-Korrekturein

statistisch signifikanter Unterschied fir die Absetzungsgrinde Anfallspersistenz, Anfallsfreiheit

und dem generellen Auftreten von Nebenwirkungen.
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CC-Typ TT-Typ p-Wert*
Therapieresistente 66,7% 67,6% n.s.
Kontrollen 33,3% 32,4% n.s.
Geschlecht 51,1% mannlich 59,5% mannlich n.s.
Alter 11 J. 4 Mo. 11 J. 7 Mo.
Haufigstes Symptomatisch fokale Symptomatisch fokale n.s.
Epilepsiesyndrom Epilepsie (60,0%) Epilepsie (55,4%)
Wirksamkeit AED e Anfallsfreiheit e Anfallsfreiheit e 0,01
(8,3%) (19,7%)
e Wirkungslosigkeit e Wirkungslosigkeit e ns
(32,1%) (23,1%)
Mittlere Anzahl von 5 5
AED
Haufigster e NW (61%) e NW (34,7%) e 0,0001
Absetzungsgrund e Anfallspersistenz e Anfallspersistenz e (00,0001
fur AED (9,2%) (28,3%)
e Wirkverlust (5,5%) e Wirkverlust (13,3%) e 0,04

Auftreten von 99,1% 98,3% n.s.
Nebenwirkungen
Toleranzentwicklung 17,8% 24,3% n.s.

Tabelle 18: Vergleich zwischen der CC- und der TT-Untergruppe des C3435T-Polymorphismus

des MDR1. (Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf das Auftreten innerhalb der

TT- bzw. CC-Gruppe. /* = berechnet mittels Fisher-Exact-Test). Es zeigt sich ein statistisch

signifikanter Unterschied in dem Auftreten von Anfallsfreiheit bei der Wirksamkeit der AED,

sowie der Angabe von Anfallspersistenz, Wirkverlust und Auftreten von Nebenwirkungen als

Absetzungsgrund. Nach Bonferroni-Korrektur ist der Absetzungsgrund Wirkverlust sowie die

Anfallsfreiheit bei der Wirksamkeitsangabe nicht mehr statistisch signifikant.
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3.3. Subgruppenanalyse der MDR1 spezifischen AED

Zusatzlich wurden die AED naher analysiert, die als Substrat von MDR1 transportiert
werden (CBZ, OXC, LTG, PB, PHT, TPM) hinsichtlich einer méglichen Assoziation
zwischen dem MDR1-Polymorphismus und dem Auftreten von Nebenwirkungen
(NW). VPA wurde als wahrscheinliches Substrat von MDR1, untersucht. Hierzu
wurden die NW in Untergruppen zusammengefasst. Die einzelnen
Nebenwirkungsgruppen waren allergische Reaktionen, gastrointestinale Reaktionen
und Stérung des ZNS. Getrennt untersucht wurden ZNS-NW Mudigkeit und
Anfallsverschlechterung (s. Tabelle 22 im Anhang).

Lediglich fir das AED CBZ ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied im
Auftreten von Mldigkeit bzw. tendenziell statistisch signifikant flir gastrointestinalen
NW. Mudigkeit war statistisch signifikant haufiger in der TT-Gruppe (p= 0,035; Odds
Ratio =12,25; Cl: 1,27 — 118,43). Die gastrointestinalen NW traten dem gegeniber
lediglich in der CC-Gruppe auf (p= 0,0824; Odds Ratio 0,064; CI: 0,0028 — 1,436).
Diese Ergebnisse blieben nach Bonferroni-Korrektur nicht signifikant.
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3.4. Haplotypenanalyse

Zur Untersuchung einer méglichen Assoziation der Pharmakoresistenz mit weiteren
Polymorphismen auf dem MDR1 Gen wurden zusatzlich noch die Polymorphismen
der Exon 12 und 21 bestimmt, die mit dem Exon 26 C3435T in linkage disequilibrium
stehen. Dies gelang bis auf 17 Patienten fur den C1236T Polymorphismus und bis
auf 12 flr den G2677T/A Polymorphismus (s. Tabelle 19).

Mittels dieser Ergebnisse wurden die einzelnen Haplotypen und
Haplotypenkombinationen bestimmt. In unserem Kollektiv zeigte sich, dass die drei
am haufigsten vorkommenden Haplotypen TTT, CGC und CGT waren. Die restlichen
mdglichen Haplotypen kamen unter 3 % (s. Tabelle 20) bzw. gar nicht vor. Dabei war
kein statistisch signifikanter Unterschied im Auftreten von TTT, CGC und CGT in den
beiden Gruppen zu beobachten (berechnet mittels chi>-Test; bei kleiner Fallzahl
mittels Fisher’'s Exact Test).

Hinsichtlich der mdglichen Haplotypenkombinationen auf beiden Allelen waren in
absteigender Haufigkeit CGC/TTT, CGT/TTT, TTT/TTT; CGC/CGC und CGC/CGT
die haufigsten Vertreter. Auch hier bestand ebenfalls kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den beiden untersuchten Gruppen (s. Tabelle 21).
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Pharmakoresistente Kontrollen Signifikanz
Epilepsien
N = Fallzahl % N = Fallzahl | % p=
Genotypen
Exon 12 C1236T
CC 41 25,6% 22 31% 0,30*
CT 73 45,6% 26 36,6% 0,45*
TT 29 18,1% 11 15,5% 0,85**
k. Daten 17 10,6% 12 16,9%
Exon 21 G2677A/T
GG 45 28,1% 22 31% 0,42**
GT 71 44,4% 28 39,4% 0,90*
TT 29 18,1% 12,7% 0,55**
GA 1,9% 2,8% 0,63**
AT 0 0 n.b.
AA 0 0 n.b.
k. Daten 12 7,5% 10 14,1%
Exon 26 C3435T
CC 30 18,8% 15 21,1% 0,72**
CT 80 50% 32 451% 0,58*
TT 50 31,3% 24 33,8% 0,82*

Tabelle 19: Genotypenfrequenz von MDR1-Polymorphismen an Exons 12, 21 und 26

Berechnung der Signifikanz mittels chi® (*) und Fisher’s — Exact -Test bei unter 5 Patienten in

einer Gruppe(**); n.b. = nicht berechnet. Die Prozentangaben beziehen sich auf die

Gesamtzahl der Patienten in der Studien- (160) bzw. in der Kontrollgruppe (71).
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Pharmakoresistente Kontrollen Signifikanz
Epilepsien
N = Fallzahl | % N = Fallzahl | % p=
Haplotypen (Exon 12 — 21 — 26)
TTT 111 34,7% 40 28,2% 0,45
CGC 102 31,9% 47 33,1% 0,45*
CGT 41 12,8% 19 13,4% 0,64**
TTC 9 2,8% 4 2,8% 1,0
TGT 6 1,9% 1 0,7% 0,68**
CTT 5 1,6% 1 0,7% 0,68™*
TGC 4 1,3% 2 1,4% 1,0**
CTC 3 0,9% 0 0 0,56**
CAC 2 0,6% 1 0,7% 1,0**
CAT 1 0,3% 1 0,7% 0,5**
k. Daten 36 11,3% 26 18,3%
Total 320 (100%) 142 (100%) alle Werte
n.s.

Tabelle 20: Haplotypenfrequenz der Exon 12, 21 und 26 des MDR1 (Signifikanzen mittels chi

(*) und Fisher’'s — Exact - Test (**) berechnet; n.s. = nicht statistisch signifikant)
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Pharmakoresistente Kontrollen Signifikanz

Epilepsien

N = Fallzahl | % N = Fallzahl | % p=
Haplotypenkombinationen (Exon 12 — 21 — 26)
CGC/TTT 37 23,1% 16 22,5% 0,86**
CGT/TTT 22 13,8% 6 8,5% 0,38**
TTT/TTT 21 13,1% 7 9,9% 0,82**
CGC/CGC 18 11,3% 10 14,1% 0,50**
CGC/CGT 11 6,9% 7 9,9% 0,41**
CGC/CTT 5 3,1% 0 0 0,32**
TTC/TTT 5 3,1% 0 0 0,32**
CGC/TGT 4 2,5% 0 0 0,32**
CGC/TTC 4 2,5% 2 2,8% 1,0**
CGT/CGT 4 2,5% 3 4,2% 0,42**
CTC/TTT 3 1,9% 0 0 0,56**
CGC/CAC 2 1,3% 1 1,4% 1,0
CGC/TGC 2 1,3% 0 0 1,0
TGT/TTT 1 0,6% 1 1,4% 0,50**
TGC/TTT 1 0,6% 2 2,8% 0,20**
TGC/TGT 1 0,6% 0 0 1,0
CGC/CAT 1 0,6% 0 0 1,0
TTC/TTC 0 0 1 1,4% 0,29**
CGT/CAT 0 0 1 1,4% 0,29**
CTT/TTT 0 0 1 1,4% 0,29**
k. Daten 18 11,3% 13 18,3%
Total 160 (100%) 71 (100%) alle Werte

n.s.

