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Abb.3: Nachweis der Bindung antineuronaler Autoantikérper im Immunfluoreszenztest. Bei
OMS-Patienten lassen sich hdufiger antineuronale Autoantikérper nachweisen als bei
Neuroblastompatienten ohne OMS und Gesundkontrollen.

Abb.4: Bindung von anti-Hu Autoantikérpern im Immunfluoreszenztest auf Kleinhirn-
schnitten. Serumverdiinnung 1/1000, VergréBerung 1/250
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Abb.5: Bindung von Autoantikérper gegen Myelinstrukturen im Kleinhirn im Immun-
fluoreszenztest. Serumverdiinnung 1/1000, VergréBerung 1/250.

3.2.2. Westernblot Analyse neuronaler Autoantigene

Untersucht wurden hierbei Reaktivititen gegen die lI6sliche Proteinfraktion von
Neuroblastomzellen (SKN-SH-Zelllinie) und humanem Cerebellum. Es wurden nur
Reaktivitdten berlcksichtigt, die keine korrespondierenden Banden im Westernblot
auf HEK 293-Zellen aufwiesen.

Gegen SKN-SH-Zellantigene gerichtete Autoantikdrper, die ausschlieBlich an
Antigene von SKN-SH-Zellen banden, konnten im Westernblot auf SKN-SH-Zellen
bei 14/30 (46.7%) der OMS-Patienten (eine Probe stand flir diese Untersuchung
nicht mehr zur Verfigung), bei 5/20 (25%) der Neuroblastompatienten und bei 4/15
(26.7%) der Gesundkontrollen (n.sign.), nachgewiesen werden (Abb.6).

Im Vergleich der OMS-NB+ und OMS-NB- Patienten wiesen 62.9% der OMS-NB+
Patienten und 33.3% der OMS-NB- Patienten eine Bindung von Autoantikérpern auf
(n.sign.).

Im Westernblot mit humanem Kleinhirn als Antigen fand sich bei 16/31 (51.6%) der
OMS-Patienten, bei 7/20 (35.0%) der Neuroblastompatienten und bei 2/15 (13.3%)
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der Gesundkontrollen ein positiver Nachweis von Autoantikérpern (p<0.05). Im
Westernblot auf HEK 293-Zellen war keine dieser Banden nachweisbar (Abb.7).
57.1% der OMS-NB+ Patienten und 40.0% der OMS-NB- Patienten hatten einen
positiven Autoantikdrpernachweis (n.sign.).
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Abb.6: Nachweis der Bindung von Autoantikérpern im Westernblot auf SKN-SH-Zellen.
Es wurden die Seren von OMS-Patienten mit den Seren von Neuroblastompatienten
und den Seren von Gesundkontrollen auf das Vorkommen von Autoantikérpern hin

verglichen.
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Abb.7: Nachweis der Bindung von Autoantikbrpern im Westernblot mit humanem
Kleinhirn als Antigen. In den Seren von OMS-Patienten fanden sich hé&ufiger
Autoantikérper als in den Seren von Neuroblastompatienten und von
Gesundkontrollen.

Bei 9/30 (30%) der OMS-Patienten war im Westernblot auf SKN-SH-Zellen eine 55
kD Bande nachweisbar, die weder bei den Neuroblastompatienten noch bei den
Gesundkontrollen auftrat (Abb.8)(p< 0.01). Vier der 9 (44.4%) der 55kD-positiven
OMS-Patienten zeigten diese Reaktivitdit auch im Westernblot mit humanem
Cerebellum als Autoantigen.

Zwischen OMS-NB+ und OMS-NB- Patienten fand sich kein signifikanter Unterschied
in der Haufigkeit der 55kD Reaktivitat (p=0.1072). Die 55kD-positiven und —negativen
OMS-Patienten ~ wurden  hinsichtlich  epidemiologischer,  klinischer  und
immunologischer Daten miteinander verglichen. Dabei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied bezuglich des mittleren Erkrankungsalters, des Geschlechts der
Patienten, der Haufigkeit eines Neuroblastoms sowie des Schweregrades des OMS
zu Beginn und im Verlauf der Erkrankung (Tab.4). Zudem waren keine Unterschiede
im Antikdrperprofil sonstiger Autoantikérper zu erkennen (Tab.5).
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Abb.8: Westernblot mit humanem Cerebellum als Antigen. Darstellung einer 55kD Reaktivitét
bei 1 Patienten mit OMS (Serumverdiinnung 1/100).

