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1 Einleitung 

Die Epilepsie zählt mit etwa 55 Millionen Betroffenen weltweit zu den häufigsten Erkrankun-

gen des zentralen Nervensystems (Vezzani et al., 2011). Im Jahr 2017 lag die Inzidenz einer 

Epilepsie bei 157 pro 100.000 Patient*innen in deutschen Allgemeinarztpraxen (Jacob et al., 

2019). Die Inzidenz der Epilepsien ist bimodal verteilt, besonders häufig manifestieren sich 

Epilepsien im ersten Lebensjahr sowie ab dem 50. Lebensjahr (Thijs et al., 2019). 

Etwa 5 - 10 % der deutschen Bevölkerung erleiden einmal im Leben einen epileptischen Anfall, 

ohne dass sich daraus eine Epilepsie entwickelt (Fiest et al., 2017; Hauser, 1994). Als Anfälle 

werden akute, meist passagere Dysfunktionen des Gehirns bezeichnet, die auf einer pathologi-

schen Erregungsbildung, fehlenden Erregungsbegrenzung sowie hochsynchroner Entladungs-

folge von Neuronen basieren (Fisher et al., 2014; Fisher et al., 2017).  

Nach Fisher et al. (2014) wird die Diagnose einer Epilepsie definiert als 

das Auftreten von mindestens zwei unprovozierten (oder reflexartigen) Anfällen im Ab-
stand von mindestens 24 h, oder einem unprovozierten (oder reflexartigen) Anfall ver-
bunden mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit für das Auftreten weiterer Anfälle inner-
halb der nächsten zehn Jahre […] oder der Diagnose eines Epilepsiesyndroms. (S.477)
 
 

Die erhöhte Wahrscheinlichkeit lässt sich aus der Bildgebung und elektroenzephalografischen 

Hinweisen ableiten, so zum Beispiel durch den Nachweis von potentiell epileptogenen Läsio-

nen in der Kernspintomografie oder durch den Nachweis epilepsietypischer Muster in der Elekt-

roenzephalographie (EEG) (Fisher et al., 2014).  

Die International League Against Epilepsy (ILAE) klassifiziert epileptische Anfälle nach ihrem 

zerebralen Anfallsursprungsort in Anfälle mit fokaler, generalisierter sowie unbekannter Ent-

stehung. Bei einem fokalen Anfall deuten das EEG sowie die Anfallssemiologie in der Regel 

auf einen umschriebenen Bereich in einer Hemisphäre im Gehirn als Anfallsursprungszone hin. 

Im Unterschied dazu bezieht die epileptische Aktivität im EEG bei generalisierten Anfällen 

bereits zu Beginn beide Hemisphären mit bilateralen, synchron ubiquitären Spike-wave-Kom-

plexen ein (Fisher et al., 2017). Ein fokaler Anfall kann sekundär in einen generalisierten Anfall 

übergehen. Weiterhin werden fokale Anfälle nach der Bewusstseinslage und dem Vorhanden-

sein von motorischen und nicht-motorischen Komponenten bei Anfallsbeginn unterschieden 

(Scheffer et al., 2017). Primär generalisierte Anfälle werden nach der Semiologie in Anfälle 

mit motorischer Komponente zu Beginn des Anfalls (generalisiert tonisch-klonische Anfälle, 

myoklonische Anfälle, klonische Anfälle, tonische Anfälle, atonische Anfälle) und in Anfälle 
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mit nicht-motorischer Komponente (zum Beispiel typische und atypische Absencen) unterteilt 

(Fisher et al., 2017). 

Die Ursachen für die Entstehung eines epileptischen Anfalls bzw. einer Epilepsie sind vielfäl-

tig. Häufig spielen strukturelle Veränderungen des Gehirns, genetische Prädispositionen, Infek-

tionserkrankungen, serologisch-metabolische Veränderungen sowie immunologische Verände-

rungen, beispielsweise im Rahmen von Autoimmunerkrankungen, eine entscheidende Rolle 

(Scheffer et al., 2017). Bei etwa einem Drittel der Patient*innen bleibt die Ursache hingegen 

ungeklärt (Dubey et al., 2017). Vor diesem Hintergrund besteht allgemein ein hohes wissen-

schaftliches Interesse an der weiteren Erforschung von Ursachen und Folgen epileptischer An-

fälle, um gezieltere Behandlungsstrategien entwickeln zu können. 

Die vorliegende Arbeit nähert sich diesem Problem aus neuroimmunologischer Sicht und cha-

rakterisiert immunologische Folgen und Veränderungen nach einem epileptischen Anfall. In 

den Studienexperimenten werden Zellen des erworbenen Immunsystems, wie Lymphozyten, 

sowie Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Monozyten und Granulozyten, untersucht. 

Die Arbeit beleuchtet den Einfluss eines epileptischen Anfalls auf Quantität, Qualität und Re-

zeptorausstattung dieser Zellpopulationen und diskutiert auf Basis dieser Ergebnisse die Aus-

wirkungen auf das Immunsystem.  

Mit dem Ziel, die Ergebnisse in einen pathophysiologischen und klinisch-neurologischen Kon-

text einzuordnen, werden die Erkenntnisse bekannten immunologischen Veränderungen nach 

einem Schlaganfall gegenübergestellt. 

 

1.1 Physiologische Zusammenhänge zwischen Immunsystem 
und zentralem Nervensystem 

Das zentrale Nervensystem (ZNS) und das Immunsystem kommunizieren über einen physiolo-

gischen, neuro-immuno-endokrinen Regelkreis (Abbildung 1). Dieser besteht aus einer bidi-

rektionalen Beziehungen zwischen der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse 

(HPA-Achse), dem autonomen sowie dem afferenten Nervensystem (Elenkov et al., 2000; E-

lenkov & Chrousos, 2002; Schütt & Bröker, 2011). Der Kreislauf regelt sowohl die Steuerung 

und Regulation der Immunantwort (Elenkov et al., 2000) als auch die Herausbildung von neu-

ronalen Vernetzungsstrukturen im ZNS (Miller et al., 2017; Stevens et al., 2007).  
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Der neuro-immuno-endokrine Regelkreis kommt sowohl in physiologischen als auch in patho-

logischen Zusammenhängen zum Tragen. Er wird durch Schädigungen neuronalen Gewebes 

wie bei einem Schlaganfall gestört, wodurch es zu einer Veränderung der Achsenaktivierung 

kommt (Offner et al., 2009). Zerebrale Läsionen führen zu einer massiven Ausschüttung von 

Stresshormonen wie Cortisol, Katecholaminen (Adrenalin und Noradrenalin) und des Neuro-

transmitters Acetylcholin, die über Rezeptoren an den Immunzellen die Immunantwort beein-

flussen (Meisel et al., 2005).  

 

Abbildung 1 Der neuro-immuno-endokrine Regelkreis 

1: Unter physiologischen Bedingungen liegt eine oszillierende Aktivität der HPA Achse vor. In einem zirkadianen 
und ultradianen Rhythmus gibt der Hypothalamus den Takt vor. Bei Aktivierung wird das Corticotropin releasing 
Hormon (CRH) ausgeschüttet, das über die Blutbahn in den Hypophysenvorderlappen gelangt und dort über meh-
rere Zwischenstufen die Bildung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) induziert. Dieses wiederum löst in 
der Nebennierenrinde eine pulsatile Glukokortikoid-Freisetzung aus. Glukokortikoide wirken antiinflammatorisch 
(immunsuppressiv), indem sie die Produktion proinflammatorischer Zytokine hemmen und antiinflammatorische 
Zytokine hochregulieren (Boumpas, 1993; Spencer & Deak, 2017). 2: Neben der HPA Achse wirkt auch das au-
tonome Nervensystem, bestehend aus Sympathikus und Parasympathikus, auf das Immunsystem (Elenkov et al., 
2000; Elenkov & Chrousos, 2002). 3: Der physiologische neuro-immuno-endokrine Regelkreis wird über das af-
ferente Nervensystem geschlossen, über welches die Immunzellen und Organsysteme Afferenzen an das ZNS leiten. 
Immunzellen sind in der Lage, je nach Antigen oder Erregertyp Hormone zu synthetisieren und damit das erkannte 
in ein differentielles Hormonsignal umzusetzen (Pállinger et al., 2013) Anmerkung: In Anlehnung  an Grundwis-
sen Immunologie (3. Auflage. S. 83), von C. Schütt und B. Bröker, 2011, Spektrum Akademischer Verlag. (Schütt 
& Bröker, 2011)
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1.2 Immunalterationen nach einer zerebralen Ischämie 

Die Abbildung 2 stellt die bisherigen Erkenntnisse zu den Veränderungen des Immunsystems 

nach einem Schlaganfall dar.  

Ein Schlaganfall führt neben einem unmittelbaren klinischen Defizit zu Veränderungen in der 

erworbenen und angeborenen Immunantwort. Unmittelbar nach einem Schlaganfall werden 

durch den ischämischen Stress Immunalterationen induziert, die Auswirkungen auf das klini-

sche Outcome haben können. Beispielsweise liegt post-stroke die Rate eine sekundäre Infektion 

zu erleiden zwischen 6-65 % (Chamorro et al., 2007; Davenport et al., 1996).  

 

Abbildung 2 Schlaganfall-assoziierte Immunalterationen  

1: Die initiale ischämische Verletzung führt durch den Untergang von Hirnparenchym und Defekten in der Blut-
Hirn-Schranke zu einer lokalen zentralen proinflammatorischen Antwort (Dirnagl et al., 2007; Yang & Rosenberg, 
2011). 2: Alarmine der nekrotischen Zellen des Infarktareals aktivieren antigenpräsentierende Zellen (APZ), 
wodurch eine proinflammatorische, systemische Immunreaktion ausgelöst wird (Scaffidi et al., 2002; Vogelgesang 
et al., 2010) die zu einer adaptiven Immunantwort gegen ZNS Antigene führen kann. 3: Simultan kommt es durch 
eine Aktivierung des neuro-immuno-endokrinen Regelkreises zu einer systemischen peripheren Immunsuppres-
sion. Diese äußert sich in einer Erhöhung der Katecholamin- und Glukokortikoidkonzentrationen im Serum, Re-
duktion der Lymphozytenzahl, Anstieg der Monozyten- und Granulozytenzahl sowie Zellfunktionseinschränkungen 
(Meisel et al., 2005; Ruhnau et al., 2014; Schulze et al., 2014; Vogelgesang et al., 2010). 4: Die systemische 
periphere Immunsuppression soll die proinflammatorische Immunantwort reduzieren, prädispositioniert den Or-
ganismus jedoch gleichzeitig für sekundäre bakterielle Infektionen (Prass et al., 2003). Die periphere Immunsup-
pression soll eine Autoimmunreaktion gegen ZNS Antigene verhindern (Vogelgesang et al., 2014). (eigene Dar-
stellung).

 

1.3 Immunalterationen nach epileptischen Anfällen 

Abbildung 3 stellt bisherige Erkenntnisse zu den Auswirkungen epileptischer Anfälle auf das 

Immunsystem dar.   

Aktivierungen des Immunsystems, beispielsweise in Form einer Entzündung, können Ursachen 

für epileptische Anfälle darstellen. Die Arbeitsgruppe Riazi et al. (2008) zeigte an Ratten, dass 

eine periphere Entzündung in Form einer experimentell induzierten Kolitis die Anfallsschwelle 
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im EEG senkt sowie die Reizbarkeit auf konvulsive Reize steigerte, verglichen zu gesunden 

Tieren (Riazi et al., 2008) (Abbildung 3, Pfeilnummer 1). 

Weiterhin ist bekannt, dass epileptische Anfälle selbst zu einer lokalen abakteriellen Entzün-

dung im ZNS führen können. Die Arbeitsgruppe Librizzi et al. (2012) zeigte an Meerschwein-

chen, dass epileptische Anfälle in parenchymalen und perivaskulären Astrozyten das inflamm-

atorische Zytokin Interleukin-1β (IL-1β) induzieren (Librizzi et al., 2012) (Abbildung 3, Pfeil-

nummer 2). Die folglich auftretende lokale, abakterielle Entzündung erhöht das Risiko für wei-

tere epileptische Anfälle (Abbildung 3, Pfeilnummer 3).  

Inflammatorische Zytokine gelten als mitverantwortlich für den Verlust der Integrität der Blut-

Hirn-Schranke (Ravizza et al., 2008). Bei Blut-Hirn-Schrankendefekten tritt Albumin durch das 

Leck und bindet an umgebende Astrozytenrezeptoren (Sokrab et al., 1990; Zattoni et al., 2011). 

Neben einer Astrozytenaktivierung kommt es dadurch zu einer Verminderung der Abpufferung 

und des Reuptakes von Glutamat. Erhöhte extrazelluläre Glutamatkonzentrationen sind assozi-

iert mit erheblichem Zellstress und Zelltod (Sharp et al., 2005). Dem neuronalen Zelltod folgt 

eine synaptische Reorganisation, die zu einer Hyperexzitabilität kortikaler Zellen und damit zu 

einer erhöhten Epileptogenizität führt (Pitkänen & Sutula, 2002). Durch eine Antagonisierung 

dieser zentralen Entzündungsprozesse konnte dabei im Tiermodell eine Reduktion der Anfalls-

frequenz erreicht werden (Librizzi et al., 2012).  