Tabelle 21: Frequenz der Haplotypenkombinationen der Exons 12, 21 und 26 des MDR1

(Berechnung der Signifikanz mittels Fisher’'s — Exact -Test (**); n.s.= nicht statistisch

signifikant)
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V. Diskussion

1976 wurde das Multidrugresistenzprotein MDR1 (P-Glycoprotein; Pgp) entdeckt. Es
konnte gezeigt werden, dass es an der Blut-Darm- und Blut-Hirn-Schranke (BHS)
lokalisiert ist und als Efflux-Pumpe den Kérper vor Schadstoffen schitzt. Es wird
vermutet, dass eine pathologische Uberexpression von Pgp mit zu dem Phanomen
der Pharmakoresistenz beitragt, wie es bei Patienten mit Krebserkrankungen (61),
Rheumatoider Arthritis (109) oder chronischen Darmerkrankungen (51) beobachtet
werden konnte. Seine Lokalisation an der BHS und die mdgliche Rolle in der
Pharmakoresistenz machen MDR1 auch fir die Epilepsieforschung interessant. An
Hirnresektaten von Epilepsiepatienten oder Tiermodellen flir die
Temporallappenepilepsie (TLE) wurde eine Uberexpression von MDR1 im
epileptogenen Fokus beschrieben ((8); (13), (42), (175), (191), (199)). Einige der
gangigsten Antikonvulsiva (AED) wie Phenytoin (PHT), Carbamazepin (CBZ),
Phenobarbital (PB) oder Lamotrigin (LTG) sind Substrate fiur MDR1 ((110), (134),
(168)). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Uberexpression von Pgp
die AED daran hindert, an ihren Wirkungsort zu gelangen und somit Pgp eine Rolle
in der pharmakoresistenten Epilepsie spielt.

Die Expression eines Gens und seine Funktionalitat werden u. a. auch von
Polymorphismen im Gen beeinflusst. Im Exon 26 des MDR1-Gens fuhrt die C->T
Transversion bei Position 3435 zu keiner Verdnderung der Aminosauresequenz und
ist damit eine stille oder auch synonyme Mutation. Dennoch wurden Genotyp-
Phanotyp-Assoziationen zwischen den C3435T-Polymorphismen und der
Funktionalitat des P-Glycoproteins beobachtet. Man konnte bei Personen mit dem
TT-Genotyp weniger P-Glykoprotein im Intestinum feststellen (70) und die mRNA-
Expression in Leukozyten war am niedrigsten in der TT-Gruppe (164). Auch bei
HIV1- infizierten Patienten war der TT-Genotyp mit einer niedrigeren MDR1-
Expression assoziiert (52). Die Leukozyten von Patienten mit dem CC-
Polymorphismus enthielten weniger MDR1 Substrat Rhodamin als die der TT-
Gruppe. Dies legt damit die Annahme eines vermehrten Efflux durch MDR1 nahe
(68). Es gibt aber auch gegensatzliche Beobachtungen. So beschrieben Kim et al.
bei Amerikanern einen héheren MDR1 Spiegel in der TT-Gruppe und einen damit
assoziierten niedrigeren Plasmaspiegel von Fexofenadine (ebenfalls ein MDR1
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Substrat) (91). Sakaeda et al. fanden Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Kim
und Kollegen ebenfalls eine erniedrigte Area under the curve von Digoxin (ein
weiteres Pgp Substrat) bei Personen mit dem TT3435-Genotyp (146). Allerdings sind
Fexofenadine und Digoxin auch Substrate fir mehrere Mitglieder der Organische
Anionentransporter (OATP), was sich auch auf die Beurteilung der Pgp-
Transportfunktion fir Fexofenadine und Digoxin auswirken kénnte ((44), (78)).
Nakamura et al. fanden eine erh6hte MDR1 Expression im Duodenum von Personen
des TT-Typs (123).

In diesem Kontext untersuchten Siddiqui et al. 2003 den C3435T- Polymorphismus
bei Epilepsiepatienten. Sie fanden eine signifikante Assoziation zwischen dem CC-
Typ und einer pharmakoresistenten Epilepsie. Tan et al. und Sills et al. gelang eine
Wiederholung dieser Ergebnisse trotz gréBerer Fallzahlen (609 bzw. 400 Epilepsie-
patienten) bei gleichem Studiendesign nicht ((165), (169), (188)). Wohingegen Kwan
und Kollegen bei 746 Han Chinesen mit Epilepsie eine Assoziation zwischen dem
Therapieansprechen und dem MDR1 TT-Genotyp zeigen konnten (98). Die Gruppe
um Zimprich untersuchte die Haplotypen der Exons 12, 21 und 26 des MDR1 Gens
bei Patienten mit TLE. Die Patienten wurden in drei Pharmakoresistenzstufen
eingeteilt und die therapieresistenteste Gruppe zeigte sich signifikant haufiger
homozygot fiir den CGC-Haplotypen. Dies war noch auffalliger in der Untergruppe
der mesialen Temporallappenepilepsie (MTLE) (209).

Méglicherweise ist das Nichtreplizieren der genetischen Assoziationsstudien auch
zurlckzufihren auf das komplexe Haplotypensystem und ihnen zugrunde liegend
das linkage disequilibrium. Der stille SNP C3435T steht in linkage disequilibrium mit
G2667T/A, einer Missense Mutation (81). Hung und Kollegen fanden heraus, dass
die drei SNPs C1236T, G2667T/A und C3435T einen Einfluss auf das therapeutische
Ansprechen der Epilepsie hatten. Die Haplotypen CGC, TGC und TTT waren bei
Patienten mit einer pharmakoresistenten Epilepsie signifikant haufiger nachweisbar
(76).

In Anlehnung an die Studie von Siddiqui und Kerb untersuchten wir 231
Epilepsiepatienten des Behandlungszentrums Vogtareuth auf den C3435T
Polymorphismus des MDR1-Gens. Es sollte dabei Gberprift werden, ob eine
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mogliche Korrelation zwischen dem Genotypen des Patienten und den
Nebenwirkungen, der Wirkung und dem Outcome der Therapie besteht.

Vorausschickend ist folgendes zu erwahnen. Die aus 160 Studienpatienten und 71
Kontrollpatienten bestehende Kohorte unterschied sich in zwei folgenden Merkmalen
voneinander. Das Auftreten einer Epilepsie in der nachsten Familie war statistisch
haufiger in der CC-Untergruppe (p = 0,015). Zusatzlich war die idiopathisch
generalisierte Epilepsie signifikant haufiger in der TT-Gruppe (P = 0,02), bei
allerdings sehr kleiner Fallzahl.

Bei unseren Patienten zeigte sich in Bezug auf Art und Anzahl der
Nebenwirkungen kein statistisch signifikanter Unterschied in der CC- und in der TT-
Gruppe. Jedoch wurde AED statistisch signifikant h&ufiger in der CC-Gruppe wegen
aufgetretener Nebenwirkungen abgesetzt (p< 0,0001; Odds Ratio 0,3459; 95% Cl:
0,2107 — 0,5679). Dies steht in Einklang mit den Beobachtungen, dass der CC-
Polymorphismus im Bereich des epileptischen Gewebes verstarkt exprimiert ist und
dort einen therapeutischen Spiegel des AED verhindert, im Gbrigen Gehirn jedoch
normal exprimiert ist und so die AED-Spiegel die NW-Grenze erreichen kdnnten
(174).

Bezlglich der Nebenwirkungen untersuchten wir speziell noch einmal die AED, die
bislang in Experimenten als Substrate (CBZ, Oxcarbazepin (OXC), LTG, PB, PHT,
Topiramat (TPM)) oder wahrscheinliche Substrate (Valproinsaure (VPA)) fir MDR1
nachgewiesen worden waren. Die Nebenwirkungen wurden in einzelne
Untergruppen, wie allergische Reaktionen, gastrointestinale NW etc.
zusammengefasst und dem MDR1-Polymorphismus gegeniber gestellt. Hierbei
zeigte sich lediglich fiir das AED CBZ ein statistisch signifikanter Unterschied fur das
Auftreten von NW in den beiden SNP des MDR1.

