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1 Einleitung

1.1 Rasmussen Enzephalitis

Die heute als Rasmussen Enzephalitis bekannte Erkrankung wurde schon
vor uber 50 Jahre zum ersten Mal von dem Montrealer Neurochirurgen Theo-
dore Rasmussen beschrieben (Rassmusen et al 1958). Es handelt sich um
eine seltene (jahrliche Inzidenz von ca.1:500.000) chronische progrediente
Epilepsieerkrankung, die Uberwiegend, aber nicht ausschlieBlich, im Kindes-
alter auftritt. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen sechs bis sieben Jahren.
Uber 12-jahrige Patienten machen ca. 10-15% aller an Rasmussen Enzepha-
litis Erkrankten aus. In der Mehrzahl dieser Falle ist der Verlauf langsamer
und scheint weniger schwer zu sein, als bei Kindern (Gray et al 1987, Hart et
al 1997).

Die Klinik ist durch das Auftreten einer Epilepsia partialis continua und ande-
rer Formen fokaler, aber auch generalisierter tonisch-klonischer pharmakore-
sistenter Anfalle gekennzeichnet. Die Ursache dieser Erkrankung ist noch
immer unklar. Die Serumuntersuchung auf Autoantikérper gegen die Glut-
amatrezeptoruntereinheit 3 (GluR3-Ak), vorgeschlagen in der Mitte der 1990-
er Jahre (Rogers et al. 1994), kann nicht mehr als diagnostisch aussagekraf-
tig angesehen werden. Die GluR3-Antikoérper sind weder spezifisch fur die
Krankheit, noch stellen sie ein sensitives Diagnoseinstrument dar (Mantegaz-
za et al 2002) .

Nach einer 2009 verdffentlichten Untersuchung (Schwab et al. 2009) entsteht
die Erkrankung durch einen gezielten Angriff des Immunsystems auf bislang
unbekannte Strukturen im Gehirn. Dabei scheinen zytotoxische CD8-positive
T-Zellklone Nervenzellen und Astrozyten anzugreifen. Unklar ist derzeit, ob es
sich bei den auslésenden Strukturen um solche handelt, die zum eigenen
Korper gehdren oder auch moglicherweise Bestandteile bislang unbekannter
Viren sind (Schwab et al 2009). Die Diagnose kann im Frihstadium der Er-
krankung, wenn das MRT unaufféllig ist, schwierig sein. Die ersten MRT-
Veranderungen bestehen aus einer T2-Signal-Erhéhung im Mark, das an den



Kortex grenzt. Die Atrophie, haufig beginnend in der Insel und im Frontallap-
pen, tritt erst im Verlauf, oft nach mehreren Jahren, auf. Zu beachten ist auch,
dass der Liquor abnorm sein kann (Protheinerhbhung und erhdhte Zahl von
Lymphozyten), ein normaler Liquorbefund eine Rasmussen-Enzephalitis aber
nicht ausschlieBt (Oguni et al. 1991).

Da ein durch Antikorper und/oder durch zytotoxische T-Lymphozyten gesteu-
erter Autoimmunprozess als Pathogenese dieser chronischen Enzephalitis
vermutet wird, kommen immunmodulierenden Therapien mit Steroiden, Im-
munglobulinen, Zytostatika und Tacrolinums (Immunsupresivum verabreicht
in Kapselform) groBe Bedeutung zu (Bien und Elger 2003). Die frihe Hemi-
spharektomie ist bei Kindern, die bereits hemiparetisch sind, eine Hemianop-
sie und keine Sprachfunktion in der erkrankten Hemisphéare haben, Therapie
der Wahl und fuhrt in den meisten Fallen zu einer Anfallsfreiheit (Oguni et al.
1992).

1.2 Die Limbische Enzephalitis

Die limbische Enzephalitis (LE) wurde in den 1960er Jahren von Brierley
und Kollegen in klinisch-neuropathologischen Fallserien bei sechs erwachse-
nen Patienten beschrieben, die unter einer progredienten neurologischen Er-
krankung litten (Brierley et al., 1960). 1968 beschrieben Brierley, Corsellis
und Mitarbeiter sechs Patienten, zwischen 50 und 80 Jahren alt. Sie verstar-
ben nach einem bis zu zweijdhrigen Krankheitsverlauf. Die Erkrankung war
gekennzeichnet durch eine schwerere Beeintrachtigung des episodischen
Gedachtnisses, Verwirrtheit, Halluzinationen, Bewegungs- und Verhaltenssto-
rungen (Corsellis et al., 1968). Urspriinglich galt LE als ausschlieBlich para-
neoplastische Erkrankung. Bei vier der sechs Patienten von Brierley und Cor-
sellis wurden bei der Autopsie Tumore gefunden, davon drei Lungentumore.
LE kann aber auch mit anderen Malignomen einhergehen, wie z.B. Thymom,
Hodenkarzinom, Mammakarzinom und Lymphomen (Voltz et al., 2002).



Diese héaufige Assoziation der limbischen Enzephalitis mit Karzinomen
fuhrte zu dem erweiterten Begriff ,paraneoplastische limbische Enzephalitis”
(PLE).

Allerdings werden seit einiger Zeit auch erwachsene Patienten beschrie-
ben, die ohne Tumorerkrankung Symptome entwickeln, die von einer PLE
nicht zu unterscheiden sind und bei denen histologisch nach epilepsiechirur-
gischem Eingriff oder diagnostischer Hirnbiopsie eine chronische lympho-
zytar-mikronodulare Enzephalitis nachgewissen wurde (Bien et al., 2000; Bi-
en, 2008). Charakteristisch flr diese nicht-paraneoplastische LE ist das Auf-
treten von Serum-Antikbrpern gegen spannungsabhéngige Kaliumkanale
(Voltage Gated K Channels, VGKC)(Vincent et al., 2004).

Im Gegensatz zu der paraneoplastischer LE ist die LE kombiniert mit
VGKC-AK nach einer immunsupressiven Behandlung potentiell reversibel
(Vincent et al., 2004). In anderen Fallen verschwanden die Symptome sogar
spontan.

Buckley und Kollegen zeigten eine starke Bindung der AntikOrper zum
Hippocampus (Buckley et al., 2001) und bezeichneten den Hippocampus als
das Hauptzentrum dieser AntikOrperaktivitat.

Im Gegensatz zu den paraneoplastischen Antikdrpern, deren Antigene int-
razellular lokalisiert sind, sind die VGKC-Kanéle als Antigene in der Plas-
mamembran vorhanden. Sie sind Schllsseldeterminanten in der Regulierung
neuronaler Erregbarkeit (Hille, B., 1992). Veranderungen in menschlichen
VGCK-Gen (Kv 1.1) sind oft mit schweren neurologischen Stérungen verbun-
den (Zuberi et al., 2004). Eine &hnliche pathogene Wirkung der VGKC-AK
findet man bei Patienten mit peripherer Nervenubererregbarkeit (APNH) und
Morvan's-Syndrom. Bei einem Versuchstier, welches Patientenplasma mit
VGCK-AK injiziert bekommen hat, konnte APNH ausgeldst werden (Shillito et
al., 1995). Patch-Clamp-Studien (Nagado et al., 1999) zeigten, dass APNH-
IgGs die Zahl der funktionellen VGKCs reduzieren, ohne die Kanal- funktion
oder ihre Kinetik zu beeinflussen.



1.3 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist gegen mikrobielle Erreger und genetisch veranderte
kdrpereigene Zellen gerichtet. Ein Teil der Immunitat ist von Geburt an vor-
handen und besteht zeitlebens; die so genannte angeborene Immunitat, ein
anderer Teil wird erst im Laufe des Lebens durch die Auseinandersetzung mit
Antigenen erworben (adaptive Immunitét). B- und T-Lymphozyten gehéren
zum adaptiven Immunsystem. B-Lymphozyten produzieren nach ihrer Diffe-
renzierung zu Plasmazellen Antikorper. Die zellvermittelte adaptive Immun-
antwort wird vom T-Lymphozyten getragen, die im direkten Zell-Zell-Kontakt
infizierte Zellen spezifisch erkennen und zerstdren.

Die lymphatischen Organe bieten den Lymphozyten eine optimale Umge-
bung fur ihre Reifung und Spezialisierung. In den primaren lymphatischen
Organen (Knochenmark und Thymus) findet die Lymphozytopoese statt. Die
sekundaren lymphatischen Organe (Milz, Lymphknoten, Tonsillen und
Lymphfollikel der Schleimhdute) werden von den in Knochenmark und Thy-
mus gebildeten Lymphozyten besiedelt. Sie dienen dem Kontakt zwischen
den verschiedenen Lymphozytenpopulationen und den Phagozyten, die Anti-
gene prasentieren und damit eine weitere Reifung der Lymphozyten bewir-
ken.

Das Gehirn ist ein ,immunpriviligiertes“ Organ. Es besitzt kein lymphati-
sches System. Die Blut-Hirnschranke wird von den, die BlutgefaBe umschlie-
Benden Endothelzellen gebildet. Durch Tight junctions bilden sie eine Barriere
fur gr6Bere Molekile, Proteine und Immunzellen. AuBerdem werden fast kei-
ne MHC Molekule exprimiert (Wekerle, 2002), sie scheinen aber durch proin-
flammatorische Mediatoren (z.B. IFN-y) in bestimmten Zellen induzierbar zu
sein (Neumann et al., 1995, 1996). Die Voraussetzung fir eine Entziindung
des Gehirns ist die Offnung der Blut-Hirn-Schranke, wodurch sie neben Im-
munzellen auch fur Antikérper durchlassig wird (Filippi et al, 1996, Archelos et
al, 1999). Expression von Integrinen wie intercellular adhesion molecule (I-
CAM) und vascular cell adhesion molecule (VCAM) auf Endothelzellen kann
aktivierte Lymphozyten durch Interaktion mit lymphocyte function-associated
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antigen-1 (LFA-1) bzw. very late antigen 4 (VLA-4) festhalten (rolling) und ei-
ne Diapedese ermdglichen (Wingerchuk et al.,2001).

Die Kommunikation zwischen Gehirn und Immunsystem erfolgt bidirektio-
nal. So basiert die Gehirn-Immunsystem-Kommunikation auf einem Fluss von
afferenten Signalen vom Immunsystem zum Gehirn, der u.a. durch Zytokine
ubermittelt wird, die dann efferente immunregulatorische und neuroendokrine
Antworten auslésen (Besedovsky HO, del Rey A, 1996).

Zytokine konnen auch uber selektive Transportmechanismen die Blut-
Hirn-Schranke passieren und so in das Gehirn gelangen (Banks et al., 1996).
Ein weiterer Weg ist die durch Zytokine vermittelte Induktion von Intermediar-
produkten (z.B. Prostaglandine durch IL-1) an der Blut-Hirn-Schranke, die
dann in der Lage sind die Blut-Hirn-Schranke zu passieren und Effekte am
Zielort hervorzurufen (de Vries et al., 1995). Dartber hinaus wird angenom-
men, dass Zytokine der Peripherie afferente Signale indirekt Gber neuronale
Wege ins Gehirn leiten. Das geschieht Uber die Stimulation sensibler Anteile
des Nervus vagus, Uber abdominale Paraganglien oder andere abdominelle
Fasern in Nachbarschaft Zytokin-produzierender Zellen (del Rey et al., 2007).
Auch wenn es Zytokinen kaum mdglich ist aus der Peripherie direkt ins Ge-
hirn zu gelangen, so kénnen sie im Gehirn selbst produziert werden und spie-
len dort eine wichtige immunregulatorische, physiologische und neuromodu-
latorische Rolle. Zusammengefasst gibt es eine bidirektionale Kommunikation
zwischen dem Gehirn und dem Immunsystem, die initial entweder durch Sti-
mulisation des Immunsystems oder durch Stimulisation des Gehirns (psycho-
logische) induziert werden kann.

An dieser Stelle stellt sich die Frage, welchen Einfluss Immunstimuli auf
ZNS-Zytokine und zentrale monaminerge Neurotransmitter haben und welche
Rolle. Veranderungen dieser zentralen Moleklle flr eine periphere Entzin-
dung spielen. Allerdings gibt es nur sehr wenige Studien, die zentrale Im-
munmediatoren und Neurotransmitter wahrend chronischer Krankheiten un-
tersucht haben. Es konnte gezeigt werden, dass nach kurzfristiger peripherer
Immunstimulation nicht nur zentrale neuronale Strukturen stimuliert, sondern



auch Zytokine in verschiedenen Hirnregionen verstarkt exprimiert werden
(Maier, 2003). Eine ganze Reihe dieser so genannten ,brain-borne* Zytokine,
darunter IL- 13, IL-6, IFN-y und TNF, werden in geringen Mengen konstitutiv
im Gehirn exprimiert und Nervenzellen exprimieren sowohl unter normalen
Bedingungen als auch nach Stimulation Rezeptoren oder die mRNA fir viele
dieser Zytokine. Dabei sind Astrozyten, Mikrogliazellen und bestimmte Neu-
ronen in der Lage Zytokine zu produzieren (del Rey et al., 2007). Es wurde
gezeigt, dass eine intraperitoneale (i.p.) Injektion von Lipopolysacchariden
(LPS) in geringen Dosen, die die Blut-Hirn-Schranke nicht Gberwinden kén-
nen, zu einem starken Anstieg der Expression von IL-1f3, IL-6, IFN-y und TNF
im Gehirn fuhrt (Pitossi et al., 1997).

Das Ausbleiben einer AbstoBungsreaktion im ZNS wurde zundchst mit
den zwei herausragenden morphologischen Besonderheiten des ZNS erklart:
Der efferente Arm des Immunsystems sollte durch die Existenz der Blut-Hirn-
Schranke und der afferente Arm durch das Fehlen klassischer lymphatischer
Drainagewege blockiert sein (Medawar 1948). Das Immunprivileg des ZNS,
definiert als Toleranz gegenutber Transplantaten (Billingham and Boswell
1953), wurde deshalb oft mit einem Status immunologischer Ignoranz gleich-
gesetzt (Bechmann, 2005).

Dass die Blut-Hirn-Schranke keine Barriere ist, um Leukozyten vom Ein-
dringen in das ZNS abzuhalten, konnte mittlerweile mehrfach dargestellt wer-
den. Unter physiologischen Bedingungen kommt es zu einer stéandigen Pat-
rouille von Lymphozyten im intakten ZNS (Hickey et al. 1991, Wekerle 1993,
Hickey 2001). Aber auch wahrend einer Entziindung erhéht sich die Anzahl
anwesender Lymphozyten stark (Qing et al. 2000). Bisher wurden drei wichti-
ge Wege erkannt, auf denen Lymphozyten vom Blut in das ZNS gelangen
kénnen (Ransohoff et al. 2003, Engelhardt and Ransohoff 2005): Uber den
Plexus choroideus in den Liquor, Uber den subarachnoidalen Raum und tber
perivaskulare Rdume. Mit Hilfe von Mauschimé&ren konnten Hickey und Ka-
mura (1988) zeigen, dass aus dem Blut stammende Monozyten in der Lage
sind, sich in perivaskularen Raumen niederzulassen. Unter physiologischen



Bedingungen zeigt sich eine langsame Erganzung residenter Mikroglia durch
aus Blut stammenden monozytéren Zellen (Lawson et al. 1992, Priller et al.
2001). Auch unter pathologischen Bedingungen kommt es zu einer Erhéhung
der Leukozytenzahl im ZNS (Soares et al. 1995, Hausmann et al. 1999).