 

Abbildung 3 Beziehungen zwischen dem Immunsystem und epileptischen Anfällen 

1: Eine periphere Entzündung führt zu einer erhöhten epileptischen Aktivität. 2: Auf einen epileptischen Anfall 
folgt eine zentrale, lokal begrenzte abakterielle Entzündung im ZNS. 3: Diese zentrale Entzündung erhöht das 
Risiko für weitere epileptische Anfälle. (eigene Darstellung).
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1.4 Fragestellungen und Hypothesen 

Elektrische Aktivität im Rahmen eines epileptischen Anfalls führt neben funktionellen neuro-

logischen Beeinträchtigungen zu einer passageren Läsion der Blut-Hirn-Schranke in der be-

troffenen kortikalen Region und damit zu einer Schädigung, die jedoch im Gegensatz zu Läsi-

onen im Rahmen eines Schlaganfalls nicht permanent besteht (Farrell et al., 2017; Fisher et al., 

2017; Librizzi et al., 2012). Vor dem Hintergrund der beschriebenen immunologischen Verän-

derungen nach einem Schlaganfall liegt daher die Vermutung nahe, dass nach einem epilepti-

schen Anfall ebenfalls periphere immunologische Veränderungen auftreten, diese jedoch nur 

passager nachweisbar sind. Ziel der Arbeit ist daher, vertiefte Erkenntnisse über die Folgen 

eines epileptischen Anfalls auf das erworbene und angeborene Immunsystem zu gewinnen. 

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Forschungsfragen und Hypothesen wurden auf Basis be-

reits bestehender Erkenntnisse der neuroimmunologischen Schlaganfallsforschung gewählt. 

Folgende konkrete Fragestellungen sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wer-

den: 

Fragestellung 1 (F1): Führt ein epileptischer Anfall zu Veränderungen der erworbenen 

Immunantwort? 

Hypothese 1 (H1): Wie nach einem Schlaganfall kann auch nach einem epileptischen Anfall 

im peripheren Blut eine Reduktion der Lymphozytenzahl nachgewiesen werden. 

 

F2: Führt ein epileptischer Anfall zu Veränderungen der angeborenen Immunantwort? 

H2: Nach einem epileptischen Anfall ist die Quantität von Monozyten- und                                        

Granulozyten-Subpopulationen erhöht, ihre Funktion jedoch vermindert.  

 

F3: Nimmt die Art eines epileptischen Anfalls Einfluss auf die Veränderungen der Im-

munantwort? 

H3: Das Ausmaß der kortikalen Aktivierung im Rahmen eines epileptischen Anfalls sowie die 

Differenzierung in einen isolierten epileptischen Anfall oder einen Anfall im Rahmen einer 

bestehenden Epilepsie nehmen Einfluss auf das Ausmaß der Immunsystemveränderungen. 
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F4: Haben epileptische Anfälle und Schlaganfälle ähnliche Auswirkungen auf die Verän-

derungen der Immunantwort? 

H4: Epileptische Anfälle sind paroxysmale Ereignisse. Gleich dem Schlaganfall handelt es sich 

zwar um funktionelle Beeinträchtigungen auf der Grundlage einer strukturellen zerebralen Ver-

änderung mit Blut-Hirn-Schrankendefekten, die jedoch im Gegensatz zum Schlaganfall nur 

passager auftreten und damit kein permanentes neurologisches Defizit hervorrufen. Nach einem 

epileptischen Anfall sind die Veränderungen des Immunsystems weniger stark ausgeprägt und 

von kürzerer Dauer.
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2 Material und Methoden 

2.1 Studiendesign 

Im Zeitraum von Mai 2017 bis April 2018 wurden insgesamt 31 Patient*innen in die explora-

tive prospektive Kohortenstudie eingeschlossen. Alle Patient*innen befanden sich in diesem 

Zeitraum in stationärer Behandlung im Epilepsiezentrum der Klinik und Poliklinik für Neuro-

logie der Universitätsmedizin Greifswald. Die Bestimmung der Parameter erfolgte zu festge-

legten Zeitpunkten an den Tagen 0 und 1 nach einem epileptischen Anfall. Im Unterschied dazu 

erfolgten bei den Kontrollproband*innen direkt bei der Aufnahme die Aufklärung und eine 

einmalige Blutuntersuchung. 

 

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Studienablaufes  

Im Rahmen der klinischen Routineblutentnahme wurde an den Tagen (d) 0 (innerhalb der ersten 24 h nach dem 
epileptischen Anfall) und 1 (innerhalb von 48 h nach dem epileptischen Anfall) Studienblut entnommen. Der gelbe 
Pfeil kennzeichnet den epileptischen Anfall der/des Studienpatient*in, der rote Bluttropfen die Zeitpunkte der Blut-
abnahme (eigene Darstellung)
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2.2 Patient*innen- und Kontrollkohorte 

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultät der Uni-

versitätsmedizin Greifswald (Votum BB 036/17) zustimmend bewertet.  

Die Patient*innen (und/oder ihre Vorsorgebevollmächtigten) wurden vor dem Einschluss in die 

Studie aufgeklärt, eine schriftliche Einwilligung wurde eingeholt.  

 

Die Patient*innen wurden in die Studie eingeschlossen, wenn folgende Einschlusskriterien er-

füllt waren: 

1. Ein gesicherter epileptischer Anfall folgender Entität lag vor (fokaler Anfall; ge-

neralisiert tonisch-klonischer Anfall [GTKA]). Der Studieneinschluss erfolgte un-

abhängig davon, ob es sich um einen erstmaligen Anfall oder einen Anfall im Rah-

men einer bekannten Epilepsie handelte.  

2. Es lagen keine bekannten entzündlichen, neurologischen, onkologischen oder im-

munologischen Vorerkrankungen vor. 

3. Die Studienpatient*innen waren volljährig zum Zeitpunkt des Einschlusses (18 

Jahre). Es lag eine unterzeichnete Einwilligungserklärung vor. 

 

Die Patient*innen wurden von der Studie insbesondere dann ausgeschlossen, wenn mindestens 

einer der folgenden Ausschlusskriterien erfüllt war: 

1. Mindestens ein weiterer epileptischer Anfall innerhalb der letzten 24 h vor geplan-

tem Studieneinschluss. 

2. Es lagen bekannte entzündliche, neurologische, onkologische oder immunologi-

sche Vorerkrankungen zum Zeitpunkt der Aufnahme vor. 

3. Es lagen serologische oder klinische Infektionszeichen zum Zeitpunkt der Auf-

nahme vor (klinische Parameter [Fieber], CRP [C-reaktives Protein] ≥ 50 mg/l und 

Procalcitonin ≥ 0,5 ng/ml). 

4. Die Patient*innen waren zum Zeitpunkt des Einschlusses noch nicht 18 Jahre alt 

und/oder die schriftliche Einwilligung in die Teilnahme an der Studie lag nicht vor. 

 

Die sichere Diagnose eines epileptischen Anfalls wurde durch erfahrene Ärzt*innen des Epi-

lepsiezentrums Greifswald auf der Basis der Eigen- und Fremdanamnese sowie anhand von 

EEG-Befunden gestellt. Die weiterführende Gruppenzuordnung der Patient*innen nach der Art 
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des epileptischen Anfalls fand auf Basis internationaler Kriterien statt (Fisher et al., 2017). Pa-

tient*innen mit der gesicherten Diagnose eines epileptischen Anfalls wurden gemäß Fisher et 

al. (2017) einer der beiden Gruppen „fokaler Anfall“ und „generalisiert tonisch-klonischer An-

fall“ zugeordnet. 

Die erhobenen Daten wurden mit einer Kontrollgruppe bestehend aus 18 Proband*innen ver-

glichen, die sich aufgrund einer Kopfschmerzerkrankung in der Klinik für Neurologie oder zu 

einer Kataraktbehandlung in der Augenklinik der Universitätsmedizin Greifswald in Behand-

lung befanden. Die Kontrollproband*innen wurden während des Studienzeitraums in die Studie 

eingeschlossen, wenn folgende Einschlusskriterien erfüllt waren: 

1. Es bestand eine Kopfschmerzsymptomatik ohne infektiöse oder hämorrhagische 

Genese bei dem Kontrollproband*innen (Rekrutierung über die neurologische 

Notaufnahme) oder es erfolgte die Vorstellung in der ambulanten Kataraktsprech-

stunde der Universitätsaugenklinik Greifswald. 

2. Es lagen keine bekannten entzündlichen, neurologischen, onkologischen oder im-

munologischen Vorerkrankungen vor. 

3. Zum Zeitpunkt des Einschlusses lagen weder klinische- noch laborchemische In-

fektionszeichen vor (Fieber, CRP ≤ 50 mg/l; Procalcitonin ≤ 0,5 ng/ml). 

4. Die Kontrollproband*innen waren volljährig zum Zeitpunkt des Einschlusses (18 

Jahre). Es lag eine unterzeichnete Einwilligungserklärung vor. 

 

Proband*innen wurden von der Studie ausgeschlossen, wenn folgende Ausschlusskriterien er-

füllt waren: 

1. Es lagen bekannte entzündliche, neurologische, onkologische oder immunologi-

sche Vorerkrankungen und zum Zeitpunkt der Aufnahme vor. 

2. Es lagen serologische oder klinische Infektionszeichen zum Zeitpunkt der Auf-

nahme vor (klinische Parameter (Fieber), CRP (C-reaktives Protein) ≥50 mg/l und 

Procalcitonin ≥ 0,5 ng/ml). 

3. Die Proband*innen waren zum Zeitpunkt des Einschlusses noch nicht 18 Jahre alt 

und/oder die schriftliche Einwilligung in die Teilnahme an der Studie lag nicht vor. 

Eine Charakterisierung der für diese Arbeit rekrutierten Proband*innen und Kontrollpatient*in-

nen kann der Tabelle 9 (7.2.1 Anhang, Seite 58) entnommen werden.
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2.3 Verwendete Immunmarker  

Um das erworbene und angeborene Immunsystem darzustellen, wurden die Effektorzellen bei-

der Systeme quantifiziert und das Vorkommen und die Verteilung von Zelllinienmarkern und 

Aktivierungsmarkern untersucht. Als charakteristische Zellpopulationen des erworbenen Im-

munsystems wurden in dieser Arbeit Lymphozyten und ihre Subpopulationen analysiert und 

als charakteristische Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems Monozyten und Gra-

nulozyten gemeinsam mit ihren jeweiligen Subpopulationen. 

2.3.1 Erworbenes Immunsystem 

Die Quantifizierung und Differenzierung des erworbenen Immunsystems wurde vom Institut 

für Hämatologie und Onkologie sowie vom Institut für klinische Chemie und Laboratoriums-

medizin der Universitätsmedizin Greifswald (UMG) vorgenommen.  

Hierbei wurde die absolute und relative Zahl der T-Zell-Subpopulationen (CD3+ HLA-DR+ T-Zel-

len; CD4+ T-Zellen; CD8+ T-Zellen – CD: Cluster of differentiation), der natürlichen Killerzel-

len (NK-Zellen) sowie der B-Zellen bestimmt. 

2.3.2 Angeborenes Immunsystem 

Das angeborene Immunsystem wurde mittels einer durchflusszytometrischen Färbung von Mo-

nozyten und Granulozyten quantifiziert, differenziert und charakterisiert. Die Quantifizierungs-

daten wurden zusätzlich aus den klinischen Routine-Blutuntersuchungen entnommen.
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Abbildung 5 Durchflusszytometrie der Monozyten- und Granulozyten-Subpopulationen 

A: Durchflusszytometrie unterschiedlicher Monozyten-Subpopulationen, unterschieden nach ihrer jeweiligen 
Expression von CD16 und CD14 (Ziegler-Heitbrock, 2000): An der x-Achse ist die CD14 Rezeptordichte an-
gegeben, die y-Achse zeigt die CD16 Dichte an; + steht für erhöhte Expression, - für geringe bis garkeine 
Expression, dim = diminished verminderte Expression . Unterschieden werden folgende Subpopulationen: klas-
sische Monozyten (CD14+ CD16- ), antiinflammatorische Monozyten (CD14+ CD16+), inflammatorische Mo-
nozyten (CD14dim  CD16+). Anmerkung: In Anlehnung an Definition of human blood monocytes (S. 603-606), 
von H.W. Ziegler-Heitbrock, 2000, Journal of leukocyte biology, 67(5), DOI: 10.1002/jlb.67.5.603.(Ziegler-
Heitbrock, 2000). B: Durchflusszytometrie unterschiedlicher Granulozyten-Subpopulationen, unterschieden 
nach ihrer jeweiligen Expression von CD62 Ligand (L) und CD16.(Pillay et al., 2012) An der x-Achse ist die 
CD16 Rezeptordichte angegeben, die y-Achse zeigt die CD62 L Dichte an. Unterschieden werden können fol-
gende Subpopulationen: immunsuppressive Granulozyten (CD16+ CD62L-), Gewebsgranulozyten 
(CD16+ CD62L+), inflammatorische Granulozyten (CD16dim  CD62L+). Anmerkung: In Anlehnung  an A sub-
set of neutrophils in human systemic inflammation inhibits T cell responses through Mac-1 (S. 327-336), von 
J. Pillay et al., 2012, Journal of clinical investigation, 122(1), DOI: 10.1172/JCI57990. (Pillay et al., 2012).  

2.3.2.1 Monozyten - Differenzierung und Charakterisierung 

Monozyten werden nach der Expressionsdichte des LPS (Lipopolysaccharid) Rezeptors CD14 

und des FCγ-Rezeptors CD16 (Fragment crystallisable gamma Rezeptor) auf der Zelloberflä-

che in 3 Subpopulationen differenziert (Ziegler-Heitbrock, 2000) (Abbildung 5 A). LPS ist ein 

Membranbestandteil gramnegativer Bakterien und ermöglicht bei Injektion die Simulation ei-

ner Entzündung (Rhee, 2014). Unter Kontakt mit Lipopolysacchariden produzieren einzelne 

Subpopulationen verschiedene Zytokine, die Rezeptorveränderungen auf Immunzellen hervor-

rufen können. Inflammatorische Monozyten (CD14dim  CD16+) produzieren im Entzündungs-

zustand hauptsächlich den entzündungsunterhaltenden Tumornekrosefaktor α (Belge et al., 

2002), die antiinflammatorischen CD14+  CD16+ Monozyten hingegen hauptsächlich das ent-

zündungshemmende Il-10 (Skrzeczyńska-Moncznik et al., 2008). Klassische 

CD14+  CD16-  Monozyten differenzieren zu Gewebsmakrophagen aus (Ziegler-Heitbrock, 

2000). 
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Diese Arbeitsergebnisse zu Monozyten-Subpopulationen wurden in dieser Arbeit ge-

nutzt. Die Subpopulationen wurden zusätzlich mittels der Aktivierungsmarker CD32 und HLA-

DR (Humaner Leukozyten Antigen Rezeptor) näher charakterisiert. Eine Kurzdarstellung der 

untersuchten Oberflächenmarker und ihrer Funktionen ist in Tabelle 1 zu finden. 