Tab.4: Vergleich der in der immunhistochemischen und durchflusszytometrischen

Analyse nachgewiesen Autoantikdrper von OMS-Patienten mit 55kD- Bande und
OMS-Patienten ohne 55kD-Bande.

OMS-Patienten (n=9)

OMS-Patienten (n=21)

55kD positiv

55kD negativ

Intrazellular bindende

Autoantikérper

1 Granularis-Ak
2 Purkinjezellzytoplasma-Ak
2 anti-Hu Ak

4 ANA

2 Fasern-/weiBe Substanz-Ak
2 Purkinjezellzytoplasma-Ak
1 anti-Hu Ak

Oberflachen-bindende
Autoantikorper

HEK 2/7

SKN 2/7

Humanes Cerebellum 2/7
Prainkubation 7/7

HEK 2/6

SKN 0/6

Humanes Cerebellum 1/6
Prainkubation 3/6
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Tab.5: Klinische Unterschiede der 55kD-Bande positiven und 55kD-Bande negativen
OMS-Patienten hinsichtlich  Geschlechtsverteilung, Alter, Vorkommen eines
Neuroblastoms als zugrundeliegender Tumor und dem Schweregrad der Erkrankung.
*Score zur Krankheitsaktivitat von OMS-Patienten, Werte von 0 (gesund) — 3
(schwerst  betroffen), gemessen als Mittelwert der Items Opsoklonus,
Myoklonus/Ataxie, Lernbehinderung, Sprache, Verhaltensauffalligkeiten.

Kriterium 55kD positiv 55kD negqativ P
m/w 2m /7w Im/12w n.s.
Alter 29.6 + 4.2 Mon 28.8 £ 3.3 Mon n.s.
Neuroblastom 8 NB+ / 1NB- 12 NB+ / 9 NB- n.s.
OMS-Score* initial 1.85+0.73 2.03+0.58 n.s.
OMS-Score* nach 1 Jahr 1.37+0.48 1.43+ 0.68 n.s.
3.3. Autoantikorper gegen neuronale Oberflichenantigene

3.3.1  Bindung von Autoantikdrpern an die Oberflache der Neuroblastom-
zelllinie SKN-SH

Autoantikdrper gegen Oberflachenepitope wurden mit Hilfe der DurchfluBzytometrie
gemessen (Abb. 9). Bei 4/15 (36.3%) der OMS-Patienten, bei 1/10 (11.1%) der
Neuroblastompatienten und bei 0/10 (0%) der Gesundkontrollen lieB sich eine
Bindung von Autoantikdrpern an SKN-SH-Zellen nachweisen (n.sign. Abb.10)
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Abb. 10: Es wurde die Bindung Autoantikérpern in Seren von OMS-Patienten,
Neuroblastompatienten und Gesundkontrollen an Oberfldchenantigene von SKN-SH-
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