1.3.1Immunkompetente Zellen

Mikrogliazellen sind immunkompetente Zellen im Gehirn, deren Haupt-
funktion in der Reaktion auf jegliche Form von Veréanderung im lokalen Milieu
liegt. Circa 15% der Zellen im ZNS sind Mikrogliazellen (Streit und Kincaid-
Colton, 1995). Dabei zeigten Studien zur lokalen Verteilung, dass der Anteil
von 0,5 bis 16,6% in verschiedenen Bereichen des Parenchyms variiert (Mit-
telbronn et al.,, 2001). Des Weiteren besitzen Mikrogliazellen/Makrophagen
die Fahigkeit zur Immunregulation durch Kooperation mit Lymphozyten Uber
eine Antigenprozessierung und Antigenprasentation. Mikrogliazellen und
Makrophagen greifen in alle Stadien der Neuroinflammation ein und sind
maBgeblich an der Auslésung, der Regulation, aber auch an der Suppression
der Neuroinflammation beteiligt. AuBerdem sind sie in der Lage, die notwen-
digen Heilungsprozesse im Gewebe nach einer Entziindung zu unterstitzen.

Reaktive Astrozyten, wie man sie bei MS und anderen neurodegenerati-
ven Erkrankungen findet, sind in der Lage Perforin, ein charakteristisches
Produkt cytotoxischer T-Zellen, zu exprimieren (Gasque et al., 1998). Des
Weiteren sind die Gliazellen zur Synthese von Komplementfaktoren und nach
Aktivierung auch zur Bildung von Cytokinen fahig (Gasque et al., 1993 und
1995; Morgan et al., 1996; Zhao und Schwartz, 1998). In der Tat findet man
Komplementaktivierung im Gehirn bei bestimmten entzindlichen, degenerati-
ven und traumatischen Prozessen. Als Hauptquelle der Komplementfaktoren
wurden die Astrozyten identifiziert (Levi-Strauss und Mallat, 1987;Gasque et
al., 1995; Shrikant und Benveniste, 1996). Komplementrezeptoren und Re-
gulatoren wurden hier und ebenfalls auf anderen Zellen des ZNS gefunden
(Gasque et al., 1995). Diese Befunde sprechen flr eine Aufgabe des Kom-
plementsystems und der Komplementregulatoren wie z.B. FH bei der Im-



munabwehr des ZNS, legen aber ebenso eine Beteiligung an pathologischen
entzindlichen Prozessen nahe.

1.3.2 Dendritische Zellen

Die DZ stellen eine heterogene Familie von Zellen dar, die in ihrer Ge-
samtheit ein Netzwerk von Wachterzellen des Immunsystems bilden. Sie
stammen von Leukozyten-Vorlauferzellen ab, die aus dem Knochenmark
auswandern und Uber den Blutkreislauf in periphere Gewebe gelangen (Zhou
LJ et al., 1996). Nach Lokalisation und Rezeptorexpression werden die DZ in
epitheliale (Langerhans Zellen), interstitielle, Monozyten generierte DZ
(MGDZ), CD11- negative- und CD11-positive DZ in den Reifezentren der
Lymphknoten (LK) unterteilt (Caux C et al., 2000; Randolph GJ et al., 1999,
Hausser G et al., 1997).

Des Weiteren kommen DZ in den Meningen und dem Plexus choroideus
vor. Es gelang auch der Nachweis von DZ im Liquor (Link H et al., 1999;
Pashenkov M et al., 2001), wobei diese in nur verschwindend geringer Zahl
im Liquor von gesunden Menschen, aber in erhOhter Anzahl im Liquor von
Patienten mit MS vorkamen. Ebenfalls zeigen Untersuchungen Ahnlichkeiten
der zerebelaren Mikroglia (z.B. CD11+) mit den DZ auf (Pashenkov M et al.,
2001).

1.3.3 Das Komplementsystem

Die Reaktionswege des Komplementsystems laufen in Form von bioche-
mischen Kaskaden ab, die jeweils durch unterschiedliche Aktivatoren in Gang
gesetzt werden und in eine gemeinsame Endstrecke munden.

Derzeit sind drei Wege der Komplementaktivierung bekannt: 1. der alter-
native Weg (Vollmar et al. 2005), durch den das Komplementsystem stets auf
geringem Niveau eingeschaltet ist, 2. der klassische Weg, der Antikorper-ab-
héngig ist, und 3. der Lektin-Weg, der tuber Kohlenhydratreste auf Oberfla-
chen vermittelt wird.



Im klassischen Komplementweg spaltet das durch Immunkomplexe akii-
vierte C1 die Faktoren C4 und C2. Es entsteht die C3 Konvertase des klassi-
schen Wegs. Im MBL-Aktivierungsweg wird durch analoge Spaltung von C4
und C2 eine identische C3-Konvertase gebildet. Diese Analogie ist darin be-
griundet, dass die MBL-assoziierte Serinprotease MASP-2 die gleiche Wir-
kung ausubt wie der Faktor C1 im Klassischen Aktivierungsweg. Der wesent-
liche Unterschied besteht darin, dass der MBL-Weg zu seiner Aktivierung
keine Immunkomplexe benétigt. Im alternativen Reaktionsweg wird Faktor B
von bereits vorhandenem C3b gebunden, es entsteht die C3 Konvertase des
alternativen Weges. Aktivierende Lipopolysaccharide (LPS) auf Oberflachen
vermitteln den Vorgang und aktivieren dadurch den alternativen Reaktions-
weg. Die C3 Konvertasen beider Reaktionswege binden nach Spaltung von
C3 weiteres C3b. So entstehen die C5-Konvertasen des klassischen und des
alternativen Reaktionswegs. Die beiden soeben entstandenen C5-Konverta-
sen spalten jeweils den Faktor C5, dadurch entstehen die Fragmente Cb5a
und C5b. In der gemeinsamen Endstrecke der Komplementkaskade lagern
sich nun die Faktoren C6, C7, C8 und C9-Polymere an C5b an; es entsteht
der Membranangriffskomplex, auch als MAC bezeichnet.

1.3.4 Immunglobuline

Die Immunglobuline sind Glycoproteine, die innerhalb der humoralen Im-
munabwehr bei Wirbeltieren von B-Lymphozyten als Antwort auf Fremdmole-
kile oder einen eindringenden Organismus gebildet werden (Roitt et al.
1995). Sie binden oft an das Fremdmolekul oder an die Zelle auBerordentlich
fest und aktivieren diese dadurch oder kennzeichnen sie fur den Abbau durch
Phagozyten oder Komplementinduzierte Lyse. Die Immunglobuline besitzen
also die Eigenschaft, zwischen verschiedenen Molekilen unterscheiden zu
kénnen. Dabei bezeichnet man Molekdle, die eine Immunantwort hervorrufen,
als Antigene (Alberts et al. 1995).

Ein Antigen regt meist nur eine geringe Zahl von Lymphozyten mit jeweils
passenden Rezeptoren zur Vermehrung an (Selektion). Ein Teil der Zellen



bleibt als Gedéachtniszellen flr eine beschleunigte und verstéarkte Reaktion bei
einer Zwischeninfektion mit demselben Erreger erhalten.

Die variable Region und damit die Antigenspezifitdt der Immunglobuline
einer reifen B-Zelle ist nach Ende der somatischen Rekombination weitge-
hend festgelegt durch die Auswabhl je eines V-, D-, J-Segmentes und das Ent-
fernen der Gbrigen Segmente. Nur durch die somatische Hypermutation sind
noch Veranderungen mdglich. Dagegen besitzt der reife, naive B—Lymphozyt
noch alle konstanten Regionen und kann damit theoretisch alle Immunglobu-
linklassen bilden. Die Gensegmente Ca, Cy, Cd, Ce und Cp fur die konstante
Region der schweren Kette liegen hinter dem JH-Segment. Sie kodieren je-
weils flr eine Immunglobulinklasse: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM. Es gibt vier
Segmente fur Cy (1-4) und dementsprechend auch IgG1 — IgG4 sowie zwei
Segmente fur Ca mit IgA1 und IgA2. Am 5’ Ende jedes Segments findet sich
eine regulatorische DNA-Sequenz (Schalterstelle), die eine Rolle beim Klas-
senwechsel spielt. Am 3’ Ende liegt je ein Exon fur die membranstandige und
die sezernierte Form des Immunglobulins (Cooper 1987). Vor Antigenkontakt
werden jedoch nur die Cp- und C&-Gene transkribiert. Der reife, naive B-
Lymphozyt exprimiert zunéachst gleichzeitig IgM und IgD auf seiner Oberfla-
che. Fiur IgM wird das Cu-Segment alleine transkribiert, fur IgD das Cu- und
Cod-Segment zusammen; danach wird das Cp-Segment beim SpleiBen ent-
fernt (Han et al. 2004; Blom et al. 2006; Geisberger et al. 2006).

Erst nach Antigenkontakt ist ein Klassenwechsel moglich. Dabei wird die
variable Region des Immunglobulins durch Ausstilpungen zwischen den
Schalterstellen mit einer anderen konstanten Region verbunden. Aus der
ausgestulpten DNA entsteht ein zirkulares Fragment, das dann abgebaut wird
(Maizels 2005). Damit ist die Immunglobulinklasse fir den B-Lymphozyten
endgultig festgelegt. Er kann sich zur Plasmazelle entwickeln und den ent-
sprechenden Antikorper sezernieren. Durch Zytokine werden die Transkripti-
on der konstanten Region und damit das Immunglobulinmuster geandert.
Normalerweise ist IgG2 das haufigste Immunglobulin im Blut. Nach Einfluss
von z.B. IL-4 wird in den stimulierten Zellen entweder 1IgG4 beim Menschen

10



(IgG1 bei der Maus) oder IgE gebildet (Jumper et al. 1994). Jede Immunglo-
bulinklasse hat ihre eigene Abwehrfunktion und ihren bevorzugten Wirkungs-
ort.

1.3.4.1 Immunglobulin G (IgG)

Der bekannteste Vertreter aus der Familie der Immunglobuline ist das
Immunglobulin G (IgG) mit einem Molekulargewicht von ca. 150 000 g/mol
(Abb.1).

Die Immunglobuline der Gruppe G umfassen vier Subklassen, die als I1gG
1, IgG 2, 1IgG 3 und IgG 4 bezeichnet werden. Sie zeigen eine &hnliche Prote-
instruktur, sind jedoch durch unterschiedliche Gene kodiert. Dadurch ergeben
sich unterschiedliche Effekte bei der Komplementbindung, Placentapassage
und Fc-Rezeptor-Bindung. Die Bildung von IgG- Subklassen beruht auf ei-
nem Wechsel des Isotyps, der unter der Einwirkung von Cytokinen und der
Expression der CD 40 — Liganden auf einer T- Helferzelle stattfindet (Jane-
way, 2009).

Antigen-bindende

Domanen
) /%Lechm Kette

(6{6]0) | COO

Effektordomanen <
L‘J————— Schwere Kette

Abb 1 Schematische Darstellung eines IgG Molekiils (nach Lodish et al. 1996,).

H3N
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Ein IgG-Molekil besteht aus zwei identischen leichten Ketten (L- Ketten)
mit ca. 220 Aminosaurenresten und zwei identischen schweren (H-Ketten)
Polypeptidketten mit ca. 450 bis 600 Aminosé&uren, die durch Disulfidbricken
kovalent und Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen miteinander verknupft
sind (Lodish et al. 1996). An die H-Ketten ist jeweils eine Kohlenhydratkette
kovalent gebunden. Die typische Y-Form des Molekuls kommt durch einen
,Knick® in der Mitte der schweren Kette zustande. Die Stelle des Antikérpers,
an welcher das Antigen gebunden wird, heiBt Paratop und ist komplementar
zur antigenen Determinanten (Epitop) auf der Oberflache des Antigens (Ja-
neway & Travers 2009). Ein lgG-Molekil besitzt zwei identische Paratope (bi-
valent), wobei ein Antigen ein (monovalent), mehrere (multivalent) gleiche
oder auch mehrere unterschiedliche Epitope besitzen kann. Die Paratope
werden von variablen Doméanen (V) am N-terminalen Ende der L- und der H-
Ketten gebildet. In jeder V-Region gibt es drei Bereiche mit hypervariabler
Aminosauresequenz, die als ,complementary determining regions® (CDR) be-
zeichnet werden. Jede dieser sechs CDRs besteht aus ca. 50 Aminosé&uren.

1.4 Autoantikorper

Im menschlichen Blut finden sich stédndig Bruchstiicke von abgestorbenen
oder nicht mehr funktionstiichtigen Zellen. Normalerweise werden sie vom
Immunsystem als kérpereigene Stoffe erkannt und aus dem Blutkreislauf ent-
fernt. Anders als bei fremden, eingedrungenen bakteriellen oder viralen Erre-
gern werden sie toleriert und I6sen keine Immunreaktion aus.

Aus bisher unbekannter Ursache kdnnen kérpereigene Stoffe (Zellreste,
Bruchstlcke) aber trotzdem Ausldser fir eine Immunreaktion sein. Man be-
zeichnet sie als Autoantigene. Sie werden vom Immunsystem behandelt wie
fremde Erreger, und es werden AntikGrper gegen sie gebildet.

Unser Immunsystem benutzt hierfir die gleichen Mechanismen wie fir die
ubliche AntikOrperproduktion. B-Zellen, T-Zellen und Makrophagen nehmen
die Autoantigene auf und treten miteinander in Kontakt. Uber direkte Zell-Zell-
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Kontakte und freigesetzte Botenstoffe wird die B-Zelle dann zur Produktion
von Autoantikorpern angeregt. Im Fall der Autoimmunreaktion werden Auto-
antikbrper gegen Bestandteile der Zellwand abgestorbener Zellen, gegen
DNA-Fragmente oder gegen kérpereigene Proteine gebildet.

An bestimmten Stellen des Kérpers transplantierte Gewebe l6sen keine
Immunreaktionnen aus. Solche immunologisch priviligierten Regionen sind
zum Beispiel die vordere Augenkammer, der Hoden oder das Gehirn (Alison J
et al., 1997). Urspringlich glaubte man, diese Sonderstellung resultiere da-
raus, dass Antigene den betreffenden Bereich nicht verlassen und somit
keine Antworten induzieren kénnen. Spatere Untersuchungen zeigten, dass
Antigene sehr wohl aus immunologisch priviligierten Regionen hinausgelan-
gen und auch mit T-Zellen interagieren, aber statt eine zertérende Immun-
antwort auszul6sen, induzierten sie eine Toleranz oder eine Reaktion, die das
Gewebe nicht schadigt (Streilien JW 1997).