2.3.2.2 Granulozyten - Differenzierung und - Charakterisierung 

Neutrophile Granulozyten werden nach Pillay et al. (2012) mittels der Expressionsdichte der 

granulozytenspezifischen Rezeptoren CD16 und CD62L (Ligand) in 3 Subpopulationen diffe-

renziert (Abbildung 5 B). Im Rahmen der Studie von Pillay et al. (2012) wurde im humanen 

Model eine Infektion mittels Injektion von 2 ng/kg Körpergewicht E. coli LPS erzeugt, darauf-

hin wurden eine Neutrophilie und die Aufspaltung granulozytärer Subpopulationen im Facs 

(Facs: Fluorescence activated cell Sorting = Durchflusszytometrie) beobachtet (Pillay et al., 

2012). Die Einteilung der Granulozyten erfolgt anhand der Reaktion auf eine Entzündung. Cha-

rakteristisch für inflammatorische CD16dim  CD62L+ Granulozyten sind die Produktion reakti-

ver Sauerstoffspezies sowie eine hohe Phagozytoseleistung im Entzündungszustand. Im Ent-

zündungszustand produzieren immunsuppressiven CD16+  CD62L- Granulozyten Faktoren der 

T-Zellsuppression. CD16+  CD62L+ Granulozyten differenzieren im Entzündungsgeschehen zu 

Gewebsgranulozyten aus (Pillay et al., 2012). 

Die genannten Ergebnisse zu Granulozyten-Subpopulationen wurden in der vorliegen-

den Arbeit genutzt, zusätzlich wurden die Subpopulationen mittels der Aktivierungsmarker 

CD32 näher charakterisiert (Tabelle 1).  

Tabelle 1 Übersicht der analysierten Oberflächenantigene und ihre Funktionen 

O
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Funktion 

CD14 x - 

Differenzierung der Subpopulationen  CD16 x x 

CD62L x x 

CD32 x x 
Bindet antigengebundenes IgG (Immunglobulin G), aktivierende und inhibie-
rende Rezeptorsubtypen, Phagozytose, Expression oder Reduktion von IL-2, 
IL-6, TNFα und INFγ, TH1/2 Zytokin abhängig (Rosales, 2017) 

HLA-DR x - 
MHC (Major Histocompatibility Complex), Klasse 2 Moleküle Antigenpräsen-
tation (Revenfeld et al., 2016) 
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2.4 Facs Protokoll: Funktion und Aufbau  

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf suspendierten Einzelzellen, die durch einen 

Laserstrahl geführt werden. Dabei senden die Zellen in Abhängigkeit von Zelltyp, Größe, Gra-

nularität und Markierung mittels fluoreszenz-gekoppelter Antikörper charakteristische Licht-

signale aus, die mittels Detektoren nachgewiesen werden (Cossarizza et al., 2019).  

Diese Methodik erlaubt eine Bestimmung des prozentualen Anteils der Zellen, welche den flu-

oreszenz-gekoppelten Antikörper gebunden haben sowie die Anzahl der pro Zelle gebundenen 

Antikörper als Mean Fluorescence Intensity (MFI). Die Auswertung der Daten erfolgt mittels 

der FlowJo 10 Software.  

Das komplette Färbeprotokoll (7.3 Färbeprotokoll, Seite 63) sowie die Auswertungsstrategie 

der FlowJo 10 Sofware (siehe 7.3.1 Gatingstrategie Seite 65) sind im Anhang dargestellt.

 

2.5 Statistische Analyse mittels GraphPad PRISM 6.0 

Zur statistischen Auswertung der nicht normalverteilten Daten wurde der Kruskal-Wallis-Test 

genutzt. Zur genauen Lokalisation des signifikanten Unterschieds wurde der Post-hoc Dunns 

Test angewandt. Ein p < .05 wurde als signifikant angesehen. 

Alle Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad-PRISM 6.0-Software (GraphPad Software inc., 

San Diego, CA, USA) durchgeführt.  
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3 Ergebnisse  

Gegenstand dieses Kapitels ist die Darstellung der Ergebnisse mit der Prüfung der Forschungs-

hypothesen. Dabei orientiert sich die inhaltliche Struktur an der Reihenfolge der in Kapi-

tel 1.4 formulierten Forschungshypothesen. Somit stehen zuerst die Daten zum erworbenen Im-

munsystem nach einem epileptischen Anfall im Fokus (F1). Es folgen die Daten zum angebo-

renen Immunsystem (F2) mit der Granulozyten- und Monozytenquantifizierung, -differenzie-

rung und - charakterisierung, bevor die Daten zu den Subgruppenanalysen (F3) betrachtet wer-

den. Abschließend werden die Studienergebnisse den Daten aus einer Schlaganfallstudie ge-

genübergestellt (F4). 

Abbildung 6 Ergebnisdarstellung anhand der Forschungsfragen  

1.: Zunächst werden die Daten zum erworbenen Immunsystem aufgeführt, mit den Lymphozyten und ihren Un-
tergruppen (Daten zur Beantwortung F1 - siehe Fragestellungen und Hypothese, Seite 11). 2.: Es folgen die 
Daten zum angeborenen Immunsystem mit der Granulozyten- und Monozytenquantifizierung, -differenzierung 
und -charakterisierung (Beantwortung F2). 3.: Im Anschluss werden die Ergebnisse einer Subgruppenanalyse 
zum Vergleich isolierter epileptischer Anfälle zu rezidivierenden Anfällen (manifeste Epilepsie) bezüglich des 
Ausmaßes der Immunsystemveränderungen gezeigt (Beantwortung F3). 4.: Abschließend werden die Studien-
ergebnisse zu epileptischen Anfällen Daten einer Vorarbeit zum Schlaganfall gegenübergestellt (Beantwortung 
F4). (eigene Darstellung). 
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3.1 Erworbenes Immunsystem (F1) 

Nach einem epileptischen Anfall konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Reduktion der 

Lymphozyten-Subpopulationen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind nachfolgend in Ab-

bildung 7 dargestellt.  

Nach einem generalisiert tonisch-klonischen Anfall zeigte sich innerhalb der ersten 24 h eine 

signifikant geringere absolute Lymphozytenzahl (Mittelwert M  = 1.48 Gpt/l, Standardabwei-

chung SD = 0.65) als in der Kontrollgruppe (M = 2.03 Gpt/l, SD = 1.02) (p = .032) (Ergebnis 

des Post-hoc Dunns Test) (Abbildung 7 [A]) sowie signifikant weniger T-Zellen pro µl 

(M = 790.58 / µl, SD = 359.8 vs. MKontrolle = 1329 / µl, SDKontrolle = 597.75) (p = .028) [B].  

Die absolute CD4+ T-Zellzahl pro µl war innerhalb der ersten 24 h nach einem epileptischen 

Anfall jeglicher Art signifikant reduziert (M fokaler Anfall d 0 = 50367 / µl, SD fokaler An-

fall d 0 = 358.63, p = .038; M GTKA d 0 = 307.3 / µl, SD GTKA  d 0 = 249.2, p = .003) verglichen zur 

Kontrollkohorte (M = 900.69 / µl, SD = 489.62) [C]. 

 

 

Abbildung 7 Lymphozyten-Subpopulationen nach einem epileptischen Anfall 

von links nach rechts entlang der x-Achse: Kontrolle (n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), Daten 
d 0 / 1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % Konfidenzintervall).                                      
*p < .05, **p < .01, ***p < .001. A: Kruskal Wallis Test: H = 9.11, p = .058 B: H = 12.31, p = .015 
C: H = 12.31, p = .015 
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3.2 Angeborenes Immunsystem (F2) 

Patient*innen nach einem epileptischen Anfall (fokal oder GTKA) zeigen eine signifikant ge-

steigerte relative Monozytenzahl verglichen zur Kontrollkohorte. Die Aktivierung von Mo-

nozyten und Granulozyten nach einem epileptischen Anfall ist durch eine signifikant erhöhte 

CD32 Expression sowie eine signifikant verringerte monozytäre HLA-DR Expression verän-

dert. Die Ergebnisse sind nachfolgend in Abbildung 8, Abbildung 9 und Abbildung 10 darge-

stellt.  

3.2.1 Monozyten 

Innerhalb von 48 h nach einem generalisiert tonisch-klonischen epileptischen Anfall hatte die 

Patient*innen-Gruppe eine signifikant höhere relative Monozytenzahl (M = 10.16 %, SD = 

3.31) als die Kontrollkohorte (M = 6.31 %, SD = 1,57) (p = .0007) (Abbildung 8). 

  

 

Abbildung 8  Relative Monozytenzahl nach einem epileptischen Anfall  

y-Achse: prozentualer Anteil von Monozyten an der Grundgesamtheit der Leukozyten; von links nach rechts 
entlang der x-Achse: Kontrolle (n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), Daten d 0 / 1 der Gruppe 
generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % Konfidenzintervall).                                                                                
*p < .05, **p < .01, ***p < .001.   H = 17.96, p = .001 
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3.2.1.1 CD32 

Innerhalb von 48 h nach einem generalisiert tonisch-klonischen epileptischen Anfall hatte die 

Patient*innen-Gruppe eine signifikant höhere Expression des Aktivierungsmarkers CD32 

(M = 14349, SD = 6206) auf Monozyten-Subpopulationen (Abbildung 9 [A]) als die Kontroll-

kohorte (M = 7803, SD = 3841) (p = .023) sowie eine signifikant höhere Expression des Akti-

vierungsmarkers CD32 (M = 10611, SD = 3625) auf Granulozyten-Subpopulationen (Abbil-

dung 9 [B]) als die Kontrollkohorte (M = 6454, SD = 3186) (p = .035). 

Zwischen dem Alter der Studienproband*innen und der Expressionsdichte (MFI) des Rezeptors 

CD32 konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden (Abbildung 9 [C]; Korrela-

tionskoeffizient: rS = 0.089 95 % CI [-0.25, 0.4097], p = .6 N = 37). 
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Abbildung 9 CD32-Expressionsdichte auf Monozyten und Granulozyten nach einem epileptischen Anfall 

A,B: y-Achse: MFI (= Expressionsdichte des Rezeptors); von links nach rechts entlang der x-Achse: Kontrolle 
(n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), Daten d 0 / 1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer 
Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % Konfidenzintervall).*p < .05, **p < .01, ***p < .001. 
A: H = 16.17, p = .0028 B: H = 13.44, p = .009  C: Spearmen Korrelation: y-Achse: MFI Wert CD32 der 
Granulozyten, x-Achse Alter der Proband*innen, keine Korrelation zwischen Alter und MFI-Wert   
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3.2.1.2 HLA-DR 

Die Patient*innen-Gruppe mit einem generalisiert tonisch-klonischen Anfall zeigte eine signi-

fikant geringere Expressionsdichte des Aktivierungsmarkers HLA-DR auf Monozyten inner-

halb der ersten 24 h (M = 3964, SD = 2430, p = .048) und 48 h (M = 3785, SD = 2507, 

p = .023) als die Kontrollkohorte (M = 6716, SD = 2404) (Abbildung 10 [A]) sowie eine sig-

nifikant geringere Expressionsdichte des Aktivierungsmarkers HLA-DR auf der klassischen 

Monozyten-Subpopulation CD14+ CD16- innerhalb der ersten 48 h (M = 3265, SD = 2089, 

p = .037) verglichen mit der Kontrollkohorte (M = 5711, SD = 2113) (Abbildung 10 [B]). 

 

Abbildung 10 HLA-DR-Expressionsdichte auf Monozyten nach einem epileptischen Anfall 

y-Achse: MFI; von links nach rechts entlang der x-Achse: Kontrolle (n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle 
(n=10), Daten d 0 / 1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % Konfiden-
zintervall). *p < .05, **p < .01, ***p < .001. A: H = 12.19, p = .016 B: H = 8.99, p = .061 
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3.3 Subanalyse: Isolierter Anfall versus Epilepsie (F3) 

In der Subanalyse wurden die Patient*innen-Gruppen jeweils aufgegliedert in isolierte epilep-

tische Anfälle sowie Anfälle im Rahmen einer manifesten Epilepsie. Beide Gruppen wurden 

bezüglich der Parameter der erworbenen und angeborenen Immunabwehr verglichen. Abbil-

dung 11 zeigt diese Subgruppenanalyse für den Aktivierungsmarker CD32 auf Monozyten. Der 

Kruskall Wallis Test zeigte, dass die Expressionsdichte von CD32 auf Monozyten durch einen 

fokalen oder generalisiert tonisch-klonischen Anfall beeinflusst wird: H(8) = 16.79,  p = .033. 

Der anschließend durchgeführte Post-hoc Test zeigte, dass keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich der CD32 Expression zwischen isolierten epileptischen Anfällen und Anfällen im 

Rahmen einer diagnostizierten Epilepsie bestanden. 

Die Häufigkeit epileptischer Anfälle hat keinen Einfluss auf in dieser Studie untersuchte Para-

meter. 