Bei CBZ war der TT-Typ statistisch signifikant hdufiger mit dem Auftreten von
Mudigkeit assoziiert (P= 0,035; Odds Ratio =12,25; Cl: 1,27 — 118,43). Der CC-Typ
zeigte eine leichte Assoziation fir gastrointestinale NW (P= 0,0824; Odds Ratio
0,064; Cl: 0,0028 — 1,436). Dies wiirde sich daher erklaren lassen, dass sich bei dem
TT-Typ durch den geringeren Efflux des CBZ ein hdherer CBZ-Spiegel im Gehirn
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findet und zu Mudigkeit fihrt. Demgegentber schleust der aktivere CC-Typ an der
Blut-Darm-Schranke mehr CBZ zurtick in den Darm und flihrt so zu dem vermehrten
Auftreten von gastrointestinalen Nebenwirkungen. Nach Bonferroni-Korrektur waren
die Ergebnisse jedoch nicht mehr statistisch signifikant.

Zusétzlich ist zu berlcksichtigen, dass die Behandlung von Epilepsiepatienten, im
Besonderen solche mit einer therapierefraktaren Epilepsie, sehr komplex ist und
dabei meist Kombinationen von Medikamenten gegeben werden, die sich auch
gegenseitig wieder beeinflussen kénnen. Zusatzlich gibt es auch Hinweise in der
Literatur, dass einige AED einen hemmenden oder einen stimulierenden Einfluss auf
Pgp haben kénnen ((16), (204)). Weiss und Kollegen konnten zeigen, dass CBZ
einen hemmenden Einfluss auf Pgp hat. Die hemmende Potenz von CBZ war jedoch
wesentlich geringer als die des bekannten Pgp Inhibitors Verapamil. Die
Antiepileptika PHT, LTG und VPA zeigten ebenfalls Hemmung von Pgp in Bereichen,
die oberhalb des therapeutischen Spiegels lagen (204). Mdgliche hemmende
Einflisse der AED auf die Pgp-Wirkung konnte jedoch in unserer retrospektiven
Studie nicht berlcksichtigt werden. Hierzu wéaren prospektive Multicenterstudien mit
therapieresistenten Patienten mit einem AED nétig (16).

Die antikonvulsive Therapie war in der TT-Gruppe wirksamer. Hier zeigte sich
statistisch signifikant haufiger eine Anfallsfreiheit (p=0,0104; Odds Ratio: 2,718; 95%
Cl: 1,248 — 5,920). Dies steht in Einklang mit der Hypothese, dass der CC-Typ die
aktivere Form des C3435T-Polymorphismuses ist, die die AED vermehrt Uber die
BHS wieder ins Blut zurlicktransportiert. Damit stehen keine therapeutischen Spiegel
am Ort des epileptischen Geschehens zur Verfligung. Beim TT-Typ steht demzufolge
eine hdhere Konzentration der AED an ihrem Wirkort zur Verfligung, die - wie in
unserer Studienpopulation beobachtet - zu einer besseren Anfallskontrolle flihren.
Mit unserer Hypothese der aktiveren CC-Form des C3435T Polymorphismus des
MDR1 lasst sich leider nicht die Angabe der Patienten erklaren, die statistisch
signifikant haufiger eine 50% Anfallsreduktion (p=0,0030; Odds Ratio: 0,2774; 95%
Cl: 0,1197 — 0,6429) wie auch eine 75% Anfallsreduktion (p=0,0081; Odds Ratio:
0,05467; 95% CI: 0,02995 — 1,001) bei CC-Phanotyp angaben. Nicht ganz signifikant
war die 25% Anfallsreduktion in der CC-Genotyp-Gruppe (p=0,0519; Odds Ratio:
0,3307; 95% CI: 0,1078 — 1,015). Einschréankend ist aber zu bemerken, dass ein
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statistisch signifikante Unterschied hinsichtlich der fehlenden Angaben zur
Wirksamkeit der AED in der TT-Gruppe bestand (p=0,0014; Odds Ratio: 2,373; 95%
Cl: 1,417 — 3,974). Nach Bonferroni-Korrektur blieben nur die 50% Anfallsreduktion
in der CC-Gruppe und die fehlenden Therapieangaben in der TT-Untergruppe
statistisch signifikant, so dass gerade durch die fehlenden Angaben in der TT-
Untergruppe die Ergebnisse nur eingeschrankt zu bewerten sind.

Diese widersprichlichen Ergebnisse — einmal zeigt der TT-Typ eine Assoziation mit
Wirkverlust bzw. Anfallspersistenz auf der anderen Seite ist er assoziiert mit
Anfallsfreiheit - kbnnten auch auf der Tatsache beruhen, dass die Nebenwirkungen
durch die Patienten angegeben wurden, der Therapieeffekt aber zusatzlich durch die
behandelnden Arzte beurteilt wurde und das es sich bei unserer GEPAED-Studie um
eine retrospektive Untersuchung handelte. Aber auch bei den Angaben zum
Absetzungsgrund bestand in der Sparte der fehlenden Angaben in der TT-Gruppe
ein nicht ganz statistisch signifikanter Unterschied, der die Wertung dieser Angaben

nur eingeschrankt zulasst.

Hinsichtlich einer méglichen Toleranzentwicklung zeigte sich ein statistisch sehr
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der Patienten mit einer
pharmakoresistenten Epilepsie und der Kontrollgruppe (PR.: 27,5% vs. KO.: 8,5%;
p=0,0009; Odds Ratio: 4,109; 95% CI: 1,661 — 10,164). Kein statistisch signifikanter
Unterschied ergab sich zwischen den beiden homozygoten Polymorphismen (TT
24,3% vs. CC 17,8%).

Unsere pharmakoresistenten Epilepsiepatienten wiesen &hnlich haufig TT- und
CC-Polymorphismus (67,6% vs. 66,7%) auf. Auch bei Beschrankung der Auswertung
auf Patienten mit rein deutscher Abstammung ergab sich keine Assoziation der
Pharmakoresistenz mit einem MDR1-Polymorphismus. Unsere Ergebnisse sind
damit im Einklang mit den Ergebnissen von Tan et al., Sills et al., Kim et al und
Shawan et al. ((92), (163); (169), (188)). Wie auch diese Gruppen konnten wir die
Ergebnisse von Siddiqui et al. nicht wiederholen (165).

Zur Uberpriifung, ob durch Bestimmung der Haplotypenkombinationen eine
bessere Aussage hinsichtlich einer pharmakoresistenten Epilepsie méglich ware,
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fihrten wir in Anlehnung an Hung und Kollegen die Bestimmung der
Polymorphismen der Exone 12 und 21 zusatzlich zu Exon 26 des MDR1 durch (76).
In unserer Studienpopulation bestand, wie bereits fiir den C3435T-Polymorphismus
untersucht, auch fur die beiden anderen Polymorphismen C1236T und G2677T/A
kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich des Auftretens in den beiden
Gruppen. Die am haufigsten zu beobachteten Haplotypen waren TTT, CGC, CGT
und TTC. In der Arbeit von Hung und Kollegen waren dies TTT, CGC wie bei uns
und zusétzlich TGC gewesen. Zimprich und Mitarbeiter fanden in ihrem
Studienkollektiv am haufigsten die auch bei uns beobachteten Haplotypen CGC,
CGT und TTT. Wir konnten jedoch keine Assoziation unserer Haplotypen mit dem
Auftreten einer Pharmakoresistenz feststellen, wie dies von Hung und Zimprich
berichtet worden war ((76), (209)). Auch hinsichtlich der am haufigsten festgestellten
Haplotypenkombinationen CGC/TTT, CGT/TTT, TTT/TTT, CGC/CGC und CGC/CGT
fand sich kein feststellbarer statistisch signifikanter Unterschied.