Immunologisch priviligierte Regionen sind in dreierlei Hinsicht ungewohn-
lich. Erstens verlauft die Kommunikation zwischen ihnen und dem Rest des
Kbrpers atypisch, da die extrazellulare Flussigkeit in diesen Regionen nicht
durch konventionelle Lymphbahnen flieBt. Dennoch kénnen an priviligierten
Stellen vorhandene Proteine diese Regionen verlassen und immunologische
Wirkungen entfalten. Zweitens werden l6sliche Faktoren, wahrscheinlich Cy-
tokine, die den Verlauf einer Immunantwort beeinflussen, in den priviligierten
Regionen gebildet und verlassen diese zusammen mit Antigenen. Drittens
steht wahrscheinlich durch die Expression des Fas-Liganden in den Gewe-
ben der immunologisch priviligierten Regionen ein weiterer Schutzmechanis-
mus zur Verfigung, da Fas-tragende Lymphozyten abgetbtet werden wenn
sie in diese Bereiche eindringen. Dieser letzte Schutzmechanismus ist noch
nicht vollstandich entschisselt, da offensichtlich unter bestimmten Bedingun-
gen die Expression des Fas-Liganden im Gewebe eine Entziindungsreaktion
durch neutrophile Zellen hervorruft (Janeway 2009).
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1.4.1 Nachweismethoden von Autoantikérper

Der Nachweis von Autoantikdrpern im Blut ist fur die Diagnose einer Auto-
immunerkrankung oft entscheidend. Mit Hilfe von indirekten Immunfluores-
zenztests (lIF) auf Gewebsschnitten oder fixierten Zellen kann eine groB3e
Vielfalt unterschiedlichster Autoantikdrper erfasst werden. Daneben kommen
immer haufiger Immunoassays (RIAs und ELISAs etc.) zum Einsatz, mit de-
nen sich gezielt Antikbrper gegen definierte Antigene nachweisen lassen
(Vincent et al. 2004).

1.5 Spannungsgesteuerte Kaliumkanéle

Spannungsabhéngige Kalium-Kanéle (Kv-Kanéle) bilden die lonenkanal-
gruppe mit den meisten bekannten Vertretern. Erstmalig phanotypisch postu-
liert wurden sie im Riesenaxon des Tintenfischs (Hodgkin und Huxley, 1952),
die erste Klonierung eines Kv-Gens hingegen gelang 1987 aus der Drosophi-
la Mutante Shaker (Tempel et al., 1987). Heute sind Uber 40 verschiedene
Gene fur Kv-Kanéale bekannt. Diese Gene werden in vier Subfamilien unter-
gliedert, entsprechend sechs Drosophila-Genen flr spannungssensitive Kali-
um-Kanale. Untereinander stimmen die Proteine in ca. 40 % ihrer Aminosau-
rensequenz Uberein. Die Sdugergene sind den homologen genen von Droso-
phila melanogaster zugeordnet worden ( Aidley and Stanfield, 1996):

1) Shaker: Kv1.1- Kv 1.7

(1)

(2) Shab: Kv 2.1- Kv 2.2
(3) Shaw: Kv 3.1- Kv 3.4
(4)Shal: Kv 4.1- Kv 4.3

1.5.1 Struktur und Funktionsmechanismus

K+-Kanale 6ffnen sich durch eine Anderung des Membranpotentials (Ak-
tivierungsschwelle bei ca. -40 mV).
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Die spannungsgesteuerte Kaliumkanéle setzen sich aus vier Untereinhei-
ten (alpha-Untereinheiten) die jedoch nicht, wie bei anderen oligomeren
Membranproteinen, Uber kovalente Bindungen gekoppelt sind. Die Zusam-
mensetzung der alpha-Untereinheiten zu Tetrameren wird von der T1-Doméa-
ne, einem zwischen N-Terminus und S1-Segment im Zytoplasma lokalisierten
Abschnitt der Polypeptidkette,determiniert.

Die T1-Doméne bestimmen sowohl die Bildung der Tetrameren als auch
die Zusammensetzung im Falle von Heteromultimeren (Aidley and Stanfield,
1996, Sheng et al., 1997). Die alpha-Untereinheit der spannungsabhangigen
Kv-Kanéle besteht aus sechs helikalen Transmembrandomanen (1-6) mit int-
razellularen Carboxyl (C-) und Amino (N-) Termini und besitzt eine Porendo-
mane zwischen 5 und 6 (1-6, bzw. S1-S6), (Abb. 2).

Q,

o-Untereinheit
W aullen
— + rhs j—
+
12 3 4 5 6
+
I O

\/ (/? &_’ innen
‘ T : COOH
NH
(%0 @

B-Untereinheit

Abb. 2 Strukturelle Elemente der Spanungsgesteuerte Kaliumkanale: N-Terminus als Inaktivierungsein-
heit; 4-Region als Teil des Spannungssensor; 4-5 Loop, der mit dem Inaktivierungspartikel interagiert und die
H5-6-Segmente, welche die Kanalpore mit dem Selektivitét formen.
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Sowohl das COOH, als auch das N-terminale Ende des Kanalproteins be-
finden sich intrazelular. Der Abschnitt zwischen 5 und 6, auch SS1-SS2-
Loop, H5, oder P-Region genannt, bildet den inneren Anteil der Kanalpore
und dient somit als Selektivitatsfilter. Peptidtoxine auf der extrazellularen
Membranseite interagieren mit der Porenregion. Die S4 Doméane enthélt posi-
tiv geladene Aminoséauren, insbesondere Lysin und Arginin (Papazian et al.,
1991) und dient als Spannungssensor (Catterall, 1992).

Die Offnungsphase wird durch N- und C-Typ-Inaktivierung beendet. Bei
der N-Typ-Inaktivierung handelt es sich um eine ,schnelle® Inaktivierung. Man
spricht hier auch vom ,ball-and- chain“-Prinzip, bei dem ein Teil des N-Termi-
nus einem Ball gleich die Pore von innen verschlieBt. Diese Art der Inaktivie-
rung lasst sich daher durch Blockade der inneren Pore, beispielsweise durch
interne Tetraethylammoniumionen (TEA), unterdriicken (Choi et al., 1991).

Hiervon véllig unabhangig lauft die langsame C-Typ-Inaktivierung ab. Sie
betrifft die extrazellulare Seite der Kanalpore und beruht auf einer Konformati-
onsénderung im Bereich des S6-Segments und der Porenregion, welche die
Pore von auBen verschlieBt (Rasmusson et al., 1998).

1.5.2 Akzessorische beta-Untereinheiten

Mit den alpha-Untereinheiten sind bis zu vier weitere Proteine, beta-Unter-
einheiten genannt, auf der zytoplasmatischen Membranseite assoziiert. Diese
enthalten im Gegensatz zu den alpha-Untereinheiten keine Transmembrana-
ren Segmente. Bislang sind vier verschiedene beta-Untereinheiten bei den
Saugern bekannt: Kv-B1.1, Kv-B1.2, Kv-B1.3 und Kv-B2.1. Sie sind wahr-
scheinlich an der Modulation der Kanalexpression beteiligt und nehmen zu-
satzlich Einfluss auf die biophysikalischen Eingeschaften der Kv-Kanale
(Aidley and Stanfield, 1996). Auch die beta-Untereinheiten besitzen eine ,ball-
and-chain“-Struktur zur Inaktivierung der integralen alpha- Membranproteine
(McCormack et al., 1999).
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1.5.3 Bildung von Heteromultimeren

Die Moglichkeit zur Bildung von Heteromultimeren, d.h. Kanélen, zusam-
mengesetzt aus vier differenten alpha-Untereinheiten, vergréBert die Vielfal-
tigkeit der Kaliumkanalfunktion noch einmal erheblich. Es existieren jedoch
nur Hybridkanale mit alpha-Einheiten aus derselben Unterfamilie, eine Kom-
bination aus verschieden Subgruppen ist nicht moglich (Aidley and Stanfield,
1996). Heteromultimere sind zum Beispiel nachgewiesen in Neuronen von
Méausen (mKv 1.1 und mKv 1.2) und bei Ratten (rKv 1.1 und rKv 1.4) (Sheng
et al.,, 1997, Wang et al., 1997). Durch die Bildung von Heteromultimeren
lasst sich die Kaliumleitfahigkeit der einzelnen Zelle noch individueller modu-
lieren und somit auf die verschiedenen Aufgaben der Zelle in den Organsys-
tem abstimmen.

1.5.4 Der spannungsgesteuerte Kaliumkanal Kv 1.3

Dieser Kaliumkanal kommt wie die anderen Kv-Kanéale nur in relativ weni-
gen Zellarten vor. Kv1.3 wird hauptsachlich in Lymphozyten exprimiert und
daneben noch in Milz, Thymus, Niere, Lunge, Gehirn und in Fibroblasten
(Grissmer et al., 1990; Chandy und Gutman, 1995). Eine weitere Besonder-
heit des Kv1.3- Kanals ist die Tatsache, dass er in Lymphozyten als Homote-
tramer vorliegt (Grissmer et al., 1990), wahrend er in den anderen Zellen in
Heterotetramere eingebunden wird. Ein Angriff auf die Kv1.3-Struktur wird
daher Lymphozyten deutlich mehr beeinflussen als andere Gewebe.

1.5.5 Regulation des Kv 1.3

Expression und Funktion der spannungssensitiven Kaliumkanale werden
durch eine Vielzahl an Mechanismen reguliert. Die posttranslationale Modula-
tion des Kv 1.3 durch Proteinkinasen hat Einfluss auf die Stromamplitude, die
Spannungsabhéngigkeit oder die kinetischen Eingeschaften des Kanals ). So
enthdlt die Aminosduresequenz des Kv 1.3 mehrere potentielle Loci zur
Phosphorylierung durch Proteinkinasen wie die Serin-Threonin-Kinasen, die
Proteinkinase A (PKA), die Proteinkinase C (PKC) oder die Calmodulin-ab-
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hangige Kinase Il (CaMK II) (Holmes et al., 1995; Chung and Schlicht-
er,1997).

Die Phosphorylierung des Kanalproteins fuhrt zu einer Erhéhung der Ma-
ximalleitfahigkeit Gmax. AuBerdem findet eine Verschiebung der Aktivierungs-
und Inaktivierungsschwelle zu positiven Membranpotentialen statt. Haupt-
séchlich verantwortlich fur die Aktivierung eines normal funktionierenden Ka-
nals ist die Proteinkinase C. Die Proteinkinasen sind hierbei in ein komplexes
Regulationsnetzwerk eingebunden. So zeigt die konkurrierende Phosphor-
ylierung zwischen PKA und PKC keine additive Wirkung, man beobachtet
statt dessen eine inhibitorische Wechselwirkung, bei der sich die Wirkungen
von PKA und PKC gegenseitig aufheben (Chung and Schlichter, 1997).

Es hat sich gezeigt, dass der Kanal in vivo bereits in phosphoryliertem Zu-
stand vorliegt und das die Phosphorylierung durch die PKC zum Beispiel Vo-
raussetzung fur eine normale T-Zell-Funktion ist (Chung and Schlichter
1997).
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

LE und RE sind beides Autoimmunerkrankungen des ZNS, die mit der Bil-
dung von Autoantikbrpern gegen neuronale Strukturen verbunden sind. So
vielfaltig wie die verschiedenen Antikorper sind auch die damit assoziierten
Symptome. Dieser Antikdrperbefund wirft noch eine Reihe offener Fragen

auf:

- Gegen welche Antigene sind die Antikérper gerichtet?

- Wo, wann und in welchen Mengen werden sie gebildet?

- Sind sie Uberhaupt pathogen und wenn ja wodurch?

- Wie tragen sie zu Entstehung, Verlauf und Schwere der Erkrankung
bei?

Innerhalb dieses Fragenkomplexes bewegt sich die vorliegende Arbeit. Wir
haben Autoantikorper eines Patienten mit LE und einer Patientin mit RE ver-
wendet.

Der experimentelle Ansatz zur Analyse der Aktion der AutoantikOrper bes-
teht im Einsatz geeigneter Zellkulturen.

Mit diesem Ansatz kbnnen gleich drei wichtige Aspekte der Antikbrperwirkung
untersucht werden:

- Immunfluoreszenz zum Nachweiss eventueller AntikGrperbindung- bzw.
Identifizierung von Antigenen.

- Untersuchung der Zellphysiologie zum Nachweiss eventueller pathogener
Funktionsveranderung durch Antikorper.

- Cytotoxitatstest durch Inkubation mit Antikbrpern aus Patientenserum.
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1.7 Patientengeschichten

1.7.1 Patient LE (aus der Krankenakte der behandelnden Klinik)

Das Serum, das in dieser Studie verwendet worden ist, stammt von einem
52-jahrigen Patienten.

Der zuvor neurologisch und psychisch gesunde Patient erkrankte an
einer progredienten Apathie, wechselnd mit Phasen einer vermehrten Aggres-
sivitat und Reizbarkeit.

Optische und akustische Halluzinationen, fluktuirende Verwirrtheits-
zustdnde, amnestische Defizite, ausgepragte Vigilanzschwankungen, sowie
eine Polydipsie mit konsekutiver Hyponatridmie treten im weiteren Verlauf
hinzu. Seine Frau beobachtete aufféllige Verhaltensstérungen wahrend des
Schlafes, wie z.B Aufschreien, Schlagen und exzessives Strampeln der Bei-
ne. Der Patient war sich seines Verhaltens nicht bewusst, aber er berichtete
nach dem Erwachen lber unangenehme Traume. Uber einen kurzen Zeit-
raum entwickelte er Desorientierung und komplexe, partiale und generalisier-
te Anfalle, die gelegentlich von Hyperhidrosis und/oder von Piloarrection be-
gleitet wurden. Es gab keine klinische Zeichen von Neuromyotonie.

Die Routinenblutuntersuchungen deckten eine Hyponatridmie auf (nied-
rigster Wert 118 mmol/l), die durch Polydipsie (bis 10 L pro Tag, normale
ADH-Werte, niedrige Serumosmolaritat) veranlasst wurde und unter der Be-
schrankung der FlUssigkeitszufuhr teilweise reversibel war. MRT-Scans des
Gehirns zeigten wenige MikrogefaBverletzungen, es konnte keine Signal-
veranderung im Mesialschlafenlappen wahrgenommen werden.

Polymerase-Kettenreaktion fir Herpes Simplex-DNA, Tests fur HIV, Va-
sculitis, Schilddrise-Antikérper, Tumormarkierungen und onconeuronale
Antikérper waren negativ. Es konnte trotz der vollstandigen Untersuchung
kein Malignom gefunden werden.

Die Diagnose einer mit VGKC-Antikérpern assoziierten limbischen Enze-
phalitis konnte anhand des charakteristischen klinischen Verlaufs und mit hil-
fe des Nachweises von Antikdérpern gegen VGKC gestellt werden. Durch die
spezielle Untersuchung der Serumproben, welche eine hohe Konzentration
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von Antikérpern gegen VGKC hatten, konnte die Spezifitdt der Autoanti-
kérper auf drei Kaliumkanaltypen (Kv 1.1, 1.2, 1.6), der so genannten Shaker-
Kanal- familie eingeschrénkt werden.

Bei der Diagnosenstellung war der Titer der VGKC-AB 2667pM (normal-
100pM) im Serum nachweisbar. Sechs Wochen nach Therapiebeginn war
eine Konzentration von 694 pM feststellbar. Unter einer immunsuppressiven
Therapie (1000mg Prednisolone und Imurek fir eine Woche mit absteigen-
dem Schema bis zu einer Erhaltungsdosis von zunachst 40 mg) besserte sich
der klinische Zustand innerhalb weniger Tage drastisch. Parallel mit der klini-
schen Besserung fiel der Titer des Serums VGKC-AB ab. Sechs Monate nach
Anfang der Therapie waren keine Antikdrper mehr nachweisbar. Zwei Jahre
nach initialer Behandlung fuhlte sich der Patient gut. Er wurde immer noch
immunsuppressiv mit Imurek behandelt, aber er nahm keine Steroide mehr.
Er litt immer noch an milden amnestischen Defiziten und manisch depressi-
ven Episoden, die sein Alltagsleben jedoch nicht storten.