3.3.2. Bindung von Autoantikdérpern an die Oberflache von primar-

kultivierten cerebellaren Granularisneuronen

Initial lieBen sich bei 4/15 (36.3%) der OMS-Patienten, bei 0/10 (0%) der
Neuroblastompatienten und bei 0/10 (0%) der Gesundkontrollen in der
Durchflusszytometrie Bindungen von Autoantikérpern an die Zelloberflache
cerebellarer Granularisneurone (CGN) nachweisen (p<0.05, Abb.11a und Abb.11b).
Da einige der OMS-Patienten und der Kontrollen auch eine Bindung an die
Fibroblastenzelllinie HEK 293 zeigten (nicht gezeigt), wurden die Seren fur 24h mit
HEK 293 Zellen vorinkubiert, um Autoantikbrper gegen ubiquitare Autoantigene zu
eliminieren. AnschlieBend wurden diese Uberstdnde erneut hinsichtlich einer
Oberflachenbindung gegen CGN untersucht. Dabei zeigte sich eine deutliche
Reduktion der unspezifischen (Hintergrund-)Fluoreszenz. Mit dieser Methode waren
jetzt 11/15 (73.3%) der OMS-Patienten, und kein Patient der Neuroblastom- oder
Kontrollgruppe positiv (p<0.0001, Abb.12)
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Abb.11a: Nachweis der Bindung von Autoantikérpern in Seren von OMS-Patienten,
Neuroblastompatienten und Gesundkontrollen an CGN mittels Durchflusszytometrie.
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Abb.12a: Bindung von Autoantikbrpern aus Seren von OMS-Patienten,
Neuroblastompatienten und gesunden Kontrollen an die Oberfliche von CGN mittels
Durchflusszytometrie nach 24 h Prdinkubation mit HEK 293-Zellen.
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Abb. 11b und 12b: Oberflachenbindung von Autoantikérpern aus den Seren von OMS-
Patienten (weiBer Graph) und gesunden Kontrolle (roter Graph) an CGN vor und nach
24 h Préinkubation. Die Bindung an CGN ist auch nach der Préinkubation auf HEK
293-Zellen nachweisbar, wéhrend die unspezifischen Bindungsreaktivititen gegen

ubiquitdre Antigene verschwunden sind.

3.4. Aktivitatsanderung des MAPKinase Enzyms ERK-1/2 in CGN nach
Inkubation mit OMS IqG

Primarkultivierte CGN wurden mit IgG von OMS Kontrollen inkubiert. Nach 5, 10 und
30 min wurde die Aktivitdt von ERK-1/2 anhand der Phosphorylierung des Enzyms
durchflusszytometrisch bestimmt. Nach 5 min Inkubation mit OMS-IgG zeigte sich
eine leichte, nicht signifikante Zunahme der ERK-1/2 Phosphorylierung im Vergleich
zu den Kontrollgruppen (OMS 252.4+157.7%; NB 154.6+85.7%; HC 147.7£115.3%).
Nach 10 min IgG-Inkubation zeigte sich ein deutlicher Anstieg der ERK-1/2-
Phosphorylierung durch OMS-IgG, nicht aber durch NB- oder HC-IgG (OMS
349.8+228.1%; NB 133.0+57.5%; HC 161.6£103.2%, p< 0.01, Abb. 13, 14). Nach 30
min war ein deutlicher Abfall der ERK-1/2-Phosphorylierung mit Angleichung an die
nicht signifikant veranderten Werte der NB- und HC-Patienten nachweisbar (OMS
206.1+111.1%; NB 126.6+£73.1%; HC 128.4+73.3%, n.sign., Abb. 14).
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Abb.13: Durchflusszytometrische Messung der Phosphorylierung von ERK1/2 in
Kleinhirnneuronen der Maus nach Inkubation mit IgG-Fraktionen von OMS-Patienten
(OMS), Neuroblastompatienten (NB) und Gesundkontrollen (HC).
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Abb.14:  Durchflusszytometrische  Messung der  Aktivitdtsdnderung des
Schliisselenzyms phospho-ERK-1/2 in Kleinhirnneuronen der Maus durch Bindung
von Autoantikérpern nach 5-, 10- und 30-mindtiger Inkubation mit IgG von OMS-
Seren, Neuroblastom- und Gesundkontrollen.
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4. Diskussion