In der Arbeit von Zimprich zeigte sich zunachst ebenfalls eine ausgeglichene
Verteilung der Haplotypen zwischen den Patienten mit einer
Temporallappenepilepsie und den Kontrollen. Eine weitere Aufteilung der
pharmakoresistenten Epilepsiepatienten in drei Untergruppen, abhangig vom
Ansprechen auf die Therapie, ergab dann eine Assoziation der
Haplotypenkombination CGC/CGC mit einer pharmakoresistenten
Temporallappenepilepsie. Die Autoren folgerten daher, dass der Grad der
Pharmakoresistenz durch das MDR1-Gen moduliert werden kdnnte (209).
Dieses konnten wir in unserer pharmakoresistenten Gruppe nicht weiter
nachvollziehen, da diese aus heterogenen Epilepsiesyndromen bestand und nicht
nur, wie bei Zimprich, aus Temporallappenepilepsien. Dartiber hinaus war der
CGC/CGC Haplotyp in der Kontrollgruppe leicht haufiger vertreten als in der
Studiengruppe.

Ho und Kollegen konnten eine Assoziation zwischen dem gangigsten Haplotypen
und Colitis ulcerosa feststellen, nicht jedoch bei Morbus Crohn. Des Weiteren war
diese Assoziation unabhangig von C3435T, sondern abhangig von SNP rs3789243
im Intron 3. Zusétzlich konnten sie zeigen, dass die verschiedenen Haplotypen
teilweise als protektiver Faktor und teilweise als Risikofaktor gewertet werden
konnten (69).
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Bezlglich der Untersuchung von méglichen Assoziationen zwischen
Therapieansprechen und Haplotypen des MDR1 dirften auch hier weitere Studien
noétig sein unter Berlicksichtigung des komplexen linkage disequilibrium Systems.
Speziell der Befund, dass das 3’ Ende von ABCB1 (MDR1) in hohem linkage
disequilibrium zum 5’ Beginn von ABCB4 (MDR3) steht, zeigt, dass MDR1 nicht

isoliert betrachtet werden sollte (107).

Es gibt mehrerer Ursachen das genetische Assoziationsstudien nicht repliziert
werden kdnnen (43). Eine davon ist, dass die ersten positiven Assoziationsstudien zu
einer Uberschatzung der EffektgrdBe fiihren, so dass bei einer Wiederholung der
Studie zur Uberpriifung der Replikation gréBere Patientenzahlen notwendig sind.
Dies war uns leider nicht méglich. Aber auch Tan et al., die die doppelte
Patientenzahl untersuchten, fanden keine positive Assoziation in der
Replikationsstudie. Sie hatten eine 90%-Power, um allelische Assoziationen mit einer
Odds Ratio von 1.5 bzw. eine 80%-Power, um eine allelische Assoziation mit einer
Odds Ratio von 1.4 zu erkennen (188).

Die Reproduzierbarkeit der Genotypisierung wurde tberprtft, indem wir
stichprobenartig einzelne Proben wiederholt bestimmten. Dartiber hinaus erfolgte die
Analyse geblindet gegenuber den klinischen Daten, wie in den Leitlinien empfohlen
(108). AuBerdem erflllte auch unsere Studienpopulation die Hardy-Weinberg-

Kriterien.

Verschiedene ethnische Hintergriinde kdnnen genetische Studien sehr stark
beeinflussen u. a. aufgrund eines verschiedenen linkage disequilibriums. Dies kann
zu Problemen bei einer Replikation fihren, da in verschiedenen Ethnizitaten
unterschiedliche Assoziationen beobachtet werden kénnen (43). Siddiqui fihrte seine
Studie in England, Tan in Australien und Sills in Schottland durch. Selbst wenn — wie
in unserer Studie der Fall - die Mehrheit der Studienpatienten Kaukasier waren und
die Frequenz fur das C-Allel bei den Kontrollpatienten in allen Studien sehr &hnlich
war (Siddiqui: 43,0%; Tan: 45,4%; Sills: 42,9%; von Stllpnagel: 43,6%), so kdnnte
dennoch ein Einfluss durch die unterschiedliche historische genetische Mischung
nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden, wenn auch dieser relativ
unwahrscheinlich sein dirfte. Zusatzlich sind die beobachteten genetischen
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Assoziationen nicht konsistent in den verschiedenen ethnischen Gruppen. So haben
Studien bei Kaukasiern eher eine Assoziation zwischen dem 3435TT-Genotyp und
verminderter Pgp Aktivitat bzw. Expression gezeigt, wohingegen die umgekehrte
Assoziation bei Japanern beobachtet wurde ((44), (123), (146)).

Ein weiterer Grund, dass die genetische Assoziation, welche in der ersten Studie von
Siddiqui beobachtet wurde, nicht erneut repliziert werden konnte, ist eine nur zufallig
beobachtete Assoziation bei zu geringem Signifikanzniveau. Daher wurde auch von
einigen Autoren ein Signifikanzniveau bis zu 1 x 10°® gefordert, speziell dann, wenn in
einem Datensatz mehrere Assoziationen Uberprift werden ((21), (39), (43)).

Bei Gen-Assoziationstudien ist auBerdem die Heterogenitat, die durch die
verschiedenen AED und deren unterschiedliche Anzahl mit daraus resultierenden
zusatzlichen pharmakodynamischen Interaktionen zu bedenken, die eine wahre,
aber schwache Assoziation z. B. zwischen C3435T und pharmakoresistenter
Epilepsie maskiert (179).

Besteht eine Assoziation, ist diese jedoch mit einer noch niedrigeren Odds ratio <1,4
verkniipft. Damit ware zur Uberpriifung eine noch gréBere Studienpopulation als die
von Tan mit 609 Patienten nétig.

Im Hinblick auf das komplexe Haplotypensystem sollte auch weiterhin eine mdgliche
Assoziation von SNPs immer auch mittels Haplotypenanalyse Uberpriift werden
((76), (207)).

Ubertragt man die Genotypen-abhangige Expression von P-Glykoprotein auf die
BHS und wird hier der Einfluss der Polymorphismen auf die Expression nicht
bestatigt, so stellt dies die Rolle von P-Glykoprotein an der BHS in Frage (169).
Dennoch wére auch eine pathologische Uberexpression von P-Glykoprotein nur in
epileptogenen Foci méglich, unabhéngig von genetischen Determinanten, z.B.
aufgrund von persistierenden Anfallen. Dies wurde vermehrt in Tiermodellen fir TLE
beobachtet ((103), (144), (160), (200), (206)) oder durch die AED-Behandlung selbst,
bislang aber im Tierexperiment nicht bewiesen (159). Auch die Erndhrung oder
Umweltfaktoren wie z.B. Orangensaft oder Naturstoffe wie Johanniskraut ((72), (45),
(47), (64), (201)), kdnnen die P-Glykoproteinexpression beeinflussen. Zur
Uberpriifung waren hier weitere Studien an Patienten mit speziellen
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Neuropathologien wie z.B. Hippokampussklerose, fokale kortikale Dysplasie (FCD),

etc. erforderlich.

Die Rolle von P-Glykoprotein in der pharmakoresistenten Epilepsie muss noch weiter
untersucht werden, da bislang ein proof-of-principle der Multidrugtransporter -
Hypothese fehlt und noch einige Fragen offen sind. Nach Sisodiya (171) mussen fur
jeden postulierten Mechanismus der AED-Resistenz vier Kriterien erflllt sein:
e erstens muss der Mechanismus in epileptischem Gewebe nachweisbar sein
e zweitens muss die Aufgabe des Mechanismus funktionell zu einer
Pharmakoresistenz beitragen kénnen
e des Weiteren muss der Mechanismus auch im lebenden Organismus
nachweisbar sein
e zuletzt sollte durch Blockade des Mechanismus die Pharmakoresistenz zu

Uuberwinden sein.

Uberpriift man nun das Vorliegen dieser vier Kriterien fir MDR1, so ergibt sich
Folgendes: MDR1 konnte in Resektaten von Epilepsiepatienten sowie in
Tiermodellen z.B. fir die TLE nachgewiesen werden ((13), (14), (42), (144), (160),
(173), (174), (191), (198), (200)). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass MDR1
bei Pharmakoresistenz durchaus eine Rolle spielt ((134), (136), (138), (144)) und
auch in vivo wichtig ist (168). Dies konnte allerdings bislang nur anhand von
Tierexperimenten und nicht am Menschen gezeigt werden. Ob die Hemmung des
MDR1 zur Aufhebung der Pharmakoresistenz fuhrt, wurde bislang nur in
Fallberichten ver6ffentlicht ((77), (184)). Daher sind z.B. PET-Untersuchungen der P-
Glykoproteinfunktion und MDR1 Inhibitoren beim Menschen wichtig (49). Dies
konnten Sasongko et al. als erste an 12 freiwilligen Patienten studieren. Mittels PET
untersuchten sie die Aktivitat von Pgp an der menschlichen BHS. Als Pgp Substrat
diente C'" markiertes Verapamil und als Inhibitor Cyclosporin. Es zeigte sich eine
milde Hemmung von Pgp mit einem Anstieg der intracerebralen Radioaktivitat. Diese
Methode der bildlichen Darstellung der Pgp-Aktivitat kbnnte man auch verwenden,
um den Einfluss der verschiedenen MDR1 Polymorphismen auf die Aktivitat von Pgp

zu untersuchen (150).
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Bei all diesen positiven Forschungsergebnissen zu P-Glykoprotein und
therapieresistenter Epilepsie gibt es jedoch auch Schwachstellen der MDR1-

Transporter Hypothese.