Fir die Teilnahme an dieser Studie liegt eine schriftliche Zustimmung des
Patienten und seiner Frau vor.

1.7.2 Patient RE

(aus: Thilo B, et. al. (2009))

Das Eluat und Serum, das in dieser Studie verwendet worden ist, stammt
von einer 20-jahrige Patientin.

Die Patientin wurde von einem regionalen Epilepsiezentrum auf die Inten-
sivstation der Klinik fur Neurologie UK-SH Campus Kiel mit fokalem motori-
schem Status Epileptikus verlagert.

Innerhalb von 3 Wochen erlebte sie alle 1-2 min. klonische und tonische
Anfalle, der linke Arm und die linke Seite ihres Gesichts wurden auch betrof-
fen, manchmal begleitet durch eine Stérung der Aufmerksamkeit und Reakti-
onsfahigkeit. Die Anfalle &uBerten sich meist durch hartnackige komplex- fo-
kale Anfalle und selten durch generalisierte tonisch-klonische Anféalle. Die ers-
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ten Anfalle begannen bei der Patientin im Alter von 13 Jahren, als sie einzel-
ne klonische Zuckungen in ihrem linken Bein erlebte, die sich schnell zu
einem fokalen motorischen Status epilepticus mit Beteiligung des linken Arms
und der linken Gesichtshalfte entwickelten.

Die MRT Ergebnisse zeigten nach ca. 1 Jahr eine kortikale Schwellung
mit erhdéhtem Volumen und T2 (FLAIR)-Signal im rechten praezentralen Be-
reich ihres Gehirns. Eine offene Hirn-Biopsie bestatigte T-Zell-dominierte En-
zephalitis mit aktivierten Mikrogliazellen in Knétchen und reaktive Astrogliose.
Die Diagnose Rasmussen-Enzephalitis wurde gestellt. Wahrend der ersten 5
Jahre ab dem Beginn der Anfalle wurden zahlreiche Therapien mit Antiepilep-
tika versucht.

Ca. 1 Jahr vor der Vorstellung in der Klinik fir Neurologie UK-SH, erlebte
die Patientin eine Verschlimmerung des fokalen Status epilepticus und gene-
ralisierte Anfélle, welche nicht mehr mit Antiepileptika kontrolliert werden
konnten. Intermittierende Stabilisierung wurde jedoch mit monatlicher Verab-
reichung intravenoser Immunglobuline erreicht. 3 Monate vor der Vorstellung
in der UK-SH verschlimmerten sich die Anfélle, die nur durch Immunadsorp-
tionstherapie gesteuert werden konnten. Diese neue Therapie fuhrte zu ei-
nem anfallsfreien Zeitraum von 7 Wochen, der erste seit der Diagnose. Am
Ende dieser Periode verschlechterte sich die Situation innerhalb von Tagen,
und fihrte zum Neuauftreten eines fokalen motorischen Status epilepticus.

Die weitere Behandlung erfolgte in der Klinik fur Neurologie UK-SH.

Aufgrund der vorherigen, allerdings kurzanhaltenden, Wirkung der Im-
munadsorption wurde ein weiterer Zyklus der Immunadsorption Uber einen
Zeitraum von 6 Tagen angeordnet. Nach einer anfanglichen Abnahme der
epileptischen Aktivitat, tauchte ein fokaler motorischer Status epilepticus
innerhalb weniger Tage wieder auf. Ein zweiter Zyklus der Immunadsorption
nach 1 Woche wurde durchgefihrt, gefolgt von einer Behandlung mit i.v. 1G,
die zu einer Verringerung der Anfallsaktivitat geflhrt hat. Ein dritter Zyklus der
Immunadsorption nach einer weiteren Woche fluhrte schlieBlich zur Anfalls-
freineit. Um diesen Zustand zu stabilisieren, wurde Rituximab unmittelbar

22



nach dem dritten Zyklus der Immunadsorption mit 375 mg/m2 Rituximab int-
raven0s einmal wdchentlich fir 4 Wochen verabreicht. Durchflusszytometrie
Kontrolluntersuchungen zeigten eine nachhaltige Reduktion der CD19+ B-
Zellen, mit vollstandiger Unterdriickung bis Ende der Therapie.
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2 Material und Methoden
2.1 Zellkulturen

2.1.1 Glioma Zellinien

Die Zelllinien: A172, T98G, U373 wurden aus einem Glioblastom gewon-
nen und wurde von der American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville,
MD, USA) bezogen. Die Zellen wachsen als Monolayer unter Zugabe von E-
MEM.

2.1.2 Fibroblasten Zellinien

2.1.2.1 L929

Die L929-Zellen (im Text als L929 bezeichnet) sind adharent wachsende
Mausfibroblasten die stabil mit dem Gen fir den spannungsabhangigen Kali-
umkanal Kv1.3 der Maus, mKv1.3, transfiziert wurden. Die L929-Zellen wur-
den als Wirtszellen ausgewahlt, weil sie scheinbar selbst keine spannungs-
abhangigen Kaliumkanale besitzen (Grissmer et al., 1994), die Messungen
an den transfizierten Kv1.3-Kanalen verfalschen kénnten.

Alle Zelllinien wurden in einem Zellkultur-Inkubator (Kendro Laboratory
Products, Heraeus, Typ: HERA cell) bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte
Atmosphéare in Kulturflaschen (Plexiglasflaschen, Sarstedt) mit einer Grund-
flache von 25 cm2 kultiviert. Fur die Kultivierung wurde Fertigmedium (Modi-
fied Eagle Medium) mit 10% f6tale Kalbeserum (Biochrom AG, 10000U/1000
g/ml, Cat.No. A2213) verwendet. Die Medien wurden im Kuhlschrank bei 4° C
aufbewahrt. Das Wechseln des Zellkulturmediums erfolgte jeden zweiten bis
dritten Tag, bis der Boden der Petrischalen (g 94 mm, Greiner GmbH, Nurtin-
gen) dicht mit Zellen bewachsen war. Zum Passagieren wurden die Zellen
zunachst mit 5 ml phosphatgepufferter L6sung (PBS=phosphate buffered sa-
line ; [in mM] : 170 NaCl, 3,4 KCI, 10,1 NaH2PO4, 2,2 K2HPO4, pH 7,4) ge-
spult. Da die Zellen relativ stark am Petrischalenboden hafteten, wurde der
konfluente Zellrasen anschlieBend mit 1 ml Trypsinhaltiger (0,05 % w/v) PBS-
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Lésung behandelt, bis eine beginnende Ablésung der Zellen vom Petrischa-
lenboden beobachtet werden konnte. Die Trypsin-PBS-Ldsung wurde dann
abgesaugt. Die nur noch schwach adherenten Zellen wurden durch kraftiges
Abspulen mit frischem Zellkulturmedium (10 ml) und wiederholtes Aufziehen
in eine 1 ml Pipette vereinzelt. AnschlieBend wurden der gewlnschten Ver-
dinnung entsprechende Mengen der entstandenen Zellsuspension aufge-
nommen und auf neue Petrischalen, in die frisches Zellkulturmedium vorge-
legt war, ausplattiert. Dazu wurde 1 Tropfen der entstandenen Zellsuspension
in 7 ml vorgelegtes neues Zellkulturmedium pipettiert und anschlieBend durch
vorsichtiges Schwenken der Zellkulturschale gut verteilt.

Fur die Patch-clamp-Experimente wurden einige Tropfen der Zellsuspen-
sion in 2 ml Medium in Petrischalen ausgesat. Diese Petrischalen mussten
vor Beginn der Versuche mindestens vier Stunden im Brutschrank lagern,
damit sich die Zellen wieder am Boden anheften konnten. Danach waren die
Zellen maximal drei Tage lang fur Messungen einsetzbar.

Bei gutem Wachstum und guten Eigenschaften in den Patch-clamp-Expe-
rimenten, wurde ein Teil der Zellen eingefroren. Dazu wurden die Zellen in
Medium mit 10 % DMSO in ein Gefrierréhrchen Uberfuhrt und dieses in einen
speziellen mit Isopropanol gefillten Einfrierbehalter gebracht, der auf Eis vor-
gekdhlt war. Dieses Behéltnis wurde flr mindestens vier Stunden in einer
Kihltruhe bei —80° C gelagert, wobei die Zellsuspension bei einer Kuhlrate
von 1° C pro Minute abkihlte. AnschlieBend wurden die Gefrierrbhrchen in
geeigneten Haltern in flissigen Stickstoff Uberflhrt. Auf diese Weise war eine
langfristige Lagerung der Zellen moglich.

Die Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Reinraumwerkbank durch-
gefuhrt. Alle Materialien und Gerate wurden, bevor sie zum Einsatz kamen,
gereinigt bzw. desinfiziert, sterilisiert oder autoklaviert. Das Zellkulturlabor
wurde wahrend Ruhezeiten mittels UV-Lampen bestrahilt.
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2.1.3 Kontrollserum

Im Rahmen dieser Arbeit wurde humanes Blut von zwei gesunden Perso-
nen verwendet. Nach der Blutentnahme wurden die EDTA-Blut Réhrchen fir
3-4 Stunden stehen gelassen und anschlieBend fir drei Minuten zentrifugiert
(1500U/min). Das so gewonnene Serum diente als Kontrollserum und wurde
bei -21° C im Tiefkihlschrank aufbewahrt. Fir die Versuchsreihe wurde das
Serum auf 37° C aufgewarmt und die Restmenge wieder eingefroren.

2.1.4 Patientenserum Limbische Enzephalitis

Von der neurologischen Klinik der Universitat Kiel wurden 30 ml Serum
mit dem Einverstandnis des Patienten flr unsere Arbeit zur Verfligung ge-
stellt.

Das Serum wurde nach Oxford zu Frau Prof. Dr. Angela Vincent geschickt
und auf VGKC-AG untersucht. Es wurden Antikérper gegen Kvi.x (Shaker-
Typ) Kaliumkanéle diagnostiziert mit einer Konzentration von 2667 pM.

FUr den Test werden aus Kaninchen-Hirngewebe isolierte und mit 125I-al-
pha-Dendrotoxin, das mit den VGKC Subtypen Kv 1.1, Kv 1.2 und Kv 1.6 re-
agiert, radioaktiv markierte VGKCs verwendet. Das so markierte Protein wird
mit Patientenserum inkubiert. Dabei binden die vorhandenen AntikGrper an
das Protein. Im zweiten Schritt werden die Immunkomplexe mit Hilfe eines
antihuman 1gG ausgeféllt. Die Radioaktivitdt im Niederschlag ist direkt pro-
portional zur Menge an Antikorpern im Patientenserum.

Die Konzentrationen der Proben werden mit Hilfe der bekannten spezifi-
schen Aktivitat des alpha-Dendrotoxins unter Berlcksichtigung der unspezifi-
schen Bindung der individuellen Patientenprobe berechnet und in pmol/l an-
gegeben. (Vincent et al 2004.; Tan et al., 2008).

Das Serum wurde in 2 ml Réhrchen umgefillt und bei -21°C im Kuhl-
schrank gelagert. Kurz vor dem Versuch wurde die bendtigte Menge an Se-
rum auf Zimmertemperatur aufgetaut und anschliessend auf 37°C erwéarmt.
Die Restmenge wurde wieder bei -21° C im Kihlschrank gelagert.
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2.1.5 Eluat Patientin RE

Das Eluat, das in dieser Studie verwendet wurde, ist durch ein Immunad-
sorbtionsverfahren in der Klinik fir Neurologie an UKSH gewonnen worden.

Unter Immunadsorption (IA) wird eine Entfernung von Autoantikérpern
mittels Adsorption an fixierte Liganden wie Aminosauren (Phenylalanin oder
Tryptophan), Protein A oder antihumanes Immunglobulin verstanden.

IA wird seit 1985 in Deutschland bei Myastenia gravis angewandt (Hohl-
feld et al., 1985) und im Vergleich zur klassischen Plasmapherese als gleich
wirksam betrachtet (Yeh und Chiu, 2000). Hierbei werden selektiv Immunglo-
buline der IgG Unterklassen entfernt. Folglich besteht keine Notwendigkeit
zur Substitu-tion von Plasmaproteinen wie Humanalbumin oder FFP; die Ge-
rinnungsver-altnisse werden praktisch nicht gestért. AuBerdem kommt es zu
deutlich ge-ringeren Volumenschwankungen, was eine langerfristige intensive
Reinigung des Plasmas ermdglicht (Koll et al., 2000).

2.2 Patch clamp

lonenkanéle sind fur die Aufrechterhaltung und Verdnderung von Mem-
branpotentialen zusténdig. Die Untersuchung von Leitfahigkeit, Kinetik und
Pharmakologie von spannungs- und ligandengesteuerten membranstandigen
lonenkanélen wird durch die Patch-Clamp Technik ermdglicht. Dabei wird mit
der Spitze einer sehr fein ausgezogenen Glaspipette entweder eine ganze
Zelle (sogenannte Whole-cell Patch) oder nur ein kleines Membranstick
(patch = “Flicken®) aufgenommen (Hamill et al., 1981). Dabei wird die Pipet-
ten6ffnung durch die Zelle bzw. durch das jeweilige Membranstick ver-
schlossen und bildet dort eine elektrische Barriere. Die mit der Pipette ver-
bundene Verstarker-Apparatur registriert den lonenfluss, der die membran-
standigen lonenkanale passiert.

Diese Methode wurde erst in den 70er Jahren von Erwin Neher und Bert
Sackman am Max-Planck-Institut in Minchen entwickelt und stellt ein speziel-
les Voltage-Clamp-Verfahren (Spannungsklemme) dar. Mit dieser Apparatur
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werden Veranderungen des Membranpotenzials ausgeglichen, indem an
der Spannungsklemme ein Kompensationsstrom erzeugt wird, der dem trans-
membranaren Strom entgegengerichtet ist. Dabei wird das Membranpotenzial
gemessen, mit einer Sollspannung verglichen und bei Abweichungen der ent-
sprechende Kompensationsstrom in die Zelle injiziert. Durch Messung dieses
Stroms mit einem speziellen Verstarker kann man den lonenfluss durch die
Kanéle beobachten (Numberger & Draguhn, 1996).

Die Unterdrickung und Filterung von Stér- und Rausch-Signalen stellt die
eigentliche technische Schwierigkeit der Patch-Clamp-Technik dar. Wichtig
ist, dass zwischen Zellmembran und Pipettenspitze ein hoher elektrischer
Abdichtwiderstand besteht. Durch Anlegen eines Unterdrucks im Pipettenin-
neren kann ein Abdichtwiderstand im GQ-Bereich (,Giga-seal®) erzeugt wer-
den. So kann man bei ausreichender Reduzierung des Rausch- Signals lo-
nenstrdme im pico-Ampere-Bereich registrieren (Numberger & Draguhn,
1996).