4.1. Autoimmunitat beim Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom

Das OMS ist eine seltene, schwere neurologische Erkrankung, welches
Augenbewegungsstérungen, Myoklonien, eine Ataxie und neuropsychologische
Entwicklungsstérungen umfasst. Es manifestiert sich sowohl bei Patienten im
Erwachsenen- als auch im Kindesalter. Das OMS kann u.a. als parainfektiése Form
oder als Folge von Intoxikationen und Impfungen auftreten. Es wird darlber hinaus
zwischen einer idiopathischen und paraneoplastischen Form differenziert.
Verschiedene neurophysiologische, pathologische und kernspintomographische
Daten weisen auf eine zerebelldre Ursache des Syndroms hin: Es imponiert eine
ausgepragte Ataxie, wobei der Rumpf starker als die Extremitaten betroffen ist.
Pathologische Untersuchungen von OMS-Patienten liegen nur als einzelne
Fallbeschreibungen vor. Dabei wurde der Untergang von Purkinjezellen und
Kérnerzellen des Kleinhirns bioptisch nachgewiesen (Tuchman et al. 1989). In
Langzeitstudien mit kranialer Bildgebung zeigte sich im MRT eine zerebellare
Atrophie ohne supratentorielle Beteiligung (Hayward et al. 2001). Im funktionellen
MRT stellte sich bei zwei OMS-Patienten eine bilaterale Aktivierung des Nucleus
fastigii dar (Helmchen et al. 2003). Im PET wurde bei zwei OMS-Patienten eine
verminderte Belegung im Sinne einer Dysfunktion des Kleinhirnwurms nachgewiesen
(Oguro et al. 1997; van Toorn et al. 2005). Neurophysiologische Untersuchungen
legen eine entscheidende Rolle des Nucleus fastigii bei der Entstehung des
Opsoklonus nahe (Ramat et al. 2007).

Verschiedene klinisch und experimentelle Daten legen eine Autoimmunpathogenese
des OMS nahe: Das Syndrom bessert sich rasch auf die Gabe von
Immunsuppressiva, auBerdem werden haufig Verschlechterungen im Rahmen von
Infektionen berichtet (Blaes et al. 2007). Bei OMS-Patienten lasst sich in der Regel
ein entzindlich veranderter Liquor mit lymphozytarer Pleozytose, erhéhtem IgG und
teilweise auch oligoklonalen Banden nachweisen (Bellur, 1975; Kostulas et al. 1987).
Dardber hinaus konnte ein prozentual erhéhter Anteil von B-Zellen im Liquor von
OMS-Patienten nachgewiesen werden (Pranzatelli, 2004). Das paraneoplastische
OMS st fast ausschlieBlich mit einem Neuroblastom assoziiert. Bei Patienten mit

paraneoplastischem OMS werden haufig ausgedehnte B-Zellinfiltrate im
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Neuroblastom nachgewiesen (Gambini et al. 2003). Hier sind sogar regelrechte
Keimfollikel, ahnlich den Strukturen eines Lymphknotens, zu beobachten (Gambini et
al. 2003). Kinder, die an einem Neuroblastom erkrankt sind und ein OMS entwickeln,
haben eine hdhere Langzeitiberlebensrate als Kinder, die an einem Neuroblastom
erkranken und kein OMS entwickeln (Altman et al. 1976). Es war zunachst unklar,
worauf diese positive Korrelation des OMS mit der héheren Uberlebenszeit beruht.
Eine mdgliche Erklarung wird in einer zumindest teilweise effektiven antitumoralen
Immunantwort gegen das Neuroblastom gesehen. Bei paraneoplastischen
neurologischen Syndromen des Erwachsenen liegt der Erkrankung vermutlich eine
autoimmunologische Kreuzreaktion zugrunde: Es gibt Tumore, die Antigene
exprimieren, die im gesunden Organismus lediglich von Neuronen exprimiert werden.
Diese Antigene werden als onkoneurale Antigene bezeichnet (Darnell, 1996).
Reagiert der erkrankte Organismus mit einer effektiven Immunantwort auf den Tumor
bzw. die von ihm dargebotenen Antigene, wird das Tumorwachstum supprimiert
(Rosenblum, 1993). Die Immunantwort richtet sich jedoch auch gegen die Neurone,
die das identische onkoneurale Antigen exprimieren, was einen entsprechenden
Entzindungsprozess im Nervensystem der betroffenen Patienten auslést. Adulte
Patienten mit paraneoplastischen Syndromen haben haufig hohe Titer von
Autoantikérpern gegen onkoneurale Antigene in Serum und Liquor (Graus et al.
1986). Diese bei adulten Patienten wahrscheinliche Pathogenese gilt auch als eine

Hypothese zur Entstehung des paraneoplastischen OMS bei Kindern.