 

Kontro
lle d0 d1 d0 d1

  

Abbildung 11 Subanalyse Epilepsie-Diagnose 

y-Achse: MFI; von links nach rechts entlang der x-Achse: Kontrolle, Daten (d) 0 / 1 der Gruppe fokaler 
Anfälle aufgegliedert in isolierter fokaler Anfall ohne Epilepsie Diagnose hellgrau (n=3) (unbekannt) und 
Anfall im Rahmen einer bekannten Epilepsie-Diagnose – rot (n=7), Daten Tag 0 / 1 der Gruppe generalisiert 
tonisch-klonischer Anfälle unbekannt dunkelgrau (n= 15), bekannt rot (n=6) (Mittelwert ± 95 % Konfiden-
zintervall) Das dargestellte Diagramm wurde exemplarisch aus der Subanalyse gewählt.  
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3.4 Datenvergleich Epileptischer Anfall versus Schlaganfall 
(F4) 

Zur Überprüfung von Hypothese H4 wurden die Daten der Epilepsiestudie unter anderem mit 

Ergebnissen, die im Rahmen einer Studie zu Immunveränderungen nach einem Mediainfarkt in 

unserem Labor erhoben wurden, verglichen (Ruhnau et al., 2020). Um die Vergleichbarkeit der 

Methodik zu ermöglichen, wurden dabei identische Zelllinien- und Aktivierungsmarker ver-

wendet. Weitere Vergleichsstudien waren die Publikationen von Urra, Cervera et al. (2009), 

Urra, Villamor et al. (2009)  sowie Vogelgesang et al. (2008). 

In der Zusammenschau (Tabelle 2) zeigte sich, dass parallel zu einem epileptischen Anfall die 

absolute Reduktion der Lymphozytenzahl und ihrer Subpopulationen, der prozentuale Anstieg 

der Monozyten, die reduzierte monozytäre HLA-DR-Expressionsdichte sowie die Erhöhung 

der Expressionsdichte des Rezeptors CD32 auch unmittelbar nach einem Mediainfarkt zu be-

obachten waren. 

Im Gegensatz zum epileptischen Anfall waren die Veränderungen der erworbenen und angebo-

renen Immunparameter nach einem Mediainfarkt jedoch deutlich langanhaltender. Des Weite-

ren zeigten sich nach einem Mediainfarkt Veränderungen in der Zusammensetzung der Mo-

nozyten-Subpopulationen, welche in den Patient*innen-Gruppen nach epileptischem Anfall 

nicht beobachtet wurden. 
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Tabelle 2 Zusammenschau des Datenvergleichs epileptischer Anfall vs. Schlaganfall 

Untersuchte Gruppe 
Epileptischer Anfall 
(Ruhnau et al., 2020) 

Schlaganfall 
(Ruhnau et al., 2020; Urra, 

Cervera et al., 2009; Urra, Vil-
lamor et al., 2009; Vogelge-

sang et al., 2008) 

Lymphozyten ▼ ▼ 

T-Zellen ▼ ▼ 

CD4+-T-Zellen ▼ ▼ 

CD8+-T-Zellen ▼ ▼ 

B-Zellen ▼ ~ 
  

  

Monozyten gesamt ▲ ▲ 

Klassische CD14+ CD16- ~ ~ 

Antiinflammatorische CD14+CD16+ ~  ▲ 

Inflammatorische CD14dim CD16+ ~  ▼ 
  

  

Granulozyten gesamt ▲ ▲ 

Immunsuppressive CD16+CD62L- ~ ~  

Gewebsgranulozyten CD16+CD62L+ ~ ~  

Inflammatorische CD16dim CD62L+ ~ ~  
  

  

Monozyten gesamt / CD32 ▲ ~ 

CD14+ CD16- / CD32 ▲ ~ 

CD14+CD16+ / CD32 ▲ ▲ 

CD14dim CD16+ / CD32 ~ ▲ 
  

  

Granulozyten gesamt / CD32 ▲ ▲ 

CD16+CD62L- / CD32 ▲ ~ 

CD16+CD62L+ / CD32 ▲ ▲ 

CD16dim CD62L+ / CD32 ▲ ~ 
   

  

Monozyten gesamt / HLA-DR ▼ ▼ 

CD14+ CD16- / HLA-DR ▼ ▼ 

CD14+ CD16+ / HLA-DR ~ ~  

CD14dim CD16- / HLA-DR ~  ▼ 
Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen sich ▲: ein signifikanter Anstieg; ▼ ein signifikanter Abfall; ~ keine 
Veränderungen 
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3.4.1 Vergleich der CD32 Expression nach epileptischem Anfall und 
Schlaganfall 

Die Patient*innen-Gruppe nach Schlaganfall zeigte eine signifikant erhöhte Expression des Ak-

tivierungsmarkers CD32 auf Monozyten ab d 3 auf der antiinflammatorischen Subpopulation 

(M = 30923, SD = 12579, p = .017) und der inflammatorischen Subpopulation ab d 5 

(M = 24766, SD = 13245, p = .038) verglichen mit der Kontrollkohorte 

(MCD14+C16+ = 19904, SDCD14+CD16+ = 7344; MCD14dimC16+ = 13447,  SDCD14dimCD16+ = 5835) 

(Abbildung 10 [F,H]).  

 

Abbildung 12 Datenvergleich der monozytären CD32 Expression nach epileptischem Anfall und Schlaganfall 

Oben: Daten Epileptischer Anfall A-D, Unten: Daten Schlaganfall E-H unterteilt in Monozyten und ihre Subpo-
pulationen y-Achse: MFI; x-Achse: Kontrolle (nEpi= 18; nStroke= 17), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), 
d 0/1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21), d 0/1/3/5 nach Schlaganfall (n = 17) (Mittel-
wert ± 95 % Konfidenzintervall). *p < .05, **p < .01, ***p < .001. E: Kruskal Wallis Test: H = 4.744, p = .315 
F: H = 11.95, p = .018 G: H = 3.474, p = .482 H: H = 9.356, p = .05 
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Die Patient*innen-Gruppe nach Schlaganfall zeigte eine signifikant erhöhte Expression des Ak-

tivierungsmarkers CD32 auf der Granulozytenpopulation ab d 3 (M = 17297, SD = 7895, 

p = .045) und der Gewebsgranulozyten-Subpopulation (M = 17598, SD = 7820, p = .046) ver-

glichen mit der Kontrollkohorte (MGranulozyten = 12526, SDGranulozyten = 4942; 

MCD16+C62L+ = 13266, SDCD16+CD62L+ = 5239) (Abbildung 13 [E,F]).  

 

 

Abbildung 13 Datenvergleich der granulozytären CD32 Expression nach epileptischem Anfall und Schlaganfall 

Oben: Daten epileptischer Anfall A-D, Unten: Daten Schlaganfall E-H unterteilt in Granulozyten und ihre Sub-
populationen y-Achse: MFI; x-Achse: Kontrolle (nEpi= 18; nStroke= 17), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), 
d 0/1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21), d 0/1/ 3/5 nach Schlaganfall (n = 17) (Mittel-
wert ± 95 % Konfidenzintervall). *p < .05, **p < .01, ***p < .001. E: Kruskal Wallis Test: H = 8.388, p = .025 
F: H = 8.277, p = .026 G: H = 6.615, p = .158 H: H = 2.631, p = .621 
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3.4.2 Vergleich der HLA-DR Expression auf Monozyten nach epilepti-
schem Anfall und Schlaganfall 

Die Patient*innen-Gruppe nach Schlaganfall zeigte eine signifikant geringere Expressions-

dichte des Aktivierungsmarkers HLA-DR ab d 1 auf der Monozyten-Population  

(M = 3574, SD = 2030, p = .011), der klassischen Monozyten-Subpopulation CD14+ CD16- 

(M = 2817, SD = 1567, p = .004) sowie der inflammatorischen Subpopulation 

(M = 11990, SD = 7948, p = .05) verglichen mit der Kontrollkohorte (MMonozyten = 8029, SDMo-

nozyten = 4974; MCD14+C16- = 6806, SDCD14+CD16- = 3997; 

MCD14dimC16+ = 27646, SDCD14dimCD16+ = 18428)  (Abbildung 14 [E,G,H]). 

 

Abbildung 14 Datenvergleich der monozytären HLA-DR Expression nach epileptischem Anfall und Schlaganfall 

Oben: Daten epileptischer Anfall A-D, Unten: Daten Schlaganfall E-H unterteilt in Monozyten und ihre Subpo-
pulationen y-Achse: MFI; x-Achse: Kontrolle (nEpi= 18; nStroke= 17), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), d 
0/1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21), d 0/1/ 3/5 nach Schlaganfall (n = 17) (Mittelwert 
± 95 % Konfidenzintervall). *p < .05, **p < .01, ***p < .001. E: Kruskal Wallis Test: H = 18.03, p = .001 F: 
H = 3.563, p = .468 G: H = 20.66, p = .0004 H: H = 8.842, p = .065 



Diskussion 

31 

4 Diskussion 

4.1 Auswirkungen epileptischer Anfälle auf die erworbene 
Immunantwort 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass in der Patient*innen-Gruppe nach ei-

nem generalisiert tonisch-klonischen Anfall die Lymphozyten-Subpopulationen reduziert 

waren. Dieses Ergebnis bestätigt die in F1 angenommene Vermutung, dass ein epileptischer 

Anfall zu Veränderungen der erworbenen Immunantwort führt. Drei mögliche Hypothesen kön-

nen zur Ursachenklärung diskutiert werden.

(1) Durch einen epileptischen Anfall wird eine stressassoziierte Lymphozytopenie auslöst.  

Dafür sprechen Beobachtungen, dass erhöhte Katecholamin- und Glukokortikoidspiegel, die 

während eines Stressereignisses ausgeschüttet werden, über beta-adrenerge- und Glukokor-

tikoid-Rezeptoren die Apoptose von Lymphozyten in Thymus und Milz bewirken (Giamarel-

los-Bourboulis et al., 2006; Josefsson et al., 1996; Wang et al., 2006). Diese Hypothese wird 

auch gestützt durch die Ergebnisse von Bauer et al. (2008), wonach postiktal erhöhte Kate-

cholaminspiegel nachgewiesen werden konnten (Bauer et al., 2008). Dagegen sprechen hinge-

gen Stresshormonexperimente von Fauci et al. (1975). Diese zeigten, dass eine alleinig stress-

assoziierte Lymphozytopenie bereits nach 24 h völlig regredient war (Fauci, 1975). Weiterfüh-

rend wiesen Nowak et al. (2011) die Lymphozytopenie bei Epilepsiepatient*innen nach, die 

mindestens 72h anfallsfrei waren (Nowak et al., 2011). 

Die Arbeitsgruppe Silverberg et al. (2010) bietet einen weiteren Ansatz zur Klärung der peri-

pheren Lymphozytopenie:

(2) Lymphozyten werden zielgerichtet in das zentrale Nervensystem rekrutiert, um anfalls-

assoziierten Läsionen vorzubeugen und bei Heilungsvorgängen zu unterstützen. 

Im Mausexperiment löste diese Arbeitsgruppe einmalig einen generalisiert tonisch-klonischen 

Anfall aus und wies 48 h nach dem Anfall in resezierten Präparaten selektiv aus dem peripheren 

Blut rekrutierte CD4+- und CD8+-T-Zellen im Hippocampus nach (Silverberg et al., 2010). Die 

Arbeitsgruppe Zattoni et al. (2011) sprechen den postiktal in den Hippocampus rekrutierten 

Lymphozyten neuroprotektive Effekte zu. An einem depletierten T- und B-Zell-Mausmodel 

wies diese Arbeitsgruppe nach einmaliger medikamentöser Anfallsinduktion eine erhöhte 
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Sterblichkeit der Versuchstiere, im EEG eine deutlich erhöhte Frequenz von weiteren Spontan-

anfällen sowie eine vermehrte Hippocampusdegeneration nach (Zattoni et al., 2011). Erklärt 

wurde dies unter anderem durch die zentrale Funktion der Lymphozyten bei der postiktalen 

Zellhämostase und Koordination der Abräumprozesse im zentralen Nervensystem. B-Zellim-

munglobuline unterstützen bei der Opsonierung und dem Abräumprozess von postikal frei ge-

wordenem Myelin (Zattoni et al., 2011), T-Zellzytokine haben eine zentrale Funktion bei der 

Mikrogliaaktivierung (Chen et al., 2004). 

Eine weitere Hypothese zur Entstehung der Lymphozytopenie bietet die Arbeitsgruppe Vieira 

et al. (2016).

(3) Die Ursache für eine Lymphozytopenie nach einem epileptischen Anfall ist eine Ne-

benerscheinung ohne kausale Bedeutung.  

Diese Arbeitsgruppe vermutete, dass nach einem epileptischen Anfall durch die Störung der 

Blut-Hirn-Schranke sogenannte „damage associated patterns“ (DAMPS) aus dem ZNS in das 

periphere Blut gelangen und eine proinflammatorische Immunantwort auslösen. Sie wiesen 

folglich durch DAMPs aktivierte NK-Zellen und zytotoxische T-Zellen im Blut nach, die ver-

mehrt Granzym A produzierten. Granzym A führt auch zu vermehrten Lymphozytenapoptosen, 

die jedoch in dem geringen Maße keine relevanten Auswirkungen auf das System haben (Vieira 

et al., 2016). Dafür sprechen auch die Ergebnisse von Ruhnau et al. (2020), die erhöhte Plas-

makonzentrationen von HMGB1 (High-Mobility-Group-Protein B1) nach einem epileptischen 

Anfall nachgewiesen haben (Ruhnau et al., 2020). HMGB1 ist ein DAMP Protein, welches von 

aktivierten oder nekrotischen Zellen des ZNS freigesetzt wird (Scaffidi et al., 2002) und Im-

munzellen aktiviert (Revenfeld et al., 2016). Verbleibende T-Zellen sind auch in der hier vor-

liegenden Studie aktiviert, was durch eine erhöhte HLA-DR-Expression auf den CD3+-T-Zellen 

(Kapitel 7.2.2 Abbildung 15) gezeigt werden konnte. 