2.2.1 Patchpipetten

Die Pipetten wurden aus feinen Réhrchen aus Borosilikatglas hergestellt
(Vitrex GB150T- 8P, Science Products GmbH). Mit einem vollautomatischen
Pipettenziehgerat (DMZ Universal Puller, Zeitz-Instrumente GmbH) wurden
polierte Pipetten hergestellt, die beim Eintauchen in die BadlOsung
Widerstande zwischen 2 und 5 MQ aufwiesen; dies entspricht einer Offnung
von etwa 1 pum. Jede Pipette wurde nur einmal verwendet und jeweils am Tag
der Herstellung verbraucht.

2.2.2 Versuchsaufbau

Als Messelektrode wird ein ausgezogenes dunnes Glasréhrchen verwen-
det: die Patchpipette. Die Pipette wird mit einer definierten Losung gefuallt und
an dem Vorverstarker der Messeinrichtung befestigt. Es wird ein Uberdruck
angelegt, um die Pipettenspitze vor Verunreinigung zu schutzen. Die Zellen
befinden sich in der Messlésung in einer kleinen Petrischale auf dem Mikro-
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skoptisch. Bei Kontakt der Pipette mit der Messlésung schlieBt sich der
Stromkreis, der Pipettenwiderstand wird bestimmt, und das Offset-Potential,
das an den Grenzflachen der Silber/Silberchlorid-Messelektrode entsteht,
sowie die Pipettenkapazitat missen kompensiert werden. Durch vorsichtige
Annéherung an die ausgewahlte Zelle, Lésen des Uberdrucks und gegebe-
nenfalls leichtes Ansaugen erhalt man eine mechanische Verbindung zwi-
chen Zellmembran und Pipette, die einen sehr hohen elektrischen Wider-
stand besitzt (mindestens 1 GQ), den Gigaseal. Man befindet sich nun in der
Cell-attached-Konfiguration.

Ausgehend von diesem Punkt lassen sich verschiedene Messkonfigurati-
onen herstellen. Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden in
der Whole-cell-Konfiguration durchgefihrt. Diese erhalt man, indem man
nach erfolgreicher Herstellung des Gigaseals vorsichtig einen Unterdruck an
der auf der Zellmembran sitzenden Pipette anlegt und damit das darunter-
liegende Membranstick zerreiBt, so dass ein Zugang zum Zytoplasma ent-
steht. Zur Darstellung kommen dann die elektrischen Ereignisse auf der ge-
samten Ubrigen Membranflache. Die Losung in der Pipette ist bei dieser Kon-
figuration direkt mit dem Zytoplasma der Zelle verbunden, so dass nach
kurzer Zeit das Innere der Zelle mit der Pipettenldsung angefullt ist. Die Pipet-
te enthalt daher in der Regel eine standardisierte intrazellulare Losung.

2.2.3L6sungen fur die Patch clamp Versuche

Die Badl6sung entspricht in ihrer Elektrolytzusammensetzung dem extra-
zellularen Milieu (Extrazellularlésung). Die Lésung in der Patchpipette imi-
tiert hingegen das Intrazellular-Milieu (Intrazelulérlésung). Die Patchpipet- ten
werden mittels eines diinn ausgezogenen Polyethylen-Filamentes mit der Int-
razellularlosung gefullt. Alle Losungen wurden mit Aqua bidest. hergestellt
und vor ihrer Verwendung mit entsprechenden handelsublichen Filtern steril
filtriert. Es wurden zum Teil Stammlésungen (NaCl: 5M; KCI: 1M; CaClI2: 1M;
MgCI2: 1M; HEPES: 0,5M) verwendet. Beide Losungen werden auf eine Os-
molalitat von 285 mosmol eingestellt. Die intra- und extrazellularen LOosungen
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wurden bei 2°C bis 8°C gelagert und bis zu 4 Wochen lang verwendet. |hre
genaue lonenkonzentration ist in Tab.1 angegeben.

Tab.1 Zusammensetzung der intra- und extrazellulare Losungen fiir die Patch clamp Versuche

Externe L6sung (mM) Interne L6sung (mM)
NaCl 1600 e
KCI 4,5 20,0
KF 120
CaCl2 20 -
MgCl2 2 10 2 R —
HEPES 5,0 10,0
EGTA 10,0
KOH (1N) pH 7,2
NaOH (2N) pH74| e
Glucose —

2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie nutzt die Spezifitat von Antikbrpern um Antigene
sichtbar zu machen, die nach Mdéglichkeit fir ein Gewebe oder einen Zelltyp
charakteristisch sein sollten. Die gangigsten Verfahren, um zellulare Antigene
nachzuweisen, umfassen die direkte und die indirekte Methode.

2.3.1 Versuchsaufbau Immunhistochemie

FUr jede immunhistochemische Untersuchung wurden die Kv1.3 Zellen,
wie unten beschrieben, 4 Tage vorbereitet und am Tag 5 die Ergebnisse foto-
grafiert und dokumentiert. Die Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen
Reinraumwerkbank durchgefuhrt.

Am ersten Tag wurde die benétigte Zahl von Petrischalen eingesetzt. 20
Mikroliter Zellsuspension wurden auf Deckglaser (22 mm Firma Fischer Sci-
en- tific) in der Petrischale verteilt und anschlieBend mit 2ml Zellkulturmedium
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fir 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. An Tag 3 wurde der Uberstand ab-
gezogen und die Deckglaser in der Kulturschale kurz mit PBS gespult. An-
schlieBend wurde mit 0,2Mol Triton X-100 in PBS (Merck), fir 15Minuten |,
permeabilisiert.

Nach einem vorherigen Spulschritt mit reinem Medium wurden die Deck-
gléser, in eine mit Parafilm ausgelegten Petrischale, gelegt. Nun konnten die
Deckglaser mit Kontroll- oder Patientenserum in unterschiedlichen Konzen-
trationen Uberschichtet werden, wobei das Parafilm ein Ablauf der Fllssigkeit
verhinderte.

Nach einer Inkubationszeit von 24Std im Brutschrank, wurde zunachst
wieder mit PBS gespult, bevor eine Fixierung mit 2% Paraformaldehyd (in
PBS) fir 20 Minuten folgte. Uberschiissige Fixierldsung wurde mit spiilen ei-
ner 0,1Mol Glycin (PBS) Losung fir 5 Minuten, entfernt.

Nach einem weiteren PBS Spulschritt, folgte die Zugabe des 2.AK (Alexa
Fluor 488 goat anti-human IgG (H+L) Firma Invitrogen) mit der Verdinnung
von 1:1000 in 1% BSA (PBS) fur eine Stunde, abgedunkelt und bei Zimmer-
temperatur (18-22°C).

Nach einem abschlieBenden PBS Spulschritt der Deckglaser, wurden
diese mit einem Einschlussmedium auf Objekttrager, mit Merckoglas (Merck)
versiegelt. Die Trockenzeit bis zur mikroskopischen Auswertung erfolgte im
Kahlschrank (4°C).

2.3.4 Versuchsaufbau Zytotoxizitatstests RE

Am ersten Tag wurden die benétigte Zahl von Petrischalen eingesetzt. 20
Mikroliter Zellsuspension wurden auf Deckglaser (22mm Firma Fischer Scien-
tific) in der Petrischale verteilt und anschlieBend mit 2ml Zellkulturmedium far
48 Stunden in Brutschrank inkubiert. An Tag 3 wurden die Zellen fur 30 min.
bei Raumtemperatur mit 150ul 1%, 2%, 5% oder 10% Testserum im Medium
verdinnt inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 150ul Complement
( 15min vorher in 1Tml Aqua dest geldst) dazu pipettiert und flr weitere 2 Stun-
den bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die so entstandene Suspension
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wurde vorsichtig abgezogen und die am Boden der Petrischale haftenden
Zellen wurden mit Trypanblau fur ca. 30 sec. Uberschichtet. Nach mehrmali-
ger Spulung mit PBS wurden die Zellen auf einen Objekttrager Ubertragen
und unter dem Mikroskop ausgewertet. Die Ergebnisse wurden direkt am
Mikroskop dokumentiert und fotografiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Limbische Enzephalitis

Im Serum des LE — Patienten wurde durch eine Untersuchung im Labor
von A. Vincent in Oxford eine sehr hohe Konzentration an VGKC — Antikérper
festgestellt (2667 pM, normal < 100 pM). Diese Antikdrper richten sich gegen
spannungsabhéngige Kaliumkanéle des Shaker — Typs (Kv1.1 — Kv1.7). Ein
positiver Nachweis von Autoantikbrpern mit der von Frau Vincent verwende-
ten Methode (Vincent et al 2004), die eine Dendrotoxin — Bindungsfahigkeit
des jeweiligen Kaliumkanals voraussetzt, gelang nur fur die Kanaltypen Kv
1.1, Kv1.2 und Kv1.6. Unter den Kanaltypen, die mit dieser Nachweismetho-
de nicht erfasst werden kénnen, befindet sich mit Kv 1.3 ein fur das Immun-
system sehr wichtiger Kaliumkanal. Ein Ausschalten dieses Kanaltyps wurde
zu Einschrankungen von Immunreaktionen (T- und B — Zellaktivierung ) fih-
ren.

Im folgenden experimentellen Teil wird mit stabil transfizierten Fibroblas-
tenzelllinien gearbeitet, die entweder den Kanaltyp Kv 1.2, oder Kv 1.3 in ho-
motetramerer Form exprimieren.

3.1.1 Immunhistochemieergebnisse

Da Antikorper gegen Kv 1.3 Kaliumkanéle im Patientenserum mit den auf
Dendrotoxinbindung basierenden Testsystemen nicht nachgewiesen werden
kénnen, soll im folgenden Abschnitt ein monospezifischer Nachweis durch in-
direkte Immunofluoreszenz unter Verwendung von Kv 1.3 exprimierenden
Fibroblasten (Kv 1.3 Zellen) erbracht werden. Als Vergleich (,Positivprobe®)
werden Kv 1.2 Zellen eingesetzt, da nach Voruntersuchungen das Vorhan-
densein von Kv 1.2 AntikOrpern im Patientenserum als gesichert angenom-
men werden kann.
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a b
Abb. 3 Kv 1.2 Links (a)Kontrolle, rechts(b) Patienten Serum

Nachdem die Zellen, wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben, vorbereitet wurden,
wurden sie fir 24 Stunden mit Kontroll- bzw. Patientenserum (Verdinnung
1:100) inkubiert. Durch einen anti-human Zweitantikbrper (Verdinnung

1:1000) wird die Bindung der AK aus den Seren an die Testzellen durch Fluo-
reszenzfarbung sichtbar.
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Abb.4 Kv 1.3 Kontrolle

Abb.5 Kv 1.3 Serum

Abb. 3a und 4 zeigen Kv 1.2 und Kv 1.3 Zellen nach Inkubation mit Kon-
trollserum. Die deutliche Fluoreszenz der Zellen zeigt, dass AK aus dem Se-
rum einer gesunden Person Bindungsstellen an beiden Zelltypen finden. Das
ist bei einem Zusammentreffen von tierischen Zellen und humanem Serum zu
erwarten, bedeutet jedoch, dass es bei diesem Versuchsansatz keine biologi-
sche Nullkontrolle geben kann. Das Vorhandensein zuséatzlicher Autoantikor-
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per gegen Kaliumkanéle im Patientenserum ist also nur durch eine Intensi-
tatsernbhung der Fluoreszenz nachzuweisen. Dies ist bei den Kv1.2 Zellen
der Fall (Vergleich Abb. 3a und 3b); bei den Kv1.3 Zellen nicht (Vergleich
Abb. 4 und 5). Eine genauere Lokalisation der zusatzlichen Bindungsstellen
an den Kv1.2 Zellen ist hier jedoch nicht mdglich.

Obwohl dieser Versuchsansatz wegen der fehlenden biologischen Null-
kontrolle nur von eingeschrénkter Aussagekraft ist, so deutet nach den Er-
gebnissen vieles darauf hin, dass sich im Patientenserum, wie erwartet, rele-
vante Mengen von Autoantikdrpern gegen Kv1.2 Kaliumkanéle befinden, fur
Kv1.3 Kanale jedoch nicht.

36



3.1.2 Pathogenes Potential der VGKC-Autoantikérper

Gegen Oberflachenantigene neuronaler Zellen gerichtete Autoantikdrper
kénnen auf zwei verschiedene Arten pathogen wirken; sie kdbnnen durch Mar-
kierung der Zellen zu deren Zerstérung beitragen (Zytotoxizitat), oder sie
kdnnen eine Funktionsdnderung oder einen Funktionsverlust der Zellen ver-
ursachen. In den folgenden Abschnitten sollen mogliche pathogene Effekte
der Autoantikdrper aus dem Patientenserum untersucht werden. Hierzu wer-
den wieder die beiden Zelllinien (Kv1.2 und Kv1.3) in einer vergleichenden
Untersuchung gegenubergestelit.

3.1.3 Zytotoxizitat

Fibroblasten eignen sich sehr gut fir Zytotoxizitatstests. Die Zelllinien
zeichnen sich durch eine hohe Teilungs- und Ausbreitungsrate aus. Das
Wachstum der Fibroblasten wurde 3 Tage unter einem Lichtmikroskop (motic
proffessional, Micro-Optik Industrial Group Co., Ltd.) beobachtet und doku-
mentiert. Zur quantitativen Beschreibung des Proliferationsprofils wurden die
Anzahl und die Ausbreitung der am Petrischalenboden angewachsenen Zel-
len herangezogen. Hierfur wurde ein Rechenprogramm eingesetzt, das den
Prozentsatz der mit Zellen bedeckten Flache berechnen konnte.

In geringer Dichte (ca. 200 000 Zellen/ml) als Einzelzellen in einer Petri-
schale ausgesetzt, beginnen die Fibroblasten unter normalen Kulturbedin-
gungen sehr schnell ein Netzwerk zu bilden. Innerhalb weniger Tage (max. 4
Tage) bildet sich eine konfluente Zellschicht am Grunde der Petrischale. Setzt
man den Fibroblastenkulturen in einem frihen Stadium humanes Serum zu,
so kommt es sofort zu einem erheblichen Zellverlust (Bedeckungsgrad
<10%). Das weitere Wachstum der Kulturen ist so stark behindert, dass auch
nach langerer Zeit (> 1 Woche) keine Konfluenz erreicht wird. Erst durch eine
Verdinnung des Kontrollserums auf 10% konnte der zytotoxische Effekt ver-
hindert werden. Mit diesen Serumkonzentrationen konnte nun untersucht
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werden, ob sich im LE — Patientenserum zusatzliche Autoantikérper befinden,
die auf Kv1.2 und Kv1.3 Zellen zytotoxische Effekte austiben kénnen.

Das Erreichen einer konfluenten Zellschicht (Bedeckungsgrad 100 %)
wurde als Kriterium einer nicht beeintrachtigten Wachstumsrate verwendet.
Diesen Zustand erreichten Kv1.2 — und Kv1.3 — Zellen in Anwesenheit von
10% Kontrollserum innerhalb von 3 — 5 Tagen. Unter dem Einfluss von 10%
Patientenserum war ein zytotoxischer Effekt bei den Kv1.2 Zellen deutlich zu
erkennen. Bereits nach einem Tag waren viele der eingesetzten Zellen ab-
gestorben. Die Wachstumsrate der Ubrigen Zellen war stark reduziert und die
Kultur erreichte auch nach 6 Tagen nur einen Bedeckungsgrad von < 40%.
(Ziaiean, 2008).