Die molekularen Mechanismen der Uberexpression sind bislang noch unklar. Es gibt
experimentelle und klinische Hinweise, dass die Uberexpression von MDR1
entweder intrinsisch (z.B. genetische Polymorphismen s. (148)) oder erworben (z.B.
durch zahlreiche Anfalle s. (89)) sein kénnte. Diese durch persistierende Anfalle
induzierte lokale MDR1 Uberexpression kénnte ein Verteidigungsmechanismus der
zweiten Reihe der BHS sein, da Anfalle zu einer vorilbergehenden Offnung und einer
chronischen Dysregulation der BHS fiihren ((36), (37), (46)), wie es sich in
abnormalen tight junctions oder einer Verdickung der Basalmembran wiederspiegelt.
Die dadurch leichter ins Gehirn eintretenden Stoffe missen im Anschluss vermehrt
wieder exportiert werden. Dies kdnnte in verstarktem MaBe die MDR1 Transporter in
Anspruch nehmen. Fiir den Grad der anfallsabhangigen Pgp-Uberexpression
kénnten Polymorphismen in der Promotorregion mitverantwortlich sein. So zeigten
Takane und Mitarbeiter, dass die Promotorhaplotypen, die T-1517aC, T-1017aC und
T-129C enthielten, mit einem héheren Spiegel von transkriptioneller Aktivitat und

MRNA Expression assoziiert waren und dies unabhangig von C3435T (187).

Ein anderer méglicher Mechanismus fiir die Pgp Uberexpression wére eine
ZellstreBantwort ((160), (206)). Somit kénnte die P-Glykoprotein-Uberexpression ein
Mechanismus sein, mittels dessen Anfélle weitere pharmakoresistente Anfalle
induzieren, durch zu geringe AED-Konzentrationen am epileptogenen Fokus.
Darlber hinaus wirde dies auch erklaren, weshalb eine hohe Anfallsfrequenz vor
Therapiebeginn einen negativen Prognosefaktor darstellt (115). Ein weiteres
Erklarungsmodell fiir die Pgp-Uberexpression ist die Steuerung mittels Liganden-
aktivierten Kernfaktorenrezeptoren (182). Bislang ist bekannt, dass diese Rezeptoren
eine Schllsselrolle in der Regulation der Transkription von hepatischen
medikamentenabbauenden Enzymen sowie hepatischen
Medikamentenexportpumpen spielen. Bauer und Kollegen konnten zeigen, dass von
diesen der Pregnane- X-Rezeptor bei Ratten (beim Menschen als Steroid und
Xenobiotic-Rezeptor (SXR) bezeichnet) die Pgp Expression sowie die
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Transportfunktion an der BHS erhéht ((17), (202)). Mégliche Substrate flir diese
Rezeptoren kénnten AED darstellen.

Ein weiterer Schwachpunkt der MDR1 Hypothese ist, dass nicht alle AED Substrate
fur MDR1 sind. In Tierexperimenten wurden nur Transporteigenschaften fir
Felbamat (FBM), LTG, PB, PHT und TPM gezeigt ((136), (168)). Fir CBZ gibt es
widersprichliche Ergebnisse. So konnten Potschka et al. und Rizzi et al. einen
Transport von CBZ durch MDR1 in Tierexperimenten zeigen, wahrend Owen et al. in
ihren Experimenten keinen Transport nachweisen konnten ((127), (136), (144)). Ein
anderes, neues AED, Levetiracetam (LEV), ist bislang das einzige AED, welches
weder von MDR1 noch von MRP transportiert wird (132). Dennoch gibt es auch
Epilepsiepatienten, die auf eine Behandlung mit LEV nicht ansprechen.

Daher durften die Ursachen fir eine pharmakoresistente Epilepsie in einer
Kombination von vielen Faktoren liegen, die auch die Target- und die
Multidrugtransporter-Hypothese beinhalten. Daneben gibt es noch weitere
Transportproteine, wie die Multidrug Resistence Proteine (MRPs) (MRP1 mit MDR1
an der BHS (89), ebenso MRP2 (135)), Organische Anionentransporter (OATP) oder
das Breast Cancer Resistance Protein (BCRP). Bezliglich BCRP fehlt allerdings
noch der Nachweis des AED-Transportes; erste Ergebnisse zeigen keine
Transporteigenschaft fur CBZ, Clobazam (CLB), Ethosuximid (ESM), LTG, PB, PHT,
Primidon (PRM) und VPA (29). Dartber hinaus war BCRP im normalen und
epileptischen Gewebe nicht unterschiedlich exprimiert (15). Diese Proteine kénnten
in Kombination mit Pgp an der BHS wirksam sein und es damit erschweren, die
einzelnen beobachteten Medikamenteneffekte bzw. die Pharmakoresistenz nur Pgp
zuzuschreiben. Zusatzlich kénnten intrazellulare Transportprozesse, wie z.B. durch
die spezielle Zellorganelle Major Vault Protein (MVP), in der Entwicklung der
Pharmakoresistenz eine Rolle spielen. Hierbei handelt es sich um einen groBen
Ribonucleotidproteinpartikel, identisch mit dem Lung-Resistence-Related-Protein
(LRRP), dessen Aufgabe der bidirektionale Nucleo-cytoplasmatische Austausch und
vesikulare Transport von Komponenten wie Zytostatika ist. In Pgp-negativen,
pharmakoresistenten Tumorzellen sind MVP h&ufig Gberexprimiert ((20), (90), (156),
(195)). In einem Rattenmodell fir die TLE konnte mittels Status epilepticus (SE) eine
Hochregulation von MVP-RNA gezeigt werden (195). Auch in morphologischen
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Korrelaten fir therapieresistente Epilepsien, wie z.B. Hippokampussklerose oder
FCD, wurde eine Hochregulation von MVP auf den Hilusneuronen oder
dysplastischen Neuronen beobachtet (176). Der Nachweis des Transports von AED
mittels MVP steht aber noch aus. Sisodiya und Kollegen untersuchten Hirnresektate
von Epilepsiepatienten mit Hippokampussklerose oder FCD Typ llb. Dabei stellten
sie fest, dass neben Pgp auch BCRP und MVP am Kapillarendothel gemeinsam
lokalisiert waren (177). Dies kdnnte die Hypothese stlitzen, dass an der
Medikamentenresistenz mehrere Transporter beteiligt sind und im Konzert zu einer
pharmakoresistenten Epilepsie fuhren.

Des Weiteren sind auch Cytokinpolymorphismen der Interleukine IL-1beta, IL-1alpha
und IL-1RA mit therapieresistenter Epilepsie assoziiert worden ((74), (87), (130)). In
diesem Zusammenhang kann eine exzessive neuronale Aktivitat (z.B. Anfalle) direkt
die Cytokinexpression verstarken ((9), (74)).

Um bei Epilepsiepatienten eine Prognose bezlglich des pharmakologischen
Therapieansprechens zu stellen, eignet sich nach unseren Ergebnissen, die in
Einklang mit Tan, Sills und Kim sind, der C3435T-Polymorphismus alleine nicht ((92),
(169), (188)). Hinsichtlich der MDR1-Polymorphismen liegt die Bedeutung daher
offensichtlich eher in den verschiedenen Haplotypen, die miteinander im linkage
disequilibrium stehen. In Anbetracht der Ergebnisse von Zimprich und Kollegen
moduliert das MDR1 Gen die Pharmakoresistenz, dirfte sie aber nicht alleine

verursachen und ist daher als alleiniger Prognosemarker nicht geeignet (209).
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VI.