4.2. Antikdrper gegen intrazelluldre Autoantigene

In dieser Studie konnten Autoantikdrper gegen intrazellulare Autoantigene bei OMS
Patienten nachgewiesen werden. Dabei fanden sich unter anderem anti-Hu
Autoantikérper bei mehreren Patienten. Jeder dieser Patienten war an einem
Neuroblastom erkrankt. Anti-Hu Autoantikérper sind gegen eine Gruppe von
Autoantigenen (HuC, HuD, Hel-N1), mit einem spezifischen Gewicht von 35-40 kD
gerichtet. Diese Autoantikérper sind bei Erwachsenen hochspezifisch flr das
Vorliegen eines PNS. Anti-Hu Autoantikbrper weisen bei erwachsenen Patienten
eher als diagnostischer Marker auf einen bestimmten Tumor hin, als dass sie
spezifisch fir ein bestimmtes klinisches paraneoplastisches Syndrom wéaren (Hersh

et al. 1994; Dalmau et al. 1999). Bei dem zugrundeliegenden Tumor handelt es sich

35



in der Regel um ein kleinzelliges Bronchialkarzinom (Dalmau et al. 1990). Die
haufigsten anti-Hu Antikérper-assoziierten neurologischen Syndrome sind limbische
Enzephalitis, eine sensorische oder autonome Neuropathie seltener Myelopathien
oder Motoneuronerkrankungen (Dalmau et al. 1992; Szabo et al. 1991). Hu-Proteine
sind ausnahmslos RNA-bindende Proteine, HuD bindet mRNA-Fragmente mit
haufigem Vorkommen von AU-Basenpaaren (Wang et al. 2001). Fisher et al. (1994)
gelang es, in Serum und Liquor eines an einem Neuroblastom erkrankten Kindes,
das ein OMS  hatte, anti-Hu Autoantikdérper nachzuweisen. Weitere
Autoantikdrperreaktivitdten gegen Nervengewebe waren in meiner Studie gegen
Granularisneurone, Purkinjezellzytoplasma, sowie Fasern und weie Substanz
gerichtet. Verschiedene Autoantikdrperspezifitdten wurden bereits friher bei OMS
beschrieben. Noetzel et al. (1987) fanden Autoantikbrper gegen das 210 kD
Neurofilamentprotein. Weitere Untersuchungen dieses Autoantikbrpers zeigten
jedoch, dass er fur die Pathogenese des OMS offensichtlich keine Rolle spielt, und
auch bei einer Vielzahl anderer neurologischer Erkrankungen und sogar bei
gesunden Kontrollen nachweisbar ist (Stefansson et al. 1985; Braxton et al. 1989;
Salih et al. 1998). Conolly et al. (1987) konnten in den Seren von Kindern mit OMS,
lgG- und IgM- Autoantikbrper gegen Purkinjezellzytoplasma, wie auch gegen
Bestandteile der weiBBen Substanz nachweisen. Auch einige meiner OMS Patienten
wiesen immunhistochemisch derartige Bindungen auf, im Gegensatz zu der
vorgenannten Arbeit waren diese Autoantikérper jedoch nur bei einem kleinen Teil
der Patienten nachweisbar.

Die bisher identifizierten Autoantigene, die dem paraneoplastischen OMS bei
Erwachsenen zugrunde liegen kénnen, sind die Proteine NOVA-1 und NOVA-2
(Buckanovich et al. 1996). Weder in frlheren Studien noch in dieser Untersuchung
lieBen sich bei kindlichen OMS-Patienten anti-Ri Autoantikbrper gegen die NOVA-
Proteine nachweisen (Antunes et al. 2000; Pranzatelli et al. 2002; Bataller et al.
2003). Bataller et al. (2003) konnte mittels Screening einer neuronalen cDNA Bank
eine ganze Reihe von Autoantigenen bei OMS-Patienten identifizieren. Allerdings
war keines dieser Autoantigene bei mehreren Patienten nachweisbar, so dass weder
in dieser, noch in anderen Studien bisher die Identifizierung eines Antigens gelang,
welches von einer gréBeren Anzahl von OMS Patienten erkannt wird (Bataller et al.
2003; Antunes et al. 2000). Lediglich bei zwei OMS-Patienten, bei denen das OMS
nach einem Streptokokkeninfekt auftrat, konnte eine