Ein derartiger Effekt war bei den Kv1.3 Zellen nicht zu erkennen. Die Zel-
len erreichten sowohl unter Kontrollserum als auch unter Patientenserum ei-
nen Bedeckungsgrad von 100 % (Abb.6 und 7).

500 ym 500 ym

Abb 6 (Links) K.v. 1.3 Tag 6 Inkubation mit Kontrollserum 10%,
Abb.7 (Rechts) Tag 6 Inkubation mit Patientenserum 10%,
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3.2 Auswirkung auf die Zellfunktion

Unterhalb der Schwelle zur Zytotoxititdt und zum Zelltod kénnen neurona-
le Autoantikérper durch Bindung an Oberflachenantigene zu Funktionsénde-
rungen oder zum Funktionsverlust der betroffenen Zellen fihren. Das wurde
sich im Falle der VGKC-AutoAK als messbare Anderung der Kaliumleitfahig-
keit der Zellmembran auswirken. Eine geeignete Methode um derartige Effek-
te zu messen, ist die Patch-clamp Technik. Durch sog. Ganzzellableitungen
kann der gesamte lonenstrom durch die Zellmembran dargestellt werden. Im
Falle der Kv1.2 und Kv1.3 Zellen, die ausschlieBlich Kaliumkanale exprimie-
ren, handelt es sich demnach um einen Kaliumstrom, dessen Amplitude re-
prasentativ ist fir die Gesamtzahl aller funktionsfahigen Kaliumkanéle.

Um derartige Messungen ohne vorherige Zellschadigungen auch in An-
wesenheit von Patientenserum durchfihren zu kénnen, muss die Serumkon-
zentration erneut herabgesetzt werden. Bei einer Reduktion der Konzentrati-
on auf 2% Uberleben auch Kv1.2 Zellen in Patientenserum ohne sichtbare
Schéaden fir mehrere Tage.

Die funktionsverandernde Wirkung von VGKC-AutoAK soll im Folgenden
wieder als Vergleich zwischen Kv1.2 und Kv1.3 Zellen untersucht werden.
Die Zellen werden dazu 3 Tage lang mit 2% Kontroll- bzw Patientenserum in-
kubiert. Nach dieser Zeit wird unter Standardbedingungen die Kaliumstrom-
amplitude der Zellen gemessen. Die Zellen werden dazu bei einem Potential
von -80 mV gehalten. Mit einem depolarisierenden Impuls auf 20 mV werden
die Kaliumkanéle gedffnet. Die Amplitude des resultierenden Auswarts-
stroms wird am Ende des Impulses gemessen (Tab.2).
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m Mittelwerte der Stromamplituden K.v. 1.2  m  Mittelwert der Stromamplituden K.v. 1.3

Kv. 1.2 Kontrolle Kv. 1.242% P.Serum  Kv. 1.3 Kontrollse  Kv. 1.34+2% P.Serum

1500

1125

750

375

o

Tab.2

Kv 1.2 Kontrolle ohne Serum ( N=26 1022 pA +/- 72)

Kv 1.2 +2% Patientenserum Tag 3 (N=24 680 pA +/- 76)
Kv 1.3 Kontrolle ohne Serum ( N=11 368 pA +/- 128)

Kv 1.3 +2% Patientenserum Tag 3 (N=10 317 pA +/- 112)

Far Kv1.2 Zellen gibt es bereits Befunde aus unserem Labor (Ziaiean,
2008). Eine Inkubation dieser Zellen mit Patientenserum bewirkte eine Ab-
nahme der Stromamplitude auf 55% des Kontrollwertes (Tab.2, rote Balken).
Wenn man diese Messungen an Kv1.3 Zellen unter den gleichen Bedingun-
gen durchfahrt, stellt man fest, dass die mittlere Kaliumstromamplitude unter
Kontrollbedingen kleiner ist als bei den Kv1.2 Zellen. Das bedeutet, dass die
Kv1.3 Zellen weniger Kanale exprimieren, die Kanaldichte bei gleicher Zell-
gr6Be also kleiner ist. Eine deutliche Abnahme der Kaliumstréme nach drei-
tagiger Einwirkung von Patientenserum, wie bei den Kv1.2 Zellen, ist jedoch
nicht festzustellen. Dieses Ergebnis bestétigt die Befunde aus den Untersu-
chungen zur AK-Bindung und zur Zytotoxizitat aus den vorhergehenden Ab-
schnitten.
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3.3 Rasmussen Enzephalitis

Die RE Antigene sind im Gegensatz zu den LE Antigenen, bei der mit den
VGKC-Komplex Antikérpern eine charakteristische Gruppe von Autoantikér-
pern vorliegt, weitgehend unbekannt. Zum Nachweis von RE-AutoantikGrpern
ist also die Verwendung eines spezifischen Autoantigens nicht mdglich. Das
hat uns dazu gebracht, fir den zweiten Teil dieser Arbeit einen anderen expe-
rimentellen Ansatz zu wéhlen. Den RE-Autoantikbrpern wurden nicht Zelllini-
en mit spezifischen Antigenen, sondern spezielle Zellen mit inrem nattrlichen
Spektrum an potentiellen Antigenen als Ziele angeboten. Als Zielzellen kom-
men sowohl Neurone, als auch Astrozyten in Frage, da beide Zellgruppen
wéahrend einer Autoimmunreaktion bei RE-Patienten angegriffen und zerstort
werden. Bei der Vielfalt an funktionellen und lokalen Differenzierungen von
Nervenzellen erschien es sinnvoll Astrozyten als einheitliche Zellgruppe fir
die folgenden Experimente zu verwenden.

Antikérper der RE-Patientin standen flur unsere Untersuchungen in zwei
verschiedenen Lésungen zur Verfigung:

-als Serum, entnommen wahrend verschiedener Klinikaufenthalte der Pa-
tientin

-als Eluat eines Immunadsorptionsverfahrens, das wahrend einer akuten
Krankheitsphase der Patientin durchgefihrt wurde.

Beide AK enthaltende L6sungen haben fur die durchzufiUhrenden Unter-
suchungen verschiedene Vor- und Nachteile.

Der Vorteil des Eluats ist, dass es im akuten Krankheitsstadium entnom-
men werden konnte. Es enthalt vermutlich Autoantikbper in maximaler Kon-
zentration und in groBen Mengen. Der Nachteil des Eluats ist, dass kein Kon-
trolleluat zur Verfigung steht.

Der Vorteil des Patientenserums ist, dass es Komplement enthélt und
somit sehr gut geeignet ist fir die Zyotoxizitatstests. Eine geeignete Negativ-
kontrolle ist das Serum von gesunden Patienten. Der Nachteil des Patienten-
serums ist, dass kleine Mengen des Serums zu verschiedenen Zeitpunkten
entnommen wurden und diese wahrscheinlich unterschiedliche Autoantikor-
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per-Konzentrationen haben. Dadurch ist kein Vergleich der Konzentration
maglich.

3.3.1 Antikoérperbindung an Astrozyten

Far die Untersuchungen zur AK-Bindung wurden Primarkulturen von
Astrozyten der Ratte verwendet, die uns Prof. Lucius (Anatomisches Institut)
zur Verfligung gestellt hatte. Der technische Ablauf entsprach dem der Expe-
rimente mit Fibroblasten aus Kap. 3.3. Die Astrozyten wurden flr 24 Stunden
mit dem Eluat der RE-Patientin (Verdinnung 1:100) inkubiert. Da Eluat einer
gesunden Person nicht zur Verfigung stand, wurde humanes Serum (1:100)
als Kontrolle verwendet. Eine biologische Negativkontrolle ist auch hier we-
gen der Verwendung von Zellen und Serum der unterschiedlichen Spezies

nicht moglich.

Abb.8 Astrozyt Kontrolle

Abb. 8 zeigt einen Astrozyten inkubiert mit humanem Kontrollserum. Im
Gegensatz zu den Anfarbungen bei Fibroblasten, sind bei den groBen flach
auswachsenden Astrozyten die angefarbten Zellstrukturen (interspezifische
Antigene) deutlich zu erkennen.
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Durch humane Antikérper werden in Rattenastrozyten angefarbt: Kerne
(schwach), Endoplasmatisches Retikulum (schwach), saures Gliafaserprotein
(stark), keine randstandigen Strukturen. Zellgrenzen sind praktisch nicht zu

erkennen.

Abb. 9 Astrozyten RE-Eluat

Abb.9 zeigt eine Gruppe von Astrozyten nach Inkubation mit dem Eluat
der RE-Patientin. Die Anfarbung durch die Antihumanzweitantikdrper ist um
GréBenordnungen stéarker als beim Kontrollserum. Im Vergleich zum Kontroll-
bild ist die Intensitdt des Bildes um das dreifache verringert (exp.time Eluat
126 ms, Kontollserum 398 ms). Dieser Befund hat jedoch wegen der unsiche-
ren AK-Konzentrationen in Eluat und Serum keine groBe Aussagekraft. Wich-
tig ist vielmehr das Auftauchen zusétzlicher AK-Bindungsstellen und deren
Lokalisation innerhalb der Zellen. So sind wesentlich mehr intrazellulare
Strukturen angefarbt als bei dem Kontrollserum. Die deutliche Anfarbung der

Zellrander zeigt uns, dass die zusatzlichen Antigene membranstandig oder
unmittelbar unterhalb der Zellmembran liegen.
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3.3.2 Antikérperbindung an Gliomazellen

Zwischen Antikdrpern aus dem Eluat der RE-Patientin und Rattenastrozy-
ten haben wir eine Interaktion feststellen kbnnen. Um die Aussagekraft der
Versuche zu steigern haben wir beschlossen, den Versuchsansatz in zwei
Punkten zu verandern:

-Keine tierischen Zellen mehr in den Versuchen zu verwenden, um zu-
satzliche unspezifische Antikbrperbindungen zu vermeiden

- Ein geeignetes Kontrolleluat zu finden, um nicht Eluat und Serum ver-
gleichen zu mussen.

Da Priméarkulturen aus humanen Astrozyten nicht zu bekommen waren,
haben wir uns entschlossen, die weiteren Versuche mit Gliomazellen durch-
zufihren. Frau Prof. Held-Feindt (Neurochirurgie UKSH) hat uns drei humane
Gliomazelllinien (A172, U373 und T98G) zur Verfigung gestellt, in der Hoff-
nung, dass diese Zellen noch wesentliche Astrozytengeschaften haben, um
uns als Astrozyten-Ersatz zu dienen.

Als Kontrolleluat haben wir Eluat eines Patienten aus der Nephrologie
(UKSH) verwendet. Wir hatten die berechtigte Hoffnung, dass dieser Patient
keine neurologischen AutoantikOrper entwickelt hat. Im Eluat dieses Patienten
haben wir jedoch eine sehr hohe Konzentration von AutoantikGrpern gegen
das endoplasmatische Retikulum der Zellen gefunden. Dies hangt sicher mit
der Erkrankung des Patienten (Gasbrand) zusammen. Durch sie wurde eine
groBe Anzahl von Koérperzellen zerstort, was zur Entstehung von ER-Autoan-
tikbrpern fahrt,
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In Abb.10 ist eine groBe und mehrere kleine Zellen der Linie U373 zu se-
hen, die mit dem Kontrolleluat inkubiert worden sind. Die ER-Anfarbung ist
auffallig, als leuchtende kdérnige Flache um den etwas dunkleren Kern. Zell-
grenzen, bzw. die Zellmembran ist jedoch nicht zu erkennen.

In Abb. 11 wurden die Zellen mit RE-Eluat inkubiert. Der Unterschied ist
augenscheinlich. Es zieht sich ein leuchtender Saum um den ganzen Zellkor-
per. Hier wurden Strukturen angefarbt, die entweder mem-branstandig sind
oder sich direkt unter der Membran befinden.

Abb. 10 U373 Zelllinie inkubiert Abb.11 Zellinie U373 inkubiert mit RE-Eulat

mit Kontrolleulat
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Wir konnten feststellen, dass die Gliomazelllinien schnell wachsen, in der
Reihenfolge:

- A172 wachsen am langsamsten,
- die Wachstumsrate der U373 Zelllinie lag zwischen A172 und T98G, ! -T98G
wachst am schnellsten.
Die Intensitat der Anfarbung und die damit verbundene Dichte der antigenen
Strukturen in der Zellmembran verhalt sich proportional zu der Wachstums-
geschwindigkeit: Die Immunfarbung zeigte, dass die A172 Zellen nur sehr

schwach angefarbt wurden, die U373 etwas starker als die A172 und die
T98G Zellen das stérkste Farbbild hinterlieBen (Abb.12).

Abb. 12 Zelllinien: links A172, mitte U373, rechts T98G

Die Lage der Epitope ist bei den T98G Zellen deutlich zu erkennen. Diese
Zellkultur wachst sehr schnell. Bereits nach drei Tagen sind in der Petrischale
kaum Einzelzellen zu finden, da sich die Zellen paarweise oder in kleinen
Gruppen zusammenschlieBen. Vielfach bilden sie auch groBe nahe zu kon-
fluente Flachen. Bei den spindelfdrmigen Einzelzellen sind die angeféarbten
Stellen meist in dem vom Kern am Weitesten entfernten Membranbereich zu
finden (Abb.13 ). Schon bei zwei eng zusammenliegenden Zellen kann man
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erkennen, dass die angefarbten Membranbereiche eine Art gemeinsame
»<Ausengrenze“ bilden (Abb. 13).

Abb. 13 T98G Zelllinie inkubiert Abb. 14 T98G Zelllinie inkubiert mit Eulat
mit Eulat

Besonders deutlich ist dieser Effekt bei konfluenten Zellflachen. Hier sind
eigentlich nur noch die sehr stark angefarbten AuBengrenzen zu sehen
(Abb.14). Abgrenzungen der Zellen innerhalb der Flache sind nicht angeféarbt.

Nach Inkubation mit Patienteneluat waren die Zellrdnder bei allen Glioma-
Zellinien sichtbar angefarbt, insofern eine Bestatigung unserer Ergebnisse an
Ratten-Astrozyten.
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3.3.3 Zytotoxizitatversuche

Zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung von RE-Autoantikérpern auf
Gliomazellen wurde die Zellinie T98G ausgewahlt, weil sie einerseits eine
sehr hohe Wachstumsrate aufweist und anderseits die Intensitat der Anfar-
bung bei den Immunfluoriszenzversuchen am deutlichsten war.

In einer ersten Versuchsserie wurden evil. Auswirkungen auf das Wachs-
tum der Zellkulturen untersucht. Eine Stérung des Zellwachstums konnte je-
doch nicht festgestellt werden. Selbst bei Kultivierung der T98G Zellen in un-
verdinntem Patienten- und Kontrollserum war nach drei Tagen kein Unter-
schied in der Zelldichte erkennbar. Ein massenhaftes Absterben der Glioma-
zellen durch RE-Antikdrper war damit ausgeschlossen.

In einer weiteren Versuchsserie wurde zu den Seren aktiviertes Kanin-
chen-Komplement hinzugefiigt. Dadurch sollten kurzfristige oder nur gering-
fugige AK-bedingte Zellschaden, die die langfristige Wachstumsrate der
Gliomazellen nicht beeinflussen, aufgezeigt werden.