Zusammenfassung

Trotz der Weiterentwicklung von Antiepileptika (AED) gibt es unverandert ca. 20 —
30% therapieresistente Epilepsiepatienten. Und dies, obwohl die AED
unterschiedlich wirken, was auf einen umfassenden Wirkmechanismus der
Pharmakoresistenz hindeutet. Eine genaue Erklarung fehlt bislang; es gibt nur
Hypothesen wie die Target- und die MDR1 Rezeptor-Hypothese. Kénnte der
Mechanismus fir die Pharmakoresistenz gefunden werden, wirde sich dies
entscheidend auf die Behandlung dieser therapieresistenten Patienten auswirken.
Daher gewinnt die Pharmakogenetik bzw. Pharmakogenomik in der Forschung
zunehmend an Beachtung. Dahinter steht die ldee, dass verschiedene genetische
Veranderungen zu einer Anderung der Pharmakokinetik bzw. Pharmakodynamik von
Medikamenten fUhren, indem sie den Phanotyp des Patienten beeinflussen. So
konnten zahlreiche verschiedene Polymorphismen in Genen von metabolisierenden
Enzymen gefunden werden. Durch Testung auf entsprechende Polymorphismen, die
in Studien als Prognosefaktor entdeckt wurden, kénnte dann das Konzept einer
individualisierten Pharmakotherapie flr den jeweiligen Patienten entwickelt werden,
wie es in der Chemotherapie bereits begonnen wurde (43).

In den letzten Jahren ist der Multidrugrezeptor MDR1 (auch Pgp genannt)
zunehmend in den Blickpunkt des Interesses gerlckt. Diese Effluxpumpe wurde im
Verlauf auch an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) lokalisiert und einige AED sind
Substanzen fir MDR1. In weiteren Untersuchungen wurden bislang zahlreiche
Polymorphismen fir MDR1 gefunden und von Hoffmeyer eine Assoziation zwischen
den C3435T Single Nucleotide Polymorphismen (SNP) und der Expression von Pgp
beschrieben (70). Hinsichtlich dieser Assoziation fanden sich im weiteren Verlauf
widersprichliche Ergebnisse ((68),(82),(94)). Des Weiteren ist der mdgliche
funktionelle Mechanismus des stillen Polymorphismus C3435T bislang immer noch
ungeklart, so dass zum jetzigen Zeitpunkt der mogliche therapeutische Wert fir eine
individuelle Pharmakotherapie aufgrund des entsprechenden SNP C3435T rein
spekulativ ist. Bezlglich einer Assoziation von SNP des C3435T MDR1 mit
Pharmakoresistenz liegen widersprichliche Ergebnisse vor. Mdglicherweise kénnten
die unterschiedlichen Ergebnisse der genetischen Assoziationsstudien teilweise auf
Unterschiede im linkage disequilibrium zurlickzuflhren sein, da C3435T auch in
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Zusammenhang zu anderen SNP des MDR1 Genes wie z.B. G2667T/A einer
Missense Mutation steht. Hierzu sind weitere Studien zur Pgp Expression bei
unterschiedlichen Haplotypenkonstellationen an einer gréoBeren Studienpopulation
nétig ((32), (76), (81), (84), (207)).

In Anlehnung an die Studie von Siddiqui und Kerb (165) sollte in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob Korrelationen zwischen dem Genotyp des Patienten
mit Nebenwirkung, Wirkung und Therapieansprechen gebildet werden kénnen.

Es wurden 231 Patienten aus dem Behandlungszentrum Vogtareuth, Abteilung
Neuropéadiatrie mit einer seit Kindheit bestehenden Epilepsie im Zeitraum Juli 2004
bis September 2005 rekrutiert. Die Einteilung erfolgte in eine Studiengruppe (>
3AED, nicht anfallsfrei = mindestens 1 Anfall/Woche, Paroxysmen im EEG und/oder
epilepsiechirurgischer Eingriff) und eine Kontrollgruppe (anfallsfrei > 6 Monate; nicht
mehr als 3 AED und unter dem 3. AED anfallsfrei).

Die Untersuchung o. g. Fragestellung wurde in vier Schritten durchgefihrt:
Vergleich der Studien- zur Kontrollgruppe

Vergleich der homozygten Genotypen des MDR1 Polymorphismus C3435T
Subgruppenanalyse der MDR1 spezifischen AED

Haplotypenanalyse fur die MDR1 Polymorphismen C1236T, G2677T/A und
C3435T

o

Ergebnisse:

Nebenwirkungen:

Hinsichtlich der Anzahl der Nebenwirkungen zeigte sich kein statistisch
signifikanter Unterschied in der CC- und in der TT-Gruppe des C3435T-
Polymorphismuses. In der CC-Gruppe wurden die AED statistisch signifikant haufiger
wegen aufgetretener Nebenwirkungen abgesetzt in Einklang mit den
Beobachtungen, dass der CC-Polymorphismus auBerhalb des epileptogenen Fokus
jedoch normal exprimiert ist und so der AED-Spiegel die NW-Grenze erreichen
kdénnte (174).
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Bezliglich der Nebenwirkungen in der Subgruppenanalyse der MDR1 spezifischen
AED waren nach Bonferroni-Korrektur die Ergebnisse nicht mehr statistisch

signifikant.

Wirkung:

Die antikonvulsive Therapie war in der TT-Gruppe des C3435T MDR1
Polymorphismus wirksamer. Hier zeigte sich in Einklang mit der Hypothese, dass der
TT-Typ weniger AED wieder Uber die BHS ins Blut zurlicktransportiert und so
ausreichende Wirkspiegel erreicht werden kénnen, statistisch signifikant haufiger
eine Anfallsfreiheit (nach Bonferroni-Korrektur jedoch nicht mehr statistisch
signifikant).

Gegen diese Hypothese spricht die statistisch signifikante Angabe der 50%
Anfallsreduktion in der CC-Gruppe, die auch nach Bonferroni-Korrektur statistisch
signifikant blieb.

Einschrankend ist hier aber anzumerken, dass ein statistisch signifikanter
Unterschied hinsichtlich der fehlenden Wirksamkeitsangaben in der TT-Gruppe
bestand (p=0,0014; Odds Ratio: 2,373; 95% CI: 1,417 — 3,974), so dass gerade
durch die fehlenden Angaben in der TT-Untergruppe die Ergebnisse nur

eingeschrankt auswertbar sind.

Diese widerspruchlichen Ergebnisse — einmal zeigt der TT-Typ eine Assoziation mit
Wirkverlust bzw. Anfallspersistenz auf der anderen Seite ist er assoziiert mit
Anfallsfreiheit - kbnnten auch auf der Tatsache beruhen, dass einerseits die
Nebenwirkungen von den Patienten angegeben wurden, andererseits der
Therapieeffekt aber zusétzlich durch die behandelnden Arzte beurteilt wurde und das
es sich bei unserer GEPAED-Studie um eine retrospektive Untersuchung handelte.
Zusétzlich hatte die TT-Gruppe statistisch signifikant weniger (auch nach Bonferroni-
Korrektur) Angaben zur Medikamentenwirksamkeit abgegeben und es zeigte sich
eine Tendenz von weniger Angaben zum Absetzungsgrund in der TT-Gruppe, die die
Wirksamkeit der Medikation nur eingeschrankt beurteilen lassen.

Hinsichtlich einer mdglichen Toleranzentwicklung zeigte sich ein statistisch

signifikanter Unterschied nur zwischen den beiden Studiengruppen jedoch kein
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statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden homozygoten
Polymorphismen des C3435T.

Therapieansprechen:

Die Studien- und die Kontrollgruppe wiesen ahnlich haufig den MDR1 TT- und CC-
Polymorphismus (67,6% vs. 66,7%) auf. Auch fir die beiden anderen
Polymorphismen C1236T und G2677T/A bestand kein statistisch signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Auftretens in den beiden Gruppen (G2677T/A: GG-
Genotyp 28,1% vs. 31% und TT-Genotyp 18,1% vs. 12,7%; C1236T: CC-Genotyp
25,6% vs. 31% und TT-Genotyp 18,1% vs. 15,5% /jeweils Studiengruppe vs.
Kontrollgruppe). Die Haplotypenanalyse zeigte ebenfalls keinen Unterschied
zwischen der Studien- und der Kontrollgruppe. Die am haufigsten zu beobachtenden
Haplotypen waren TTT, CGC, CGT und TTC.

Damit ergab sich keine Assoziation der Pharmakoresistenz mit einem MDR1-
Polymorphismus. Unsere Ergebnisse sind somit im Einklang mit den Ergebnissen
von Tan et al., Sills et al., Kim et al und Shahwan et al. ((92), (163); (169), (188)).
Wie auch diese Gruppen konnten wir die Ergebnisse von Siddiqui et al. nicht
wiederholen (165).

Schlussfolgerung:

Zusammenfassend spielen fir die pharmakoresistente Epilepsie neben Genetik
sicherlich auch krankheitsbezogene und medikamentenbezogene Mechanismen eine
Rolle. Bezlglich des MDR1-Polymorphismus ist seine Bedeutung als
Therapieeffektmarker noch nicht abschlieBend zu beurteilen. In Anbetracht der
Ergebnisse von Zimprich und Kollegen moduliert das MDR1 Gen die
Pharmakoresistenz, dirfte sie aber nicht alleine verursachen und ist daher als
alleiniger Prognosemarker nicht geeignet (209). Auch in unserer Arbeit konnten wir

keine Assoziationen mit einer Pharmakoresistenz nachweisen.

In der Zukunft sind weitere Studien auf Kandidatengene bezlglich des
Medikamentenansprechens nétig. Dabei durfen aber die komplexen Interaktionen
verschiedener, an der Absorption, Verstoffwechslung etc. des Medikaments

beteiligter Gene, nicht auBer Acht gelassen werden, um auch Interaktionen zwischen
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verschiedenen Polymorphismen zu erkennen ((60), (107)). Zuséatzlich sind bei
zukinftigen Studien auch die verschiedenen klinischen Charakteristika der
epileptischen Syndrome sowie die verwendeten AED und ihre Dosierungen zu
bericksichtigen, da sie alle das Therapieansprechen beeinflussen kénnen (185). Zur
Interpretation der Ergebnisse von genetischen Assoziationsdaten sind generelle
Analysestandards und einheitliche Definitionen nétig, die dann konsequent in allen
zukinftigen Studien angewendet werden (53). Mittels dieser zukiinftigen Studien
kénnen auch neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie der Epilepsie erzielt werden
(172).
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VIIl. Anhang

1. Genetik-Terminologie

Genom:

Proteom:

Allel:

Haplotyp:

Homozygot:

Heterozygot:

Linkage:

Linkage

Disequilibrium:

die gesamte DNA-Sequenz eines Individuums

das komplette Set von RNA, welches von dem Genom
abgeschrieben wird

verschiedene Formen von Genen oder verschiedene
DNA-Sequenzen an identischer Lokalisation auf einem
Chromosom. Jede menschliche Zelle hat ein Allel von
der Mutter und eins vom Vater.

bestimmte Kombination von Allelen einer bestimmten

Region eines Chromosoms

ein Individuum mit den gleichen Allelen an
korrespondierenden Loci auf dem homologen

Chromosom

ein Individuum mit verschiedenen Allelen an
korrespondierenden Loci auf dem homologen

Chromosom

die Tendenz von Genen, gemeinsam vererbt zu
werden, als Ergebnis ihrer Lokalisation auf dem
gleichen Chromosom; gemessen mittels Prozent

Rekombination zwischen zwei Orten (Loci)

einige Kombinationen von genetischen Markern treten
mehr oder weniger haufiger auf, als man nach ihrer

Lokalisation auf dem Chromosom vermuten wuirde. Dies
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Polymorphismus:

Single-Nucleotide
Polymorphismus
(SNP):

Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht:

Polymerase Chain
Reaction (PCR):

lasst vermuten, dass Gruppen von Markern gemeinsam

vererbt werden

Variationen der DNA-Abfolge in einer bestimmten

Region des Genoms zwischen Individuen

die DNA-Abfolge unterscheidet sich in einzelnen Basen;
dies kann bei Individuen einer Population beobachtet
werden.

Vorkommen mindestens 1% oder mehr; wohingegen
Mutationen seltene Unterschiede sind, die unter einem
Wert von 1% in der Bevélkerung auftreten. SNP
verteilen sich Uber das gesamte menschliche Genom
und treten mit einer durchschnittlichen Frequenz von 1

auf 1000 Basenpaare auf. Ihre Mutationsrate ist niedrig

in einer Population bleibt die Haufigkeit verschiedener
Allele gleich. Das Gleichgewicht wird nur verschoben
durch Selektion, Abwanderung/Zuwanderung oder
genetischen Drift.

Die Gleichung fir die Gesamtheit der Allele in der
Population lautet: p + q = 1

Die Gleichung fur die Gesamtheit der Population lautet:
p®+2pq + ¢°

wobei g die Haufigkeit des rezessiven und p die
Haufigkeit des dominanten Allels ist. Daraus ergibt sich
die Haufigkeit homozygoter rezessiver Individuen mit g7,
die der homozygoten dominanten Individuen mit p? und
die der heterozygoten Individuen mit 2pq.

Technik, um die Ziel-DNA-Sequenz in ihrer Kopieanzahl
um 10° zu erhdhen; mittels Zyklen von Denaturierung,
Abkuhlung mit Primern und Verlangerung durch DNA-
Polymerase
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cDNA:

Exon:

Intron:

Splicing:

Hapten:

eine Einzelstrang-DNA komplementar zu RNA,

synthetisiert mittels reverser Transkription

kodierender Anteil eines Gens

nicht-kodierender Anteil eines Gens

ProzeB, der Introns von der abgeschriebenen RNA
entfernt und so nur Exons Ubrig l1aBt

ein kleines Molekdl, welches durch Bindung an ein

Protein zu einem Antigen wird
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2. Tabellen:

Tabelle 22: Revidierte Klassifikation der Epilepsien und epileptischen Syndrome (2)

Lokalisationsbezogene Epilepsien und Syndrome:

e idiopathisch (mit altersgebundenem Beginn):
o gutartige Epilepsie des Kindesalters mit zentrotemporalen Spikes
o Epilepsie des Kindesalters mit okzipitalen Paroxysmen
o primare Leseepilepsie

e symptomatisch:
o chronisch progrediente Epilepsia partialis continua (Kozevnikov-Syndrom) des

Kindesalters

o Syndrome mit spezifischen Anfallsausldsern (Reflexepilepsien)
o Temporallappenepilepsie
o Frontallappenepilepsie
o Parietallappenepilepsie
o Okzipitallappenepilepsie

e Kryptogen

Generalisierte Epilepsien und Syndrome:

e idiopathische (mit altersgebundenem Beginn):
o benigne familidre Neugeborenenkrampfe
o benigne Neugeborenenkrampfe
o benigne myoklonische Epilepsie des Kleinkindesalters
o Epilepsie mit pyknoleptischen Absencen (Pyknolepsie, Absence-Epilepsie des

Kindesalters)

o juvenile Absence-Epilepsie
o Impulsiv-Petit-mal-Epilepsie (juvenile myoklonische Epilepsie)
o Aufwach-Grand-mal-Epilepsie
o andere generalisierte idiopathische Epilepsien
o Epilepsien mit spezifischen Anfallsauslésern

e kryptogen oder symptomatisch:
o Epilepsie mit Blitz-Nick-Salaam-Krampfen (West-Syndrom)
o Lennox-Gastaut-Syndrom
o Epilepsie mit myoklonisch-astatischen Anfallen

o Epilepsie mit myoklonischen Absencen
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Fortsetzung Tabelle 22

e symptomatisch:

O

unspezifische Atiologie:
= myoklonische Friihenzephalopathie
= fruhinfantile epileptische Enzephalopathie mit Suppression Burst

= andere symptomatische generalisierte Epilepsien

e spezifische Syndrome

o

symptomatische Anfélle sind das fiihrende oder vorherrschende Symptom

verschiedener Krankheitszustande

Epilepsien und Syndrome. die nicht als fokal oder generalisiert bestimmbar sind:

e mit sowohl generalisierten als auch fokalen Anfallen:

O

(0]

o

Neugeborenenkrampfe

schwere myoklonische Epilepsie des Kleinkindesalters

Epilepsie mit anhaltenden Spike-Wave-Entladungen im synchronisierten Schlaf (CSWS-
Syndrom)

Aphasie-Epilepsie-Syndrom (Landau-Kleffner-Syndrom)

andere unbestimmte Epilepsien

e ohne eindeutige generalisierte oder fokale Zeichen:

o

viele Falle von Schlaf-Grand-Mal

Spezielle Syndrome

Gelegenheitsanfille:

e Fieberkrampfe

e isolierte Anfalle oder isolierter Status epilepticus

e Anfélle, die ausschlieBlich bei akuten metabolischen oder toxischen Ereignissen auftreten mit