Zusammenfassend kann auf Basis der Studiendaten die Hypothese 1, wonach eine Re-

duktion der Lymphozytenzahl nach einem epileptischen Anfall vermutet wurde, bestätigt wer-

den. Zukünftige Studien sind erforderlich um zu klären, ob die Lymphozytopenie Folge einer 

unspezifischen hormonellen Stressreaktion ist; ob Lymphozyten zielgerichtet ins ZNS rekru-

tiert werden, um neurodegenerativen Veränderungen entgegenzuwirken und antikonvulsive Ei-

genschaften haben und ob die Lymphozytopenie lediglich Folge der DAMP-abhängigen proin-

flammatorischen Immunreaktion ist. 
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4.2 Auswirkungen eines epileptischen Anfalls auf die angebo-
rene Immunantwort 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass in der Patient*innen-Gruppe nach ei-

nem generalisiert tonisch-klonischen Anfall die angeborene Immunantwort im Sinne einer 

Monozytose sowie einer veränderten Expressionsdichte der Aktivierungsmarker CD32 

und HLA-DR auf Monozyten- und Granulozyten-Subpopulationen verändert war. Dieses Er-

gebnis bestätigt die in F2 angenommene Vermutung, dass ein epileptischer Anfall zu Verän-

derungen der angeborenen Immunantwort führt. Ob diese Rezeptordichtenveränderungen als 

Funktionsverlust der Effektorzellen zu werten sind, kann mit den vorliegenden Studiendaten 

nicht hinreichend beantwortet werden. Der Aktivierungsmarker HLA-DR war auf monozytären 

Subpopulation reduziert, diese Beobachtung kann im Zuge einer verminderten Antigenpräsen-

tation auf einen Funktionsverlust von Monozyten hinweisen.

4.2.1 Ist die Quantität angeborener Immunzellen nach einem epilepti-
schen Anfall verändert?  

Innerhalb der ersten 48 h nach einem generalisiert tonisch-klonischen Anfall trat eine Monozy-

tose auf. Zwei mögliche Hypothesen müssen zur Ursachenklärung diskutiert werden: 

Epileptische Anfälle stellen ein neurologisches Stressereignis dar, welches die Rekrutierung 

von Immunzellen des angeborenen Immunsystems, wie Monozyten und Granulozyten, zum 

Anfallsursprung zur Folge haben kann. 

(1) Ein durch das Stressereignis erhöhter Katecholaminspiegel bewirkt über hochaffine 

beta-adrenerge Rezeptoren eine Mobilisierung von Monozyten aus dem Knochenmark 

(Dimitrov et al., 2010).  

Dafür spricht, dass der Katecholaminspiegel nach einem epileptischen Anfall ansteigen kann 

(Bauer et al., 2008). Dagegen zeigten jedoch die Arbeitsgruppen Segal et al. (2006) und Dimi-

trov et al. (2010) eine kurzzeitige, selektive Mobilisierung von proinflammatorischen 

CD14dim CD16+ Monozyten ohne einen signifikanten Anstieg der absoluten Monozytengesamt-

zahl (Dimitrov et al., 2010; Segal et al., 2006). Gegen eine alleinig stress- und katecholaminas-

soziierte Monozytose mit einem signifikanten Maximum nach 48 h sprechen weiterhin die Be-
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obachtungen der Arbeitsgruppe Nowak et al. (2011). Sie wiesen die Monozytose bei Epilepsie-

patient*innen nach, die mindestens 72 h anfallsfrei waren, ohne dass es vor der Probenent-

nahme zu einem Stressereignis kam (Nowak et al., 2011). 

Einen weiteren wichtigen Diskussionsansatz zur Funktion der Monozyten nach einem epilepti-

schen Anfall formuliert die Arbeitsgruppe Zattoni et al. (2011). 

(2) Monozyten haben postiktal eine neuroprotektive Funktion (Zattoni et al., 2011).  

Diese Arbeitsgruppe wies am Mausmodel nach, dass Monozyten aus dem peripheren Blut über 

die Blut-Hirn-Schranke in den Gyrus dentatus des Hippocampus rekrutiert werden können. Die 

Blockade dieser Monozytenmigration im Mausexperiment hatte neben einer deutlich verringer-

ten Rekrutierung von Monozyten in den Gyrus dentatus auch einen destruktiven Effekt der 

Körnerzellschicht in der Hirnrinde zu Folge. Die Autoren schlussfolgerten daraus einen protek-

tiven Effekt der Monozyten auf die Körnerzellschicht der Hirnrinde (Zattoni et al., 2011). 

Die vorliegende Studie belegt die Existenz der Monozytose nach einem generalisiert 

tonisch-klonischen Anfall. Zusammenfassend kann auf Basis der Studiendaten der erste Teil 

der Hypothese 2, wonach eine erhöhte Quantität von Monozyten nach einem epileptischen An-

fall vermutet wurde, bestätigt werden. Die vorliegenden Studienergebnisse können jedoch 

nicht abschließend die Fragen zur klinischen Relevanz und Folge dieser Beobachtungen beant-

worten. Hierfür wären weitere Studien an Hirngewebe notwendig, um migrierende Monozyten 

an chirurgischen Präparaten genauer zu charakterisieren.

4.2.2 Liegt eine verminderte Funktion der Effektorzellen des angebore-
nen Immunsystems nach einem epileptischen Anfall vor? 

Der Aktivierungsmarker CD32 war innerhalb von 48 h nach einem generalisiert tonisch-kloni-

schen Anfall auf monozytären- und granulozytären Subpopulationen vermehrt exprimiert. 

CD32 ist ein Fcγ-Rezeptor Typ 2 für antigengebundenes Immunglobulin G (kurz IgG). Der 

Fcγ-Rezeptor kann als aktivierender oder inhibierender Subtyp auf Monozyten und Granulozy-

ten vorliegen und steuert diverse mannigfaltige Zellprozesse wie Phagozytose, Zelladhärenz 

oder Zytokinproduktion (Rosales, 2017).  

Bekannt ist, dass nach einem Mediainfarkt die Phagozytoseleistung der Monozyten und neutro-

philen Granulozyten vermindert ist (Ruhnau et al., 2014). Auch die Schlaganfalldaten zeigten 

eine erhöhte Expression von CD32 (Abbildung 12, Abbildung 13) (Ruhnau et al., 2020). Da für 

den inhibierenden Subtyp des CD32-Rezeptors, FcγR2b, eine Inaktivierung der Phagozytose 
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nachgewiesen ist (Pricop et al., 2001; Rosales, 2017), könnte dieser Zusammenhang eine CD32-

abhängige Reduktion der Phagozytoseleistung nach Schlaganfällen vermuten lassen. Es ist 

demnach zu vermuten, dass es auch nach einem generalisiert tonisch-klonischen Anfall zur 

Verringerung der Phagozytoseleistung kommt.  

Anwendung findet der Ligand des Rezeptors CD32 - intravenöses IgG  - aktuell in der Therapie 

zur Reduktion der Anfallsfrequenz bei schwer behandelbaren Epilepsien sowie auch bei chro-

nisch entzündlichen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen (Geng et al., 2011; Nimmer-

jahn & Ravetch, 2008).  

Chen et al. (2017) zeigten, dass eine Vor- und Nachbehandlung mit IgG intravenös nach einem 

einmalig induzierten Anfall den postiktalen Blut-Hirn-Schrankendefekt verringerte. Ebenfalls 

konnte anhand von  EEG-Untersuchungen dargestellt werden, dass durch intravenöse IgG-Gabe 

die Frequenz und Dauer von spontanen epileptischen Anfällen verringert wurden (Chen et al., 

2017). Ob ein Zusammenhang zwischen der vermehrten Expression des CD32-Rezeptors und 

dem Therapieansatz mit IgG besteht, ist bisher unklar. Die vermehrte CD32-Expression deutet 

auf Veränderungen wichtiger Bestandteile der erworbenen Immunabwehr, jedoch fehlen zur 

abschließenden Bestätigung des zweiten Teils von H2, wonach ein Funktionsverlust der er-

worbenen Immunzellen vermutet wurde, genauere Zellfunktionsanalysen (bspw. Phagozytose-

essay) der Monozyten und Granulozyten.  

Die Reduktion der Expressionsdichte des HLA-DR Rezeptors auf Monozyten wird im Zuge 

des Schlaganfallsvergleichs beleuchtet (Kapitel 4.4).
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4.3 Auswirkungen der Art epileptischer Anfälle auf das Im-
munsystem 

Die Daten der durchgeführten Studie belegen, dass im Vergleich zur Kontrollkohorte sowie der 

Gruppe mit fokalen Anfällen vorwiegend die Patient*innen-Gruppe mit generalisiert tonisch-

klonischem Anfall von den Veränderungen im erworbenen und angeborenen Immunsystem be-

troffen ist. Die gesamten beobachteten Immunveränderungen sind unabhängig davon, ob es 

sich um einen isolierten epileptischen Anfall handelte oder einen epileptischen Anfall, welcher 

im Rahmen einer diagnostizierten Epilepsie auftrat. Diese Ergebnisse bestätigen die in F3 an-

genommene Vermutung, dass die Art des epileptischen Anfalls Einfluss auf die Veränderun-

gen der Immunantwort nimmt. 

4.3.1 Nimmt das Ausmaß der kortikalen Aktivierung Einfluss auf die 
Immunsystemveränderungen? 

Die an d 1 gemessenen Monozyten- und Granulozytenzahlen unterscheiden sich nach genera-

lisiert tonisch-klonischen Anfällen signifikant von den Werten fokaler Anfälle (Abbildung 17, 

Abbildung 18). Insgesamt traten signifikante Veränderungen der Immunparameter quantitativ 

vermehrt nach GTKA auf, verglichen zu fokalen Anfällen. Auf Basis dieser Studiendaten kann 

der erste Teil von H3 bestätigt werden, wonach vermutet wurde, dass das Ausmaß der korti-

kalen Aktivierung Einfluss auf die Immunsystemveränderungen nimmt.  

Diese Beobachtung steht im Einklang zu Ergebnissen von Sarkis et al. (2012), die bei Pati-

ent*innen mit generalisierten Epilepsien im anfallsfreien Intervall signifikant höhere Leukozy-

ten- und Monozytenzahlen nachwiesen, verglichen zu einer gesunden Kontrollkohorte und Pa-

tient*innen mit fokalen Epilepsien (Sarkis et al., 2012). Dies wurde damit erklärt, dass während 

eines generalisierten epileptischen Anfalls größere kortikale Netzwerke involviert sind als bei 

fokalen Anfällen und dadurch die HPA-Achse stärker aktiviert wird.  

Dem gegenüber stehen die Beobachtungen von Bauer et al. (2009). Sie wiesen ebenfalls Ver-

änderungen bei fokalen Epilepsien im erworbenen und angeborenen Immunsystem nach und 

konnten zeigen, dass die Lokalisation der Anfallsursprungszone Einfluss auf das Immunsystem 

hat. Sie beobachteten, dass im Gegensatz zu linkstemporalem Anfallsbeginn Patient*innen mit 

rechtstemporalem Anfallsbeginn höhere Level von proinflammatorischem Interleukin (IL)-6 

hatten (Bauer et al., 2009). Die Autoren schlussfolgerten, dass das Immunsystem von der linken 

und rechten Hemisphäre unterschiedlich beeinflusst wird und die HPA-Achse dabei nur eine 



Diskussion 

37 

untergeordnete Rolle spielt. Dies belegten auch Meador et al. (2004). Sie stellten in einem zwei-

monatigen Verlaufsexperiment fest, dass nach einem linksseitigen epilepsiechirurgischen Ein-

griff die Lymphozytenzahl und die T- Zellzahl signifikant sowie langanhaltend reduziert sind, 

wohingegen nach einem rechtsseitigen Eingriff die Lymphozytenzahl und die T-Zellzahl signi-

fikant anstiegen. Unterschiede in den Transmittern der HPA-Achse wurden dabei über den ge-

samten Zeitraum nicht festgestellt (Meador et al., 2004).  

Als Einflussfaktoren auf die hemisphärenlateralisierte Immunantwort könnten zusätzlich die 

Händigkeit der Patient*innen sowie die dominante Hemisphäre diskutiert werden (Dong et al., 

2002). Dieser Faktor ist im neuroimmunologischen Zusammenhang noch nicht untersucht und 

sollte in weiterführenden Arbeiten Beachtung finden.

4.3.2 Besteht ein Unterschied zwischen den Immunsystemveränderun-
gen nach isolierten epileptischen Anfällen und Anfällen im Rah-
men einer diagnostizierten Epilepsie? 

Die vorliegende Studie zeigt, dass die beobachteten Immunveränderungen unabhängig davon 

sind, ob es sich um einen isolierten epileptischen Anfall handelte oder einen epileptischen An-

fall im Rahmen einer diagnostizierten Epilepsie (Abbildung 11) Somit kann der zweite Teil 

von H3 für die untersuchte Kohorte nicht bestätigt werden, wonach vermutet wurde, dass iso-

lierte epileptische Anfälle und Anfälle im Rahmen einer diagnostizierten Epilepsie in unter-

schiedlichem Maß Einfluss auf das Ausmaß der Immunsystemveränderungen nehmen. Die Er-

gebnisse der Arbeitsgruppe um Nowak et al. (2011), welche ebenfalls eine Monozytose und 

Lymphozytopenie bei Epilepsiepatient*innen ohne stattgehabten Anfall innerhalb der letzten 

72 h beobachteten, bieten Hinweis darauf, dass es zwei unterschiedliche Arten der Immunver-

änderungen nach epileptischen Anfällen gibt: Akute Veränderungen, welche unmittelbar nach 

einem Anfall auftreten, sowie chronische Veränderungen, welche unabhängig von Anfällen 

messbar sind.  

Die chronischen Immunalterationen hängen nicht unmittelbar mit einem Anfall zusammen und 

wurden als langfristige Folgeerscheinung wiederkehrender Anfälle im Rahmen einer Epilepsie 

interpretiert (Nowak et al., 2011). Demnach könnte es neben den in dieser Arbeit festgestellten 

kurzfristigen Veränderungen auch langfristige, zeitunabhängige periphere Immunalterationen 

geben. Es ist zu vermuten, dass diese möglicherweise Einfluss genommen haben, sich aber 

nicht in unserem Patient*innen-Kollektiv und mit den ausgewählten Quantifizierungs-, Diffe-

renzierungs- und Aktivierungsmarkeruntersuchungen abbilden lassen. 
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4.4 Immunalterationen nach einem epileptischen Anfall im 
Vergleich zum Schlaganfall 

Nach einem Schlaganfall zeigen sich neben lokalen hypoxischen Reaktionen auch lokale De-

fekte der Blut-Hirn-Schranke sowie eine lokale inflammatorische Reaktion. Im weiteren Ver-

lauf kommt es dann zu ausgedehnten Veränderungen des peripheren Immunsystems in Form 

einer generalisierten Immunsuppression (Dirnagl et al., 2007). Im Jahr 2012 konnte eine italie-

nische Arbeitsgruppe erstmals nachweisen, dass epileptische Anfälle ebenfalls die Blut-Hirn-

Schranke schädigen und Entzündungen im zentralen Nervensystem induzieren (Librizzi et al., 

2012). Hinweise darauf, dass es auch nach einem epileptischen Anfall zu einer Veränderung 

des Immunsystems kommt, zeigte die Arbeitsgruppe durch den Nachweis einer Reduktion der 

Anfallsdauer durch Antagonisierung von Entzündungsprozessen (Librizzi et al., 2012).

 

Die vierte Forschungsfrage und Hypothese nahm aufgrund beschriebener Parallelitäten an, dass 

die postiktale Immunantwort der post-stroke Antwort gleicht, jedoch die Schlaganfalls-indu-

zierten Immunalterationen durch die Persistenz des neurologischen Defizits zeitlich deutlich 

ausgeprägter sind. Diese Ergebnisse bestätigen in Teilen die in F4 angenommene Vermutung, 

dass epileptische Anfälle und Schlaganfälle zu ähnlichen Veränderungen der Immunantwort 

führen. 

4.4.1 Gemeinsamkeiten 

Die post-stroke beschriebene Lymphozytopenie (Prass et al., 2003) sowie der Funktionsverlust 

in der Antigenpräsentation durch eine Reduktion des HLA-DR-Rezeptors auf Monozyten 

(Wolk et al., 2000) sind Ausdruck einer Immunsuppression. Diese ist direkt mit einem erhöh-

ten Risiko für eine Infektion assoziiert (Dirnagl et al., 2007). Infektionen nach Schlaganfall sind 

klinisch relevant, da diese mit einer erhöhten Mortalität und Verschlechterung des Outcomes 

assoziiert sind (Meisel et al., 2005). 

Nach einem epileptischen Anfall belegt die vorliegende Studie ebenfalls postiktal erhöhte Ent-

zündungsparameter. Patient*innen mit einem epileptischen Anfall hatten neben oben genannten 

Parallelitäten zur Immunsuppression ein erhöhtes C-reaktives Protein im Blutbild innerhalb der 

ersten 48 h nach Anfall (Abbildung 16).
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Bei dem Vergleich der Wahrscheinlichkeiten für eine Infektion nach epileptischem Anfall und 

Schlaganfall sind drei prädisponierende Faktoren zur Entwicklung einer Infektion zu be-

rücksichtigen:

(1) Das Alter beeinflusst die Infektanfälligkeit. 

Das Durchschnittsalter in der Gruppe mit epileptischem Anfall betrug in der vorliegenden Stu-

die 56 Jahre, in der Schlaganfallgruppe hingegen 70 Jahre (Kapitel 7.2.1, Tabelle 9) (Ruhnau 

et al., 2020). Mit erhöhtem Alter auftretende Komorbiditäten können Patient*innen für Infek-

tionen prädisponieren (Manabe et al., 2015)

(2) Die zeitliche Dauer des fokal neurologischen Defizites beeinflusst die Infektanfällig-

keit.  

Epileptische Anfälle sind paroxysmale Ereignisse. Gleich dem Schlaganfall handelt es sich um 

funktionelle Beeinträchtigungen auf Grund einer strukturellen zerebralen Veränderung mit 

Blut-Hirn-Schrankendefekten (Rüber et al., 2018; van Vliet et al., 2007). Jedoch besteht bei den 

Patient*innen nach isoliertem epileptischem Anfall kein permanentes fokal neurologisches De-

fizit (Fisher et al., 2014; Fisher et al., 2017). Aufgrund von möglichen permanenten neurologi-

schen Defiziten nach einem Schlaganfall, wie Hemiparese oder Dysphagie, ist für einen länge-

ren Zeitraum die Mobilisation dieser Patient*innen eingeschränkt, womit weitere Faktoren vor-

liegen, die eine Aspirationspneumonie begünstigen können (La Mandell & Niederman, 2019). 

Somit ist das Risikoprofil der Patient*innen, nach einem epileptischen Anfall eine Infektion zu 

entwickeln, geringer. An diesem Punkt muss das Todd’sche Phänomen erwähnt und diskutiert 

werden. Es handelt sich dabei unter anderem um eine postiktale Begleiterscheinung welche mit 

einer transienten motorischen Lähmung einhergehen kann (Todd, 1855). Die motorische Läh-

mung tritt dabei variable auf und dauert von wenigen Sekunden bis teilweise 36 h (Rolak et al., 

1992) an. Das Todd’sche Phänomen tritt je nach Untersuchung in 0,6-13,4 % der Fälle nach 

epileptischen Anfällen auf (Gallmetzer et al., 2004; Kellinghaus & Kotagal, 2004). Im unter-

suchten Studienkollektiv wurde das Todd’sche Phänomen nicht beschrieben und fand somit 

keine Berücksichtigung in den Analysen. Aktuell existieren keine klinischen Daten, ob eine 

postiktale Todd’sche Parese zusätzlichen Einfluss auf das Immunsystem nimmt und somit eine 

Immunsuppression möglicherweise begünstigen kann.

(3) Die zeitliche Dauer der Immunsuppression beeinflusst die Infektanfälligkeit. 
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Die Schlaganfalldaten bestätigen, dass die monozytäre HLA-DR Reduktion über d 5 hinaus 

geht (Abbildung 14). Vogelgesang et al. (2008) bestätigen, dass die HLA-DR Expression sowie 

die Lymphozytopenie noch an d 14 nach Schlaganfall nachweisbar ist (Vogelgesang et al., 

2008). Nach epileptischem Anfall war die Lymphozytopenie bereits an d 1 regredient. Zhang 

et al. (2009) stellten den Zusammenhang auf, dass das Ausmaß und die Länge der HLA-DR 

Reduktion mit der Infektanfälligkeit nach einem Schlaganfall korrelieren (Zhang et al., 2009). 

Unter diesem Gesichtspunkt wäre auch aufgrund der zeitlichen Länge der Immunsuppression 

das Risikoprofil der Patient*innen, nach einem epileptischen Anfall eine Infektion zu entwi-

ckeln, gering. 

In einer retrospektiven Kohortenstudie zeigten Zelano et al. (2014), dass 38 % der Status epi-

lepticuspatient*innen während des stationären Aufenthaltes eine neu aufgetretene Infektion er-

litten. Diese verlängerte die Dauer des Status epilepticus signifikant und steigerte die Mortalität 

(Zelano et al., 2014). Dies ist ein Hinweis darauf, dass das kompromittierte Immunsystem nach 

schwerwiegenden epileptischen Anfällen auch in einer erhöhten Infektanfälligkeit evident wird, 

welche den klinischen Verlauf beeinträchtigt.

Ein Ansatzpunkt zur Untersuchung, ob das Immunsystem und eine Immunsuppression 

nach einem epileptischen Anfall zusammenhängen, bietet die Korrelation der HLA-DR-Rezep-

tordichte mit laborchemischen Infektparametern in Folgestudien. Ob auch Infektionen als Fol-

gen von isolierten epileptischen Anfällen klinisch relevant werden und einen Einfluss auf die 

Epileptogenese nehmen, sollte ein weiterer Ansatzpunkt in Langzeitbeobachtungen werden.

4.4.2 Unterschiede 

Im Gegensatz zum epileptischen Anfall traten nach einem Schlaganfall nicht nur eine Monozy-

tose, sondern zusätzlich auch Veränderungen in den einzelnen monozytären Subpopulationen 

auf. Konkret beschrieb die Arbeitsgruppe Urra und Villamor et al. (2009), dass es nach einem 

Schlaganfall zu einem Anstieg der monozytären CD14+CD16+ Population kam und sich die 

CD14dimCD16+ Population reduzierte. Diese Veränderungen waren ausgeprägter, wenn eine In-

fektion vorlag (Urra, Villamor et al., 2009). Drei Erklärungsansätze können zur Klärung dieses 

Unterschiedes beleuchtet werden:

(1) Isolierte epileptische Anfälle sind im Gegensatz zum Schlaganfall paroxysmale Ereig-

nisse, bei denen sich die klinische Symptomatik innerhalb weniger Minuten vollständig 

zurückgebildet hat (Fisher et al., 2017). 
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Dafür spricht, dass auch die Veränderungen der erworbenen Immunabwehr postiktal bereits 

innerhalb von 48 h regredierend sind, wohingegen sie nach Schlaganfällen bis zu zwei Wochen 

anhalten (Vogelgesang et al., 2008). Ob eine Korrelation zwischen der zeitlichen Länge der 

neurologischen Beeinträchtigung und der Aufspaltung der Monozyten-Subpopulationen be-

steht, muss in Folgeuntersuchungen thematisiert werden. Weitere Erklärungen bieten diverse 

Untersuchungen, die sich mit der Differenzierung von Monozyten in ihre Subpopulationen und 

damit verbundenen Funktionsänderungen dieser Zellen beschäftigen: Monozyten differenzie-

ren sich in Subpopulationen durch inflammatorische Reize beispielsweise infolge eines Ge-

webstraumas aus (Goldstein et al., 2003; Philippidis et al., 2004; Urra, Cervera et al., 2009; 

Urra, Villamor et al., 2009; Ziegler-Heitbrock, 2000). Dabei hat die CD14+ CD16+ Monozyten 

Subpopulation unter anderem die Funktion, durch die Produktion von antiinflammatorischem 

IL10, inflammatorische Konsequenzen im Gewebe zu minimieren (Skrzeczyńska-Moncznik et 

al., 2008). Eine Infektion nach Schlaganfall und eine damit erhöhte Inflammatorische Belastung 

förderte die Differenzierung der Monozyten in Subpopulationen (Urra, Villamor et al., 2009). 

Möglicherweise reichte der Gewebsschaden und der damit einhergehende inflammatorische 

Zustand des Immunsystems nach epileptischen Anfällen nicht aus, diese Differenzierungsreize 

auszulösen. Ein Argument, das gegen diese Theorie spricht, bietet die Arbeitsgruppe van Vliet 

et al. (2007), welche als Maß für den Gewebsschaden die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke 

nach Status epilepticus im Tiermodell untersuchten. Sie zeigten, dass die Permeabilität der Blut-

Hirn-Schranke nach induziertem Status epilepticus zwar mit zunehmendem Abstand zum letzt-

maligen Anfall abnahm, aber über vier Monate nach Status epilepticus noch nachweisbar war 

(van Vliet et al., 2007).  Interessanter Ansatzpunkt in zukünftigen Projekten wäre dabei der 

Vergleich von epileptischen Anfällen und Transitorischen Ischämischen Attacken  als Vertreter 

ischämischer paroxysmaler Ereignisse (Easton et al., 2009).
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(2) Die Zell-Subpopulationen reagieren auf biochemische Veränderungen.  

CD14+ CD16+-Monozyten produzieren antiinflammatorisches IL-10 und haben demnach anti-

inflammatorische Eigenschaften (Urra, Villamor et al., 2009; Ziegler-Heitbrock, 2000). Diese 

Subpopulation zeigte in einer Studie von Urra et al. (2009) den Peak 48 h nach Schlaganfall, 

wohingegen Patient*innen mit Infektionen einen höheren Peak als ohne Infektion aufwiesen 

(Urra, Villamor et al., 2009). Daraus lässt sich vermuten, dass diese Subpopulation aufgrund 

einer Infektion anwächst. Patient*innen nach epileptischem Anfall entwickeln nach aktuellem 

Wissensstand keine klinisch relevante Infektion, sodass zu vermuten ist, dass die Veränderung 

in dieser Monozyten-Subpopulation nicht ausgeprägt ist. 

(3) Die CD14dim CD16+ Monozytensubpopulation unterliegt möglicherweise einer schlag-

anfallspezifischen Signalkaskade.  

CD14dim CD16+-Monozyten exprimieren CD49d, ein Rezeptor zur Diapedese und zur Migra-

tion vom Blutgefäß ins Gewebe (Urra, Villamor et al., 2009). Es kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass diese monozytäre Subpopulation schlaganfallspezifisch gezielt ins ZNS zum In-

farktareal rekrutiert wird und somit eine krankheitsspezifische Signalkaskade vorliegt. Postiktal 

könnten andere Signalkaskaden genutzt werden, die von diesem Muster abweichen.

Auf Basis dieser Studiendaten kann H4 bestätigt werden, wonach vermutet wurde, dass 

nach einem epileptischen Anfall die Veränderungen des Immunsystems weniger stark ausge-

prägt sind und von kürzerer Dauer verglichen zum Schlaganfall. Die Gemeinsamkeiten des 

Vergleichs lassen vermuten, dass die Immunsystemveränderungen über gemeinsame Mediator-

systeme vermittelt werden, wie die HPA-Achse und DAMPS. Die Unterschiede machen jedoch 

mögliche krankheitsspezifische Veränderungen deutlich.
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4.5 Limitationen 

Die vorliegende Studie liefert erste Ergebnisse zu Immunantworten nach einem epileptischen 

Anfall. Die vorliegenden Daten wurden innerhalb einer monozentrischen Studie mit einem re-

lativ kleinen Patient*innen-Kollektiv erhoben, dies limitiert per se die statistische Aussagekraft 

der Daten. Auf Grund der Reproduzierbarkeit bereits bekannter Arbeitsergebnisse, der Validie-

rung der Methodik durch andere Studien und der Parallelitäten zu den Schlaganfalldaten kann 

jedoch vermutet werden, dass die vorgefundenen Zusammenhänge nicht nur als Phänomen der 

vorgestellten Stichprobe angesehen werden können, sondern sie reproduzierbar und mit ande-

ren Kohorten replizierbar sind.  

Ein limitierender Faktor, der ein vorsichtiges Interpretieren der Ergebnisse fordert, ist die Güte 

der Testinstrumente. Abbildung 18 im Anhang macht deutlich, dass sich die Ergebnisse der 

quantitativen Blutbildanalyse nicht mit dem Facs bestätigen ließen. Diese Diskrepanz kann aber 

mit dem Argument widerlegt werden, dass das Facs-Gerät weniger dafür ausgelegt ist, Zellen 

zu zählen, als vielmehr die Rezeptorausstattung darzustellen (Cossarizza et al., 2019).  

Eine wesentliche Limitation der Studie ergibt sich aus der Heterogenität der Kontrollgruppe. 

Besonders häufig manifestieren sich Epilepsien in den ersten fünf Lebensjahren sowie ab dem 

60. Lebensjahr (Fiest et al., 2017; Hauser, 1994). Dieses zweigipflige Kollektiv ließ sich nicht 

identisch mit der Kontrollkohorte abbilden. Das Alter und damit einhergehende Komorbiditäten 

können Einfluss auf die Studiendaten genommen haben. In zukünftigen Studien empfiehlt sich 

die Durchführung einer intraindividuellen Kontrolle bei beispielsweise Patient*innen im Vi-

deo-EEG-Monitoring, welche im Laufe ihres stationären Aufenthaltes einen Anfall erleiden. 

Dieses Setting ermöglicht präzisere Aussagen zu anfallsassoziierten Veränderungen.  

Die Größe des Studienkollektivs ließ keine Subgruppenanalysen zum Einfluss von antiepilep-

tischer Medikation auf Immunantwortveränderungen zu. Da bereits erhöhte Phagozytoseakti-

vität sowie lytische Aktivität von natürlichen Killerzellen bei mit Carbamazepin behandelten 

Epilepsiepatient*innen beschrieben wurden (Pacifici et al., 1991), sollte dies in weiteren Stu-

dien weiter beobachtet werden. 

Die Studie wies unmittelbare Immunantwortveränderungen nach einem epileptischen Anfall 

nach. Mithilfe der Studiendaten kann aber nicht die Frage nach der klinischen Relevanz dieser 

Beobachtungen beantwortet werden. Es bleibt offen, ob die Beobachtungen Ausdruck einer 

unspezifischen Stressreaktion sind oder diese einen Einfluss auf die Pathogenese einer Epilep-
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sie nehmen. Um diese Fragen klären zu können, müssen in Folgeprojekten Follow-up-Beobach-

tungen durchgeführt werden, um die Immunantwort auch an weiteren Zeitpunkten zu quantifi-

zieren und qualifizieren. Zur Klärung der Plausibilität verschiedener Erklärungsansätze kann 

zudem auch die Untersuchung von epilepsiechirurgischen OP Resektaten wegweisend sein.
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Epileptische Anfälle zählen weltweit zu den häufigsten neurologischen Symptomen. Obwohl 

bereits sehr viele Daten belegen, dass andere neurologische, akut die Hirnfunktion beeinträch-

tigende Erkrankungen, wie der Schlaganfall, zu einer systemisch peripheren Immunalteration 

führen, existieren bisher wenige humane Daten über den Einfluss epileptischer Anfälle auf das 

erworbene und angeborene Immunsystem. Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, 

ob ein epileptischer Anfall ebenfalls zu Veränderungen der erworbenen und angeborenen Im-

munantwort führt. 

Im Rahmen dieser explorativ prospektiven Kohortenstudie wurden Immunparameter im 

EDTA-Blut von 31 Patient*innen an Tag 0 und 1 nach einem gesicherten epileptischen Anfall 

(fokale Anfälle oder generalisiert tonisch-klonische Anfälle) analysiert. Als Kontrollgruppe 

(n = 18) dienten mehrheitlich Patient*innen mit Kopfschmerzen ohne entzündliche Genese so-

wie Patient*innen vor einer Katarakt Operation. Die Analyse von Quantitäts-, Charakterisie-

rungs- und Aktivierungszustand der Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten erfolgte mit-

tels fluoreszenzmarkierter Antikörper (verwendete Marker: CD3, CD4, CD8, HLA-DR, CD32, 

CD14, CD16 und CD62-L). Zusätzlich wurden die Werte mit bereits publizierten Daten von 

Patient*innen nach einem Mediainfarkt, die nach demselben Protokoll untersucht wurden, ver-

glichen. Die Auswertung der Facs-Rohdaten erfolgte mittels der Flow-Jo10-Software. Als sta-

tistische Tests dienten der Kruskal-Wallis-Test sowie der Dunns-Test als Post-Hoc-Test. 

(GraphPad Prism 6.0). 

Parallel zum Schlaganfall traten nach einem epileptischen Anfall eine Reduktion der Lympho-

zytenzahl, eine Monozytose, eine reduzierte monozytäre HLA-DR-Expressionsdichte sowie 

eine erhöhte Expressionsdichte des Rezeptors CD32 auf. Unterschiede in der Immunantwort 

nach Schlaganfall und epileptischem Anfall bestanden in der zeitlichen Dauer der Veränderun-

gen sowie der Zusammensetzung der Monozyten-Subpopulationen. 

Diese Studie liefert Daten zu strukturellen und molekularen Veränderungen der unmittelbaren 

Immunantwort nach einem epileptischen Anfall. Die erworbene und angeborene postiktale Im-

munreaktion ist abhängig von der Art der Anfälle. Sie scheint aber unabhängig davon zu sein, 

ob ein erstmaliger Anfall oder eine bereits diagnostizierte Epilepsie vorliegt. Lymphozyten, 

Monozyten und Granulozyten sind essentielle Elemente der humanen Immunabwehr. Gezeigte 
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Immunalterationen durch epileptische Anfälle könnten bei Patient*innen zu einer passager re-

duzierten Abwehrlage führen. Ausgehend von diesen grundlegenden Erkenntnissen können in 

Folgestudien umfassendere Zellfunktionsanalysen durchgeführt werden, um die tatsächliche 

klinische Relevanz und Folgen dieser beobachteten Immunalterationen zu prüfen.
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7 Anhang 

7.1 Verwendete Materialien 

7.1.1 Laborgeräte und Software 

Tabelle 3 Laborgeräte und Software 

Geräte und Software Bezugsquelle 

Digitalwaage  Sartorius Göttingen, Deutschland 

FACS Calibur Durchflusszytometer Flow Cytometer 

BD LSR II 

Becton Dickinson (Becton, Dickinson and Com-

pany), New Jersy, USA 

FlowJo Single cell Analysis Software Version 10 FlowJo LLC Tree Star IncAshland, Oregon 

Graph Pad Prism 6.0 Graph Pad San Diego, USA 

Pipetten Eppendorf Research plus Hamburg, Deutschland 

Vortexer VELP Scientific Usmate, Italien 

Zentrifuge Heraeus Labofuge 400R Thermo Electron Corporation, Osterode, 

Zentrifuge Megafuge 40R Heraeus 
Thermo Electron Corporation, Osterode, Deutsch-

land 
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7.1.2 Verbrauchsmaterialien  

Tabelle 4 Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Bezugsquelle 

Butterfly  BloodCollection Set BD Vacutainer Becton Dickinson New Jersy, USA 

Desinfektionsmittel AHD 2000 Lysoform Dr. Hans Rosemann, Deutschland 

EDTA, Serum Heparin BD Vacutainer Vacuum Blood 

Collection Tubes 
BD-Plymouth, UK 

Flow Cytometry Röhre 5ml, 75*12mm Sarstedt AG&Co.KG Nümbrecht, Deutschland 

Handschuhe Kimberly-Clark, Dallas, USA 

Labor- und Hygienetuch ZVG, Troisdorf,Deutschland 

One Use Holder BD Vacutainer Becton Dickinson New Jersy, USA 

Parafilm Pechiney Plastic Packing Menasha, USA 

Pipettenspitzen 
Eppendorf, Hamburg, Kisker Biotech, Steinfurt und 

Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Schlingenzangentupfer Fuhrmann Bövingen, Deutschland 

TransFix EDTA 3ml  Bioleague Caltag Medsystems Buckingham, UK 

Vernichtungsbeutel Sarstedt AG&Co.KG Nümbrecht, Deutschland 

7.1.3 Reagenzien und Chemikalien 

Tabelle 5 Reagenzien und Chemikalien 

Reagenz und Chemikalie Bezugsquelle 

Ethanol Chemsolute, Stuttgart, Deutschland 

Paraformaldehyd  AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Zombie NIR TM Fixable Viability Kit (DMSO) BioLegend San Diego, USA 

DMSO BioLegend San Diego, USA 
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7.1.4 Puffer und Lösungen 

Tabelle 6 Puffer und Lösungen 

Lösung / Puffer Zusammensetzung 

PBSx 10 pH=7,4 90 % A. dest.; 10 % 10x PBS 

PBSx 1 
Aqua destillatum (A. dest.); 1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 100 mM 

Na2HPO4x2H2O; 100 mM Na2HPO4x2H2O; 18 mM KH2PO4 

PFA 4 %, pH 7,5 100 ml A. dest.; 4 g PFA 

Facs-Puffer 1l PBS, FCS (2 %) 2ml 10 % NaN3 (0,02 %) 0,597 % EDTA (2mM) 

Lysis Puffer pH=7,2 
NH4CL 155mM 8,29g/l; KHCO3 10mM 1g/l; Na-EDTA 0,1mM 

0,03722g/l 

7.1.5 Antikörper 

Tabelle 7 Antikörper 

Bestellnummer Antikörper Klon Bezugsquelle 

307620 Alexa Fluor® 488 anti-human HLA-DR  L243 BioLegend London, UK 

309714 Alexa Fluor® 647 anti-human CD282 (TLR2)  TL2.1 BioLegend London, UK 

301324 Brilliant Violet 421™ anti-human CD11b  ICRF44 BioLegend London, UK 

302042 Brilliant Violet 650™ anti-human CD16 3G8 BioLegend London, UK 

303206 PE anti-human CD32  FUN-2 BioLegend London, UK 

304822 PE/Cy7 anti-human CD62L  DREG-56 BioLegend London, UK 

301824 PerCP/Cy5.5 anti-human CD14  M5E2 BioLegend London, UK 

 

Tabelle 8 Antikörpergekoppelte Fluorophore 

Antikörper Fluorophor Laser  Kanal 

αHLA DR Alexa 488 Blue 488nm 100mW B530 

αCD11b BV 421 Violet 405nm 100mW V450 

αCD14 PerCP/Cy5.5 Blue 488nm 100mW B710 

αCD16 BV 650 Violet 405nm 100mW V585 

αCD62L PE/Cy7 Yellow/Green 561nm 50mW YG780 

αTLR2 Alexa 647 Red 640nm 40mW R670 

αCD32 PE Yellow/Green 561nm 50mW YG582 
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7.2 Ergebnisanhang 

7.2.1 Beschreibung der Patient*innen- und Kontrollkohorte  

Tabelle 9 Beschreibung der Patient*innen- und Kontrollkohorten   

Die Diagnosen der eingeschlossenen Kontrollgruppe waren wie folgt verteilt (Anteil an der gesamten Gruppe in %): Prämenstruelles Syn-
drom 1 (5,55 %), Spannungskopfschmerz 3 (16,33 %, Kopfschmerzen nicht näher definiert 7 (38,89 %), Fazialisparese ohne entzündliche 
Genese 2 (11,11 %), Schwindel 2 (11,11 %), Katarakt Operation 3 (26,33 %).
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7.2.2 Erworbenes Immunsystem 

 

Abbildung 15 Lymphozyten-Subpopulationen nach einem epileptischen Anfall (Zusatz) 

von links nach rechts entlang der x-Achse: Kontrolle (n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), Daten 
Tag 0 / 1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % Konfidenzintervall).                                                                                
*p < .05, **p < .01, ***p < .001.  

A: H = 9.79, p = .0441; B: H = 11.16, p = .025 : Ein anschließend durchgeführter Post-hoc Test ( Dunns Test) 
zeigte, dass sich die Patient*innen-Gruppe d 0 nach fokalem Anfall (M = 101.8/ µl, SD = 68.25) signifikant 
von der Kontrollgruppe (M = 234.1/ µl, SD = 173.3) unterschied (p = .03). C: H = 15.55, p = .0037 Ein an-
schließend durchgeführter Post-hoc Test ( Dunns Test) zeigte, dass sich die Patient*innen-Gruppe d 0 nach 
fokalem Anfall (M = 9.01, SD = 4.97, p = .027), die Patient*innen-Gruppe d 1 nach fokalem Anfall (M = 
9.85, SD = 4.87, p = .012), die Patient*innen-Gruppe d 1 nach generalisiert tonisch-klonischem Anfall (M = 
9.08, SD = 6.2, p = .025) signifikant von der Kontrollgruppe (M = 4.481, SD = 2.027) unterschied. 
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7.2.2.1 C-reaktives Protein 

Für die Beurteilung der Entzündungsreaktion wurde das C-reaktive Protein (CRP) im Blut der 

Studienpatient*innen analysiert. Der Kruskall Wallis Test zeigte, dass der CRP-Wert durch ei-

nen epileptischen Anfall beeinflusst wird H = 12.25, p = .0156 . Der anschließend durchge-

führte Post-hoc Dunns Test zeigte, dass sich die Kontrollgruppe nicht signifikant von denen an 

d 0/1 gemessenen Werten nach epileptischen Anfällen unterschied. Der Test zeigte jedoch einen 

Trend: Am d 1 nach einem fokalen epileptischen Anfall (M = 16.11, SD = 14.28, p = .059) und 

nach einem generalisiert tonisch-klonischen Anfall (M = 18.42, SD = 24.09, p = .139) wiesen 

die Patient*innen-Gruppen erhöhte CRP-Wert im Blutbild auf, verglichen zur Kontrollkohorte 

(M = 5.1, SD = 3.465) (Abbildung 16).  

 

Abbildung 16 CRP Wert in mg/l nach einem epileptischen Anfall  

y-Achse: CRP in mg/l; von links nach rechts entlang der x-Achse: Kontrolle (n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler 
Anfälle (n=10), Daten d 0 / 1 der Gruppe generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % 
Konfidenzintervall) *p < .05, **p < .01, ***p < .001.   
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7.2.3 Facs-Analyse der Monozyten und ihren Subpopulationen 

Nach einem epileptischen Anfall (fokaler Anfall oder GTKA) zeigten sich in den Patient*innen 

Gruppen keine signifikanten Veränderungen in den Monozyten-Subpopulationen verglichen 

zur Kontrollkohorte in den FACS Daten. Die an d 1 gemessene Monozytenzahl in der Pati-

ent*innen Gruppe nach generalisiert tonisch-klonischem Anfall (M = 6.169 %, SD = 2.282) un-

terschied sich signifikant zu der an d 1 gemessenen Monozytenzahl in der Patient*innen Gruppe 

nach fokalem epileptischem Anfall (M = 3.107 %, SD = 1.658, p = .0173). 
Kontro

lle d0 d1 d0 d1

Kontro
lle d0 d1 d0 d1

Kon
tro

lle d0 d1 d0 d1

Abbildung 17 Facs-Analyse der Monozyten und ihren Subpopulationen 

y-Achse: relative Monozytenzahl in % von der Grundgesamtheit der Events im gemessenen Gate; von links nach 
rechts entlang der x-Achse: Kontrolle (n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), Daten d 0/1 der Gruppe 
generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % Konfidenzintervall) *p < .05, **p < .01, 
***p < .001. A: H = 13.99, p = .0073; B: H = 4.621, p = .328 C: H = 1.574, p = .8135; D: H = 5.353, p = .253. 
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7.2.4 Facs-Analyse der Granulozyten und ihren Subpopulationen 

Nach einem epileptischen Anfall (fokaler Anfall oder GTKA) zeigten sich in den Patient*in-

nen Gruppen keine signifikanten Veränderungen in den Granulozyten-Subpopulationen ver-

glichen zur Kontrollkohorte in den FACS Daten. Die an d 0 gemessene Granulozytenzahl in 

der Patient*innen Gruppe nach generalisiert tonisch-klonischem Anfall (M = 61.05 %, 

SD = 24.01) unterschied sich signifikant zu der an d 0 gemessenen Granulozytenzahl in der 

Patient*innen Gruppe nach fokalem epileptischem Anfall (M = 31.06 %, SD = 26.46, 

p = .00324). 

Abbildung 18 Facs-Analyse der Granulozyten und ihren Subpopulationen 

y-Achse: relative Monozytenzahl in % von der Grundgesamtheit der Events im gemessenen Gate; von links nach 
rechts entlang der x-Achse: Kontrolle (n=18), d 0/1 der Gruppe fokaler Anfälle (n=10), Daten d 0/1 der Gruppe 
generalisiert tonisch-klonischer Anfälle (n=21) (Mittelwert ± 95 % Konfidenzintervall) *p < .05, **p < .01, 
***p < .001. A: H = 13.1, p = .0108; B: H = 1.465, p = .8328 C: H = 3.779, p = .4368; 
D: H = 3.478, p = .4812. 
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7.3 Färbeprotokoll für die Differenzierung und Charakterisie-
rung von Monozyten- und Granulozyten-Subpopulationen 

Die Blutproben wurden innerhalb eines Zeitraumes von maximal 2 Stunden nach Blutentnahme 

verarbeitet. Zur Probenverarbeitung wurden je 200 µl EDTA Blut (Ethylendiamintetraessig-

säure) in ein Facs-Röhrchen abgefüllt. Im Anschluss erfolgte die Erythrozyten-Lyse. Die Lyse 

(pH = 7,2) wurde zuvor in einem 5:1 Verhältnis mit einfach destilliertem Wasser (A. dest.) 

verdünnt. Nach Zugabe von je 2 ml Lyse in die Facs-Röhrchen erfolgte, nach vorsichtigem 

Vortexen (Mischgerät) (VELP Scientific Usmate, Italien), eine 5 min Inkubation abgedunkelt 

bei Raumtemperatur. Anschließend wurde die Probe bei 300 g für 5 min bei 10 °C zentrifugiert 

(Megafuge 40 R Heraeus, Thermo Electron Corporation, Osterode, Deutschland). 

Nach der Zentrifugation folgte die Abnahme des Überstandes des Facs-Röhrchens. Monozyten 

und Granulozyten haben sich während der Zentrifugation am Grund des Facs-Röhrchens in 

Form eines Zellpellets abgesetzt. Nach Resuspension und Lösen des Pellets wurde ein Wasch-

schritt mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) vorgenommen. Eine erneute Zentrifugation 

bei 300 g für 5 min bei 10 °C schloss sich an. 

Nach der Zentrifugation folgte die Abnahme des Überstandes des Facs-Röhrchens. Zum festen 

Pellet am Röhrchenboden wurde 1,5 µl Zombi Farbstoff (Tot-Lebend Farbstoff) hinzugegeben 

und mittels Resuspendieren vermengt. Die Probe inkubierte anschließend abgedunkelt auf Eis 

für 15 min. 

Nach der Inkubation wurden je 2,5 µl der entsprechenden Antikörper hinzu pipettiert und mit-

tels Resuspendieren vermengt. Die Probe inkubierte anschließend abgedunkelt auf Eis für 15 

min. 

Nach der Inkubation folgten zwei Waschschritte mit je 2 ml Facs-Puffer und anschließender 

Zentrifugation bei 300 g für 5 min bei 10 °C.  

Das Färbeprotokoll ist mit der letzten Zentrifugation nach dem zweiten Waschschritt beendet. 

Nach dem Abgießen des Überstandes des letzten Waschschrittes wurden nochmals 150 µl Facs- 

Puffer hinzugefügt und das Pellet resuspendiert. Wurden die Proben nicht direkt (in einem 2 h 

Fenster nach Versuchsbeendigung) am Facs gemessen, wurden zusätzlich 50 µl PFA (Perflu-

oralkoxy-Polymere) zur Fixierung der Probe hinzugefügt, um eine Aktivierungsveränderung 

der Monozyten und Granulozyten zu vermeiden.   
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Experiment Monozyten/Neutrophile Quantifizierung Differenzierung Charakterisierung 

Alexa Fluor® 488 anti-human HLA-DR   2,5 µl  
Alexa Fluor® 647 anti-human TLR2    2,5 µl 
Brilliant Violet 421™ anti-human CD11b   2,5 µl 
Brilliant Violet 650™ anti-human CD16   2,5 µl 
PE anti-human CD32      2,5 µl    
PE/Cy7 anti-human CD62L     2,5 µl  
PerCP/Cy5.5 anti-human CD14    2,5 µl 
Zombie NIR™ Fixable Viability Kit dilute in 100 µl DMSO;  1 µl  
 
ACK /Lyse Puffer:   
155 mM NH4Cl 4,01 g, 10 mM KHCO3 0,5 g; 0,1 mM EDTA 0,013 g; pH: 7,2  in 500 ml Aq. dest.                                        
               
  Bead- Röhrchen: 100 µl FACS u. BD CompBeads (schüttl.) je  

 1Tropf.  
  

1. Alexa Fluor® 488 anti-human HLA-DR   1 µl 
    1. Alexa Fluor® 647 anti-human TLR2    1 µl 

     1. Brilliant Violet 421™ anti-human CD11b   1 µl 
    1. Brilliant Violet 650™ anti-human CD16   1 µl 
    1. PE anti-human CD32      1 µl  
                                   1. PE/Cy7 anti-human CD62L      1 µl 

1. PerCP/Cy5.5 anti-human CD14    1 µl 
 
FMO Alexa 488 (w/o Alexa Fluor® 488 HLA-DR)                  
FMO PE (w/o PE CD32) 
FMO Cy7 (w/o PE/Cy7 CD62L) 
FMO Alexa 647 (w/o Alexa 647 TLR2) 
FMO BV 421 (w/o BV 421 CD11b)   + Zombi 
FMO BV 650 (w/o BV 650 CD16) 
Death cells  
1 x Stained       
1 x Unstained 
 
Procedere:  
    0. Put out Lyse, check centrifuge 

1. 200 µl blood 
2. Dilute Lyse Buffer 4:1 in ddH2O before use, for Zombie 1:1 
3. Lyse 2 ml, vortex      
4. Incubation 5 min (dark) 
5. Centrifuge 300 x g for 5 min at a temperature of 10 °C 
6. Discard supernatant  
7. Wash 1 x with PBS Buffer 2ml, vortex à Centrifuge 300 x g for 5 min, discard supernatant 
8. Ad 1,5 µl of Zombie NIR™ Fixable Viability, vortex 
9. Incubate the cells in ice, for 15 minutes 
10. Add antibody with optimum concentration, Incubate for 10 min (in ice) 
11. Add 2 ml FACS Buffer, vortex 
12. Centrifuge 300 x g for 5 min, discard supernatant  
13. Add 2 ml FACS Buffer, vortex à Centrifuge 300 x g for 5 min, disc. supernatant  
14. Resuspend in 150µl FACS buffer and 50µl PFA 4% 
15. FACS measurement  
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7.3.1 Gatingstrategie 

Allgemeine Hinweise zum FMO 
(fluorescence minus one) Gating: 

 Y: SSC-A   X: jeweilige Farbe 
 Anzeigemodus: „Pseudocolor smooth 

with Outliers” 
 Das Gate wird grundsätzlich rechts 

der letzten eindeutigen Population ge-
legt, nahe an die Populationsgrenze. 

 Als Kontrolle nach der Gatesetzung 
Vergleiche dazu den Anzeigemodus 
„Pseudocolor-DotPlot“ –offensichtli-
che Populationen (eindeutige Popula-
tionswolken) sollten innerhalb des 
Gates liegen - entsprechend korrigie-
ren 

 

              

                

Living Cell Gating 

 Y: SSC-A   X: Zombi 
 Rechteckiges Gate vom linken Rand 

bis nahe hinter die Granulozyten und 
Monozyten ziehen 

 Anzeigemodus: „Pseudocolor-Smooth 
with Outliers“ 
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Leukozyten Population 

 Y: SSC-A   X: CD14 
 Anzeigemodus: „Pseudocolor smooth 

with Outliers“ 
 Gateform: Polygon 
 Monozyten- und Lymphozytenpopu-

lation werden gemeinsam umrandet 
 Granulozytenpopulation wird einzeln 

umrandet 

       

Monozyten und Lymphozyten 

 Y: CD16 X: CD14 
 Anzeigemodus: „Contur“ 
 Die CD16+ Grenze wird als recht-

eckiges Gate in die Taille der Lym-
phozyten am linken Rand gelegt  
dieses Gate wird später über 
Copy/Paste zur Differenzierung der 
Monozyten-Subpopulationen  genutzt 

       

Monozyten und Lymphozyten 

 Y: CD16 X: CD14 
 Anzeigemodus: „Pseudocolor smooth 

with Outliers“ 
 Monozytenpopulation wird als Gan-

zes mit einem Polygon gegated 
 Grenze zwischen CD14dim und CD14 

im Tal links des „Zipfels“ 
 Statistik: „Frequency of Grandparent“ 

für Monozyten definieren 
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Monozyten-Subpopulationen 

 Y: CD16   X:CD14 
 Anzeigemodus: „Pseudocolor smooth with outliers“ 
 CD16+ Gate vom Monozyten- und Lymphozytengate 
 CD14+ CD16- Gate: wird als Rechteck unterhalb der CD16+ Grenze gesetzt, die 

linke und rechte Grenze wird jeweils nahe an die Populationswolke gelegt 
 CD14+ CD16+ Gate wird als Rechteck in Verlängerung des CD14+ CD16- Gates 

nach oben gelegt 
 CD14dim CD16+ Gate wird als Rechteck um die „Nase“ links der CD14+ CD16+ 

Population gelegt 
 Kontrolle im Ansichtsmodus: Pseudocolor DotPlot 
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Granulozyten-Subpopulationen 

 Y: CD62L   X: CD16 
 Ansichtsmodus: „Pseudocolor smooth with Outliers“ 
 CD16+ Gate aus der FMO CD16-BV650  
 CD62L+ Gate aus der FMO CD62L-PerCP-Cy 7 
 Die einzelnen Gates werden analog zu den Monozyten gelegt 
 CD16+CD62L+ Gate: ausgehend von der CD62L+ Grenze als Rechteck nach oben 
 CD16+CD62L- Gate: in Verlängerung zu CD16+CD62L+ nach unten gelegt 
 CD16dimCD62L+ Gate: wird als Rechteck um die „Nase“ links der 

CD16+CD62L+ Population gelegt  die Lage des Gates in der Vertikalen wird 
über den Schnittpunkt der „Nase“ mit der linken Grenze der CD16+CD62L+ Popu-
lation bestimmt 

 Kontrolle im Ansichtsmodus: Pseudocolor DotPlot 

 
 

Zweites Beispiel mit eindeutigerer „Nase“ 

 Das Gate für die Cd16dimCD62L+ 
Population beginnt am Schnittpunkt 
der Nase mit der linken Grenze von 
der CD16+CD62L+ Population 
(orangener Pfeil). 

 Man sieht auch, dass an der 
CD16+CD62L- Population die linke 
Grenze etwas weiter gefasst wurde, 
um die gesamte CD62L Subpopula-
tion zu erfassen. 

 Die roten Pfeile zeigen auf gute Bei-
spiele, an denen dicht gelagerte Out-
lier in das Gate eingeschlossen wur-
den, da sie als zu der Population ge-
hörig zu werten sind. 
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