Zu diesem Zweck wurden Gliomazellen 3 Tage in Petrischalen kultiviert.
Nach dieser Zeit wurden sie fur zwei Stunden mit Test- bzw Patientenserum
(unverdiinnt) plus180 ul Komplemet inkubiert. Die Anzahl der abgestorbenen
Zellen wurde anschlieBend mit Trypanblau bestimmt. Sie sind deutlich an der
Kernfarbung zu erkennen (Abb. 16a). Ein Vergleich von Abb. 15 und 16 zeigt,
dass in Anwesenheit von Patientenserum nur wenige Zellen (< 10%) abges-
torben sind. Da vor der Inkubationszeit aber durch grindliches Spulen alle
bereits toten Zellen abgeldst und entfernt wurden, kann man davon ausge-
hen, dass die wenigen Zellen tatséchlich als Folge der Autoantikdrpereinwir-
kung zerstort wurden.
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Abb. 15 Zellinie T98G Kontrolle

Abb.16 Zellinie T98G inkubiert mit
RE-Serum,

(Ausschnitt Abb. 16a)
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Dieser geringe zytotoxische Effekt der RE-Autoantikérper auf Gliomazel-
len brachte uns dazu denselben Versuchsansatz mit Pirmarkulturen von Rat-
tenastrozyten zu wiederholen.

Abb. 17 Gruppe von
Astrozyten inkubiert mit
1% Kontrollserum,

Abb. 18 Gruppe von
Astrozyten inkubiert mit
1% Patientenserum,
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Hier bestand aber wieder das Problem, dass humanes Serum auf tieri-
sche Zellen trifft, was zur Folge hatte, dass in unverdinnten Seren (Patient
wie Kontrolle) die Astrozytenkulturen komplett zerstért wurden. Ein Arbeiten
mit unverdiinnten Seren war also nicht méglich. Durch eine Verdinnungsrei-
he wurde nach einer Serumkonzentration gesucht, bei der im Kontrollserum
ein Uberleben aller Zellen gewdhrleistet war, sodass zusétzliche zytotoxi-
sche Effekte der AK im Patientenserum aufgedeckt werden kénnen. Bei ei-
ner Verdinnung der Serumkonzentration auf 1% wurden nach Inkubation mit
Kontrollserum keine abgestorbenen Zelle gefunden (Abb. 17 und 18). Nach
Inkubation mit Patientenserum waren vor allem an den Randern konfluenter
Zellgruppen groBere Mengen beschadigter Zellen zu sehen. Diese Lokalisati-
on der Zellschaden deckt sich mit den Ergebnissen der AK-Bindungsstudie.
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4 Diskussion

Die Bildung von Antikérpern im spezifischen Teil des Immunsystems folgt
einem vorgegebenen Weg Uber Antigen préasentierende Zellen, B-Zell Akti-
vierung in Kooperation mit TH2-Zellen, B-Zell Proliferation, Differenzierung zu
Plasmazellen und schlieBlich Antikérper (AK) Produktion. In der Regel wer-
den AK nur gegen koérperfremde Antigene gebildet, da wahrend der Reifung
des Immunsystems alle immunkompetenten Zellen mit Antigenrezeptoren
gegen korpereigene Molekulstrukturen durch negative Selektion eliminiert
werden. Dieser Schutzmechanismus gegen Autoimmunreaktionen versagt
immer dann, wenn koérpereigene Strukturen plétzlich fir das Immunsystem
erreichbar werden, die vorher physiologisch nicht zuganglich waren, also
auch fur eine negative Selektion nicht prasentiert werden konnten. Dies ist
u.a. der Fall, wenn gréBere Mengen von Gewebszellen zerstért werden. Hier
kénnen sich Autoantikérper gegen nun frei werdende intrazellulare Strukturen
bilden.

Die Bildung neuronaler Autoantikérper, also Autoantikbrper gegen Struktu-
ren und Zellen des ZNS, ist darlber hinaus noch dadurch erschwert, dass
das Gehirn ein jimmunprivilegiertes“ Organ darstellt. Es besitzt kein lymphati-
sches System, die Blut-Hirn-Schranke bildet eine Barriere flr gréBere Mole-
kile, Proteine und Immunzellen und es werden fast keine MHC Moleklle ex-
primiert ( Wekerle, 2002). Die Entstehung neuronaler Autoantikdrper setzt al-
so ein Versagen dieser naturlichen Barriere voraus, entweder lokal durch Ver-
letzung oder groBflachig durch eine Permeabilitdtserh6hung der Blut-Hirn-
Schranke. Dies wirde zu einer Infiltration von Immunzellen und proinflamato-
rischer Zytokine fuhren. Wie es unter diesen Umstéanden zur Bildung von neu-
ronalen Autoantikdrpern kommt ist noch weitgehend ungeklart und vermutlich
auch von Fall zu Fall unterschiedlich.

Sicherlich steht die Bildung von AK am Ende einer Autoimmunreaktion, an
deren Anfang die Zerstérung von Zellen des ZNS steht. Dadurch werden
Strukturen freigesetzt, die aufgrund einer fehlenden negativen Selektion vom
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Immunsystem als ,Antigene” erkannt werden. Fir den Beginn dieser Kausal-
kette, der Zerstérung von Zellen des ZNS (Neurone, Gliazellen, Astrozyten),
werden verschiedene Zellen des Immunsystems diskutiert, die nach Infiltrati-
on ins ZNS dazu in der Lage waren. Naturliche Killerzellen (NK) werden hau-
fig in einem sehr frihen Stadium einer Immunreaktion nach Verletzung oder
Infektion im ZNS gefunden (Hao et al. 2010). NK, die darauf spezialisiert sind
MHC-negative Zellen anzugreifen, wirden in einem solchen Umfeld reichlich
Zielzellen finden. Eindringende Lymphozyten sollten zunachst kein groBeres
Problem darstellen, da die Zellen des ZNS durch die fehlende Auspragung
von MHC-Molekuilen vor deren Angriffen geschutzt sein sollten. Allerdings ist
auch bekannt, dass MHC-negative Zellen des ZNS unter bestimmten Um-
stdnden (z.B. als Folge eines entzlndlichen Prozesses) zu MHC-positiven
Zellen und damit angreifbar fur CD8+T-Killerzellen werden kénnen (Chevalier,
et al. 2010). So zeigten histopathologische Befunde an RE-Patienten Berei-
che im ZNS, in denen sich CD8-T-Zellen in unmittelbarer Nahe zu MHC-posi-
tiven Neuronen befanden ( Schwab, et al. 2009). Nach Ablauf dieser beiden
Prozesse (Dysfunktion der Blut- Hirn-Schranke, Zerstérung von Zellen) ist es
fast zwangslaufig, dass Bruchstlicke der zerstdrten Zellen das periphere lym-
phatische Gewebe erreichen. Dort werden sie als mégliche Antigene prasen-
tiert. Dies fuhrt im Rahmen der normalen spezifischen Immunabwehr zur Bil-
dung von Anti-ZNS-Autoantikdrpern, die dann im Serum von Patienten nach-
gewiesen werden konnen.

Inwieweit die im Serum zirkulierenden Autoantikdrper den klinischen Pha-
notyp einer neuronalen Autoimmunerkrankung bestimmen, ist noch unklar.
Von allen Autoantikérpern, die den Weg uber die Blut-Hirn-Schranke zuriick
ins ZNS finden, besitzen nur diejenigen ein pathogenes Potential, die gegen
Oberflachenstrukturen der Zellen im ZNS gerichtet sind, denn nur sie waren
in der Lage gesunde Zellen anzugreifen. Sie kénnten durch Markierung
dieser Zellen zu deren Zerstérung beitragen. Sollten die Oberflachenautoan-
tigene allerdings funktionell wichtige Membranproteine (lonenkanéale, Rezep-
toren etc.) sein, so kénnten die AK allein durch ihre Bindung zur Funkti-
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onsanderung oder zum Funktionsverlust dieser Zellen fihren (Zhou et al,
1998).

Innerhalb dieses Problemkreises bewegte sich die vergleichende experi-
mentelle Untersuchung dieser Arbeit. Uns standen Antikérper von zwei Pati-
enten mit einer neuronalen Autoimmunerkrankung zur Verfigung. In einem
Fall handelte es sich um einen Patienten mit limbischer Enzephalitis (LE), im
anderen Fall um eine Patientin mit Rasmussen Enzephalitis (RE).

Im Falle der LE sind einige der Oberflachenantigene bekannt, gegen die
die Autoantikorper gerichtet sind. Es handelt sich dabei um Glutamat-Rezep-
toren, Gaba-Rezeptoren und Kaliumkanalkomplexe.(Vincent et al. 2011).
Unter einem Kaliumkanalkomplex ist der spannungsabhangige Kaliumkanal
sowie die damit assoziierten Proteine LGI1 und CASPR2 zu verstehen. Unter
diesen Voraussetzungen ist eine Analyse der Antigen-AntikOrper Interaktion
mdglich unter Verwendung transfizierter Zellen, die jeweils nur ein spezifi-
sches Antigen exprimieren. Im Falle des LE-Patienten wurde im Labor von
Frau Dr. Vincent (Oxford) festgestellt, dass sein Serum Autoantikérper gegen
die Kaliumkanalvarianten Kv1.1, Kv1.2 und Kv1.6 in hoher Konzentration
enthielt. Fur eine vergleichende Untersuchung wurden von uns stabil transfi-
zierte Fibroblasten verwendet, die Kv1.2 exprimieren, sowie zusatzlich eine
Zelllinie, die den Kanaltyp Kv1.3 exprimiert. Die Einbeziehung des Kanaltyps
Kv1.3 in die Studie hatte mehrere Grinde. Dieser Kanal ist mit den beiden
anderen Kanélen (Kv1.1 und Kv1.2) sehr eng verwandt und strukturell auch
sehr ahnlich. Dennoch konnte er mit dem Verfahren von Fr. Dr. Vincent als
Autoantigen nicht nachgewiesen werden, da dieses Verfahren auf der Dend-
rotoxin-Bindungsféhigkeit beruht, welche dem Kanal Kv1.3 fehlt. AuBerdem
ist Kv1.3 ein funktionell wichtiger spannungsgesteuerter Kaliumkanal fur das
Immunsystem. Er ist essentiell flr die Steuerung von Aktivierung und Prolife-
ration von T-Zellen. Eine &hnlich funktionelle Bedeutung fur B-Zellen wird
vermutet (Wulff et al. 2004). Eine Schadigung dieses Kanals durch Autoanti-
korper wirde einer Immunsuppression gleichkommen und ware mit dem
Krankheitsbild LE nicht vereinbar.
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In einem ersten Versuchsansatz wurde im Vergleich zwischen Patienten-
serum und dem Serum einer gesunden Person (Kontrollserum) die Bindung
von Autoantikorpern an Kv1.1, Kv1.2 und Kv1.3 exprimierenden Fibroblasten
(Ratte) untersucht. Diese immunzytochemische Untersuchung besitzt
allerdings nur eingeschréankte Aussagekraft. Durch die Verwendung von tieri-
schen Zellen und humanem Serum ist eine biologische Nullkontrolle nicht
madglich, d.h. auch bei Inkubation mit dem Kontrollserum gibt es eine Anfar-
bung der Zellen. Der Intensitatsunterschied in der Anfarbung zwischen Kon-
trollserum und Patientenserum ist jedoch deutlich genug, um zu erkennen,
dass bei den Kv1.1 und Kv1.2 Zellen eine zusatzliche Anfarbung nach Inku-
bation mit Patientenserum stattgefunden hat, bei den Kv1.3-Zellen jedoch
nicht. Um Ak-bindende Strukturen (membranstandig?, intrazellular?) zu er-
kennen, ist diese Versuchsserie jedoch nicht geeignet.

In weiteren Experimenten mit den Kv1.1 und Kv1.2 exprimierenden Zellen
konnte gezeigt werden, dass die Autoantikorper gegen diese Kaliumkanale
konzentrationsabhangig zwei unterschiedliche pathogene Effekte verursa-
chen kénnen. Bei geringer Konzentration kommt es zu Funktionveranderun-
gen der betroffenen Zellen, bei héheren Konzentrationen zu massiven Zell-
schadigungen bzw. zum Absterben der Zellen.

Zur Untersuchung dieses zytotoxischen Effekis sind die verwendeten
Fibroblastenkulturen sehr gut geeignet, denn sie besitzen eine hohe Teilungs-
und Wachstumsrate. Zunachst wurde die Serumkonzentration in den Ver-
suchanséatzen herabgesetzt, um zu verhindern, dass bereits das Kontrollse-
rum Zellschaden verursacht. Bei einer Inkubation von Fibroblastenzellkultu-
ren (Kv 1.2) mit 10% Kontrollserum zeigen die Zellen eine normale Wachs-
tumsrate. Sie bilden, mit einer Konzentation von 200000 Zellen/ml in Petri-
schalen ausgesat, nach drei Tagen eine konfluente Zellschicht. In Gegen-
wart von 10% Patientenserum kam es bereits nach einem Tag zu erheblich-
em Zellverlust, eine konfluente Zellschicht wurde auch nach drei Tagen nicht
erreicht. Bei den Fibroblasten, die den Kanal Kv1.3 exprimieren, war ein sol-
cher zytotoxischer Effekt durch das Patientenserum nicht zu beobachten.
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Durch eine weitere Reduktion der Konzentration von Kontroll- und Patien-
tenserum auf 2% konnten auch bei den Kv1.1 und Kv1.2 exprimierenden
Fibroblasten Zellschaden vermieden werden. Eine dreitagige Inkubation mit
Patientenserum dieser Konzentration flhrte jedoch zu einer signifikanten
Funktionsanderung der Zellen, namlich zu einer Reduktion der Kaliumstrome
auf etwa 50%. Dies wurde mit der Patch-Clamp-Methode im sog. Whole-cell
—mode gemessen. Der so gemessene Gesamt-Kaliumstrom ist reprasentativ
fur die Anzahl der funktionsfahigen Kaliumkanale einer Zelle. Eine Abnahme
des Kaliumstroms um 50% wirde demnach bedeuten, dass etwa die Hélfte
der Kaliumkanale (Kv1.1 und Kv1.2) in Anwesenheit von VGKC-Autoantikér-
pern ihre Leitfahigkeit verloren hatten.

Aus den vorliegenden Befunden lasst sich schlieBen, dass die Konzentra-
tion der AutoantikOrper bestimmt, welcher von zwei moglichen pathogenen
Effekten im Vordergrund steht. Eine hohe Konzentration flhrt zur Zerstérung
von Zellen, aber auch bei geringerer Konzentration kann es zu Zellschadi-
gungen in Form von Funktionsanderung oder Funktionsverlust kommen.

Von den hier beschriebenen pathogenen Effekten waren die Kv1.3 expri-
mierenden Zellen ausgeschlossen, obwohl diese Kaliumkanal-Untereinheiten
auch von Zellen des ZNS exprimiert werden und bei deren Zerstérung im
Rahmen einer Autoimmunreaktion als potentielle Autoantigene in Frage
kdmen. Dass sich im LE-Patientenserum keine Kv1.3 Autoantikérper befan-
den, kann nur damit erklart werden, dass wéhrend der negativen Selektion
alle entsprechenden Antigen-Rezeptoren eliminiert wurden. Das hangt sicher
damit zusammen, dass Kv1.3 Kanéle eine wichtige Rolle bei Aktivierung und
Proliferation von T- und B-Zellen spielen. Eine Schadigung dieser Kanéle
wurde eine erhebliche immunsuppressive Wirkung nach sich ziehen (Wulff et
al. 2004).