Faktoren wie Alkohol, Drogen, Eklampsie, nichtketotische Hyperglycinamie

Nachste Seite: Tabelle 23: Subgruppenanalyse der von MDR1 transportierten AED

in der Studien- und Kontrollgruppe. Die Nebenwirkungen des ZNS wurden einmal

gesamt und dann unterteilt fir Midigkeit und Anfallsverschlechterung

aufgeschlisselt. Prozentangaben beziehen sich bei der Aufteilung der

Polymorphismen auf die Gesamtgruppe des jeweiligen AED, und bei den NW auf

dessen Gesamtheit.
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MDR 1

AED- |AED-
AED |Behandlungen |Gruppe TT-Typ CC-Typ CT-Typ . .
Dosis [Spiegel
CBZ (159 143 R/ 16 Ko |46 (28,9%) |33 (20,8%) |80 (50,3%) 23,8 7,7
MDR1-Aufteil. |PR:40/46 |PR:29/33 |PR:74/80
Ko: 6/46 Ko: 4/33 Ko: 6/80
FBM |1 R 1 - -
GBP |1 R - - 1
LTG [171 159 R/12 Ko |42 (24,6%) (32 (18,7%) |97 (56,7%) 4,5 4.4
MDR1-Aufteil. |PR:41/42 |PR:30/32 |PR: 88/97
Ko: 1/42 Ko: 2/32 Ko: 9/97
OXC 243 233 R/ 10 Ko |75 (30,9%) |48 (19,8%) (120 (49,4%)31,2 |18,6
MDR1-Aufteil. |PR:73/75 |PR:44/48 |PR:116/120
Ko: 2/75 Ko: 4/48 Ko: 4/120
PB 140 133 R/ 7 Ko 40 (28,6%) |27 (19,3%) (73 (52,1%) 7,2 33,5
MDR1-Aufteil. |PR:37/40 |PR:25/27 |PR:71/73
Ko: 3/40 Ko: 2/27 Ko: 2/73
PHT |81 81 R 31 (38,3%) |14 (17,3%) |36 (44,4%) (10,1 (34,3
MDR1-Aufteil. |PR:31/31 |PR:14/14 |PR: 36/36
TPM |126 125 R/ 1 Ko 34 (27,0%) 24 (19,0%) |68 (54,0%) [5,18 |-
MDR1-Aufteil. |PR:33/34 |PR:24/24 |PR:68/68
Ko: 1/34
VPA 563 506 R/ 57 Ko |{178 (31,6%) (100 (17,8%)|285 (50,6%) (35,2 |94
MDR1-Aufteil. |PR: 162 PR: 93 PR: 251
Ko: 16 Ko: 7 Ko: 34

Tabelle 23: Tabelle fir AED, welche Substrat fir MDR1 sind (Signifikanzen wurden mittels chi?-

Test, bei Fallzahlen unter 5 mittels Fisher’s -Exact-Test berechnet) Legende: PR = Studiengruppe;

Ko = Kontrollgruppe
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NW

Verschlechterung

AED |NW ZNS Mudigkeit . Gl Allergisch
Anfalle/EEG

CBZ |62 (39%) 43 (69,4%) (15 (34,9%) |7 (16,3%) 9 (14,5%) 4 (6,5%)
TT:13/43 (TT:7/15* [TT:2/7 TT: 0/9** (TT:0/4
CC:7/43 |CC:1/15* |CC:1/7 CC: 4/9** |CC:1/4
CT:23/43 |CT:7/15 |CT:4/7 CT:5/9 CT: 3/4

FBM

GBP

LTG |54 (31,6%) 30 (55,6%) |4 (13,3%) |9 (30%) 12 (22,2%) 8 (14,8%)
TT:8/30 [TT:2/4 TT: 5/9 TT:1/12 (TT:2/8
CC:7/30 |CC:2/4 CC:0/9 CC:3/12 |CC:3/8
CT:15/30 |CT:0/4 CT: 4/9 CT:8/12 |CT:3/8

OXC |96 (39,5%) 63 (65,6%) [20 (31,7%) (14 (22,2%) 13 (13,5%) |10 (10,4%)
TT:28/63 (TT:8/20 [TT:7/14 TT:3/13 [TT:4/10
CC:16/63 |CC:5/20 |CC:3/14 CC:3/13 |CC:4/10
CT:19/63 |CT:7/20 |CT:4/14 CT:7/13 |CT:2/10

PB 40 (28,6%) 30 (75%) |4 (13,3%) |4 (13,3%) 5(12,5%) [1(2,5%)
TT: 10/30 TT: 2/4 TT: 1/5
CC: 7/30 CC: 1/4 CC: 2/5
CT:13/30 |CT:4/4 CT:1/4 CT: 2/5 CT: 11

PHT (38 (47%) 15 (21,2%) |2 (13,3%) |5 (33,3%) 2 (5,3%) |4(10,6%)
TT:6/15 [TT:1/2 TT: 2/5 TT:1/2 TT:1/4
CC:1/15 |CC:0/2 CC: 1/5 CC: 0/2 CC:0/4
CT:8/15 |CT:1/2 CT: 2/5 CT:1/2 CT: 3/4

TPM |55 (43,6%) 42 (51,0%) 5 (11,9%) |9 (21,4%) 8 (14,4%) |1 (1,8%)
TT: 16/42 [TT:3/5 TT: 4/9 TT:1/8
CC: 10/42 |CC: 1/5 CC: 2/9 CC: 4/8
CT:16/42 |CT:1/5 CT:3/9 CT: 3/8 CT: 11

VPA (249 (44,2%) 70 (28,1%) (40 (16,1%) |24 (9,6%) 65 (26,1%) 9 (3,6%)
TT:21/70 [TT:14/40 |[TT:11/24 TT:16/65 ([TT:2/9
CC:18/70 |CC:6/40 |CC:2/24 CC:13/65 |CC:5/9
CT:31/70 |CT:20/40 |CT:11/24 CT:34/65 |CT:2/9

Fortsetzung Tabelle 23
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AED |Wirksamkeit haufigster Absetzungsgrund Signifikanz

CBZ |[13,8% anfallsfrei Anfallspersistenz/Wirkungslosigkeit

* P=0,035; Odds Ratio=12,25

**P=0,082; Odds Ratio= 0,064

FBM WL WL
GBP |WL WL
LTG [7,6% anfallsfrei  Anfallspersistenz/Wirkungslosigkeit keine Signifikanzen

OXC [8,6% anfallsfrei  Anfallspersistenz/Wirkungslosigkeit keine Signifikanzen

PB 11,4% anfallsfrei Anfallspersistenz/Wirkungslosigkeit keine Signifikanzen

PHT [7,4% anfallsfrei ~ Wirkungslosigkeit/Anfallspersistenz/NW |keine Signifikanzen

TPM [7,9% anfallsfrei  Wirkungslosigkeit/Anfallspersistenz/NW |keine Signifikanzen

VPA Wirkverlust, Wirkungslosigkeit keine Signifikanzen

Fortsetzung Tabelle 23
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3. Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
Geburtsdatum/-ort:
Zur Person:

Beruflicher Werdegang
16.10.2006 — dato:

01.11.2005 - 15.10.2006:

01.02.2002 — 30.06.2003 und
01.12.2003 — 30.09.2005:

01.01.2002 — 31.01.2002:

Studium

10/2001:
10/2001:
10/2000 — 10/2001

09/2000:
08/1998:
09/1997:
11/1995 - 10/2001:

Schulausbildung

30.06.1995:

09/1988 — 06/1995:
09/1986 — 06/1988:
09/1982 — 06/1986:

Celina v. Stllpnagel Freifrau v. Oefele
21.September 1975 in Darmstadt
Staatsangehdérigkeit deutsch; verheiratet, eine Tochter

Assistenzarztin

Stadtisches Krankenhaus Minchen — Harlaching
Klinik far Kinder — und Jugendmedizin,

Chefarzt Prof. R. Roos

Assistenzarztin

Kinderklinik und Poliklinik im Dr. von Haunerschen
Kinderspital der LMU; Abteilung fur Padiatrische Neurologie
und Entwicklungsneurologie, Leiter Prof. F. Heinen,
Chefarzt Prof. D. Reinhardt

Arztin im Praktikum und Assistenzarztin
Behandlungszentrum Vogtareuth, Abteilung Neuropadiatrie,
Chefarzt Dr. H. Holthausen

Arztin im Praktikum
Fachklinik fur Psychiatrie und Psychotherapie, Gauting,
Chefarzt Dr. med. W. Frank

Arztliche Priifung
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