Im Gegensatz zur LE, bei der mit den VGKC-Komplex Antikérpern eine
charakteristische Gruppe von Autoantikérpern vorliegt, die bei der Mehrzahl
aller LE-Patienten gefunden wird und deshalb diagnostisch von groBer Be-
deutung ist, ist das Autoantikdrper-Profil bei RE-Patienten unibersichtlich.
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Autoantikérper gegen verschiedene Antigene wie GIuR3 (Watson et al. 2005),
NAChR und Munc18-1 (Alvarez-Baron et al. 2008) findet man nur bei einem
Teil der RE-Patienten oder nur in einem bestimmten Stadium der Krankheit.
Zum Nachweis von RE-AutoantikGrpern war also die Verwendung eines spe-
zifischen Autoantigens nicht praktikabel. Deshalb wurde far den zweiten Teil
dieser Arbeit ein anderer experimenteller Ansatz gewahlt. Nicht spezielle An-
tigene, exprimiert in einer Zelllinie, sondern spezielle Zellen mit ihrem natirli-
chen Spektrum an potentiellen Antigenen werden den RE-Autoantikérpern als
Ziele angeboten.Aus histopathologischen Befunden ist klar, dass es bei RE-
Patienten zum Verlust sowohl von Neuronen als auch von Astrozyten kommt
(Schwab et al. 2009). Bei der Vielfalt von Funktion und Lokalisation von Ner-
venzellen erschien es sinnvoll Astrozyten als ,Zielzellen® zu verwenden, eine
einheitliche Zellgruppe, die nur im ZNS vorkommt.

In einer ersten Versuchsserie wurden Primarkulturen aus Rattenastrozy-
ten verwendet. Sie wurden mit dem Eluat einer RE-Patientin inkubiert, das
mit einem Immunadsoptionsverfahren wahrend einer sehr akuten Phase der
Erkrankung gewonnen wurde. Da Kontrolleluat nicht zur Verfigung stand,
wurde als Kontrolle das Serum einer gesunden Person eingesetzt. Die Er-
gebnisse der immunzytochemischen Experimente sind also mit einigen Ein-
schrankungen in der Aussagekraft zu interpretieren. Eine biologische Nullkon-
trolle ist auch bei diesen Experimenten (tierische Zellen, humanes Serum)
nicht moglich. Ein Intensitatsvergleich in der Anfarbung gebundener AK wére
nicht aussagekraftig, da weder bei dem Eluat, noch bei dem Kontrollserum
von definierten AK-Konzentrationen ausgegangen werden kann. Somit
kommt der Analyse der angefarbten (also von AK als Antigen markierten)
Zellstrukturen eine groBe Bedeutung zu. Die Aussagekraft der Experimente
liegt also eher in einem qualitativen als einem quantitativen Vergleich zwi-
schen Astrozyten, die mit Patienten-AK oder Kontroll-AK behandelt wurden.
Dieser qualitative Vergleich ist allerdings mit den hier verwendeten Astrozyten
sehr gut moglich, da bei diesen flach auswachsenden Zellen die angefarbten
intrazellularen oder membranstéandigen Strukturen sehr gut zu erkennen sind.
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In Rattenastrozyten werden durch humane AK im Kontrollserum hauptsach-
lich intrazellulare Strukturen markiert. Kerne und endoplasmatisches Retiku-
lum (ER) sind schwach angefarbt, saures Gliafaserprotein ist als filigraner
Facher deutlich zu erkennen. Wichtig ist vor allem, dass keine randstandigen
Strukturen markiert sind, die Zellgrenzen sind praktisch nicht zu erkennen.
Ein deutlicher qualitativer Unterschied zeigt sich nach Inkubation der Astrozy-
ten mit Patienteneluat. Es wurden wesentlich mehr intrazellulare Strukturen
angefarbt als durch das Kontrollserum. AuBerdem ist eine deutliche Anfar-
bung der Zellrander zu erkennen, d.h. es wurden zusatzliche Antigene mar-
kiert, die membranstandig sind oder unmittelbar unterhalb der Zellmembran
liegen. Die Tatsache, dass noch zusatzlich intrazellulare Strukturen durch AK
aus dem Patienteneluat markiert wurden, stutzt die These, dass der Autoanti-
korperbildung eine Zerstérung von Astrozyten im ZNS vorangegangen sein
muss (s.0.).

In einer weiteren Serie zum Nachweis von Autiantikbrpern im Patienten-
eluat wurde der Versuchsansatz in zwei Punkten verandert. Um zusatzliche
unspezifische AK-Bindung zu verhindern, wurden Ratten-Astrozyten durch
humane Glioma-Zelllinien ersetzt, in der Hoffnung, dass diese Zellen noch
genugend Astrozyteneigenschaften besitzen, um als Astrozytenersatz zu die-
nen. AuBBerdem sollte als Kontrolle ebenfalls Eluat verwendet werden, nam-
lich das Eluat eines Patienten aus der Nephrologie, in der Hoffnung, dass
dieser Patient keine neuronalen AK entwickelt hat.

Im Laufe der Untersuchungen wurde im Eluat dieses Patienten eine hohe
Konzentration von Autoantikérpern gegen das endoplasmatische Retikulum
der Zellen gefunden. Das mag mit der Erkrankung des Patienten (Gasbrand)
zusammenhangen, denn ER-AK entstehen vor allem dann, wenn eine grof3e
Anzahl von Zellen zerstort wird. Die Anfarbung durch die Antihumanzweitanti-
koérper war um GroBenordnungen starker als bei Eluat der RE-Patientin (glei-
che Konzentration). Ein Intensitatsvergleich machte also keinen Sinn. Wenn
man aber die mit RE-Eluat behandelten Zellen phototechnisch auf dieselbe
Helligkeit bringt, wie die mit Kontrolleluat behandelten, so kann man doch
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faszinierende Unterschiede erkennen. Die ER-AK im Kontrolleluat flhren
zwar zu einer deutlichen ER-Anfarbung. Was man aber Uberhaupt nicht sieht,
sind die Zellgrenzen bzw. die Zellmembran. Nach Inkubation mit Patienten-
eluat war bei allen Glioma-Zelllinien eine Anfarbung der Zellrander erkennbar.
Insofern eine Bestatigung unserer Ergebnisse an Ratten-Astrozyten.

Da die Suche nach funktionellen Veranderungen der Zellen bei ungewis-
sen Autoantigenen sinnlos wére, beschrankt sich die Unersuchung des pa-
thogenen Potentials der RE-Autoantikdrper auf mdgliche zytotoxische Effek-
te. In dieser Versuchsserie kam Patientenserum zum Einsatz. Ein Einfluss
der RE-Autoantikérper auf die Wachstumsrate der Glioma-Zelllinien konnte
nicht festgestellt werden. Selbst nach Inkubation mit unverdiinntem Patien-
ten- bzw. Kontrollserum war nach 48 Stunden kein Unterschied in der Zell-
dichte zu erkennen. Ein AK bedingtes Absterben einer gr6Beren Anzahl von
Gliomazellen kann damit ausgeschlossen werden. In einem weiterem Ver-
suchsansatz wurde zuséatzlich aktiviertes Komplement (Kaninchen) verwen-
det. Dieser Ansatz sollte dazu dienen, AK-bedingte Zellschaden, die nur kurz-
fristig auftreten oder zu geringfligig sind, um die langfristigen Wachstumsra-
ten der Gliomazellen zu beeinflussen, aufzuzeigen. Tats&chlich findet man
nach Inkubation mit unverdiinntem Patientenserum einige wenige (< 10%)
Zellen, die durch Kernfarbung als abgestorben zu erkennen sind. Da unmit-
telbar vor den Versuchen durch mehrfaches Spulen bereits tote Zellen abge-
I6st und ausgespult wurden, kann man davon ausgehen, dass diese markier-
ten Zellen wahrend der 2 Std. Inkubationszeit abgestorben sind.

Dieser geringe Effekt mag daran liegen, dass Gliomazellen als Tumorzel-
len flr Zytotoxizitatstests nicht unbedingt geeignet sind. Derselbe Versuchs-
ansatz wurde deshalb noch einmal mit Primarkulturen von Rattenastrozyten
durchgefuhrt. Bei diesem Ansatz treffen wieder tierische Zellen auf humanes
Serum, was zur Folge hatte, dass in unverdinnten Seren (Patient wie Kon-
trolle) die Astrozytenkulturen komplett zerstért wurden. Durch eine Verdin-
nungsreinhe wurde ermittelt, dass nach einer Verdinnung auf 1% in Kontroll-
und Patientenserum alle Zellen am Boden der Kulturschalen haften blieben.

59



Eine Kernfarbung zeigte jedoch, dass im Patientenserum eine gréBere Men-
ge von Zellen abgestorben war, insbesondere an den Randern konfluenter
Zellhaufen. Dieser Befund deckt sich sehr schén mit den Ergebnissen der
AK-Bindungsstudie.

In der hier vorliegenden Studie zum Nachweis und zur Bedeutung von Au-
toantikOrpern bei zwei verschiedenen Formen der Autoimmunenzephalitis hat
sich die Verwendung von Zellkulturen als geeignete Methode erwiesen. Bei
bekannten Autoantigenen (wie bei der LE) sind transfizierte Zelllinien bes-
tens zum monospezifischen Nachweis der entsprechenden Autoantikérper im
Serum von Patienten geeignet. Zellkulturen dieser Art werden von verschie-
denen Firmen inzwischen auch als serologische Marker zur Differentialdiag-
nose der Autoimmun-Enzephalitis angeboten. Mit diesen transfizierten Zellen
lassen sich auch, wie in dieser Arbeit gezeigt, konkrete Aussagen uber das
pathogene Potential der Autoantikbrper machen.

Auch bei anderen Formen der Autoimmun-Enzephalitis, bei denen es kei-
ne eindeutige Identifizierung von Autoantigenen gibt, bei denen das AK-Profil
von Patient zu Patient unterschiedlich oder vom Stadium der Erkrankung ab-
hangig sein kann (wie bei der RE), erwies sich der Ansatz mit Zellkulturen zu
arbeiten als tauglich. Hier konnten an potentiellen Zielzellen, auch in Erman-
gelung einer echten biologischen Null-Kontrolle, zusatzliche Bindungsstellen
von Autoantikérpern aus Patientenserum hinreichend sicher aufgezeigt wer-
den. Dass in unseren Experimenten nur eine geringe zytotoxische Wirkung
nachgewiesen werden konnte, mag am AK-Profil der Patientin oder an den
verwendeten Zellkulturen liegen. Dieser Nachweis ist mit spezifischen Auto-
antigenen transfizierten Zellen sicher Uberzeugender zu fuhren.
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5 Zusammenfassung

Limbische Enzephalitis (LE) und Rasmussen Enzephalitis (RE) sind Auto-
immunerkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS), bei denen Autoan-
tikbrper gegen Strukturen des ZNS entstehen, die im Serum der Patienten
nachzuweisen sind. Fur die vorliegende Studie stand uns Serum von zwei
Patienten zur Verfigung, die an LE bzw. RE erkrankt waren. Der Nachweis
von Autoantikdérpern in diesen Seren wurde mit Methoden der Immunzyto-
chemie durchgeflihrt. Die Bedeutung (pathogenes Potential) dieser AntikOrper
wurde durch die Untersuchung funktioneller Verdnderungen der betroffenen
Zellen und durch Zytotoxizitatstests ermittelt. Bei der LE ist mit dem VGKC-
Komplex ein Oberflachenantigen bereits bekannt. Unter VGKC- Komplex ver-
steht man spannungsabhéangige Kaliumkanale und die damit assoziierten
Proteine. So konnte ein monospezifischer Nachweis flr eine Antikérperinter-
aktion durchgefiihrt werden. Zum Einsatz kamen dabei stabil transfizierte
Zelllinien (Fibroblasten), die jeweils einen speziellen Kaliumkanal (Kv1.2 bzw.
Kv1.3) exprimieren.

Der Kaliumkanal Kv1.2, der eine wichtige Rolle bei der Erregungssteue-
rung von Nervenzellen spielt, war in frGheren Arbeiten bereits als potentielles
Oberfachenantigen bei der LE identifiziert worden. Entsprechend gab es bei
unseren Untersuchungen positive Befunde bei den immunzytochemischen
und bei den zytotoxischen Experimenten. Auch nach Herabsetzen der Se-
rumkonzentration bis zur Vermeidung von Zellschadigungen waren noch
funktionelle Anderungen der betroffenen Zellen messbar. Der Kaliumstrom
der Kv1.2 exprimierenden Zellen war nach Inkubation mit Patientenserum auf
etwa die Halfte der Kontrollwerte (Serum einer gesunden Person) reduziert.

Fir den Kaliumkanal Kv1.3, der eine wichtige Rolle bei der Steuerung von
Aktivierung und Proliferation einiger Zellen des Immunsystems spielt, wurden
im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen bisher keine Untersuchun-
gen angestellt. Kv1.3 exprimierende Zellen zeigten bei unseren Experimen-
ten nach Inkubation mit Patientenserum keine Unterschiede in Immunfluo-
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reszenztests zu Zellen,die mit dem Serum einer gesunden Person behandelt
wurden. Auch konnten keine Anzeichen von Zellschadigung oder einer signi-
fikanten Stérung der Zellfunktion durch das Patientenserum beobachtet wer-
den. Daraus ist der Schluss zu ziehen, dass LE-Patienten keine Autoantikor-
per gegen Kv1.3 Kaliumkanale entwickeln, obwohl diese Kaliumkanal-Unter-
einheiten auch von Zellen des ZNS exprimiert werden und somit als potentiel-
le Antigene in Frage kédmen.

Bei der RE ist das Antikorperprofil der Patienten unklar, was einen mo-
nospezifischen Nachweis von Autoantikdrpern verhindert. Aus histopathologi-
schen Befunden ist bekannt, dass bei RE-Patienten sowohl Nervenzellen, als
auch Astrozyten vom Immunsystem angegriffen und zerstért werden. Aus
diesem Grund wurden als Substrat fir den immunzytochemischen Nachweis
von Autoantikérpern Priméarkulturen von Astrozyten (Ratte) und humane Gli-
omazellen eingestzt. In beiden Versuchsreihen wurden nach Behandlung der
Zellen mit Patientenserum zusatzliche AK-Bindungstellen an der Zellmem-
bran sichtbar, die bei Vorbehandlung mit Kontrollserum nicht zu sehen waren.
Das pathogene Potential der Autoantikbrper wurde mit Zytotoxizitatstests un-
tersucht. Der zytotoxische Effekt war bei Gliomazellen nur gering ausgepragt,
aber vorhanden. Etwa 10% aller Zellen war nach Behandlung mit Patienten-
serum an der Kernfarbung als geschadigt zu erkennen. Bei Rattenastrozyten
musste das Serum, um interspezifische Immunreaktionen zu vermeiden, auf
1% verdinnt werden. Trotzdem konnte auch hier ein zytotoxischer Effekt
nachgewiesen werden.

Die hier vorgelegten Ergebnisse kdnnten den Weg fur ein serologisches
Testsystem zur Erkennung neurologischer Autoimmunerkrankungen aufzei-
gen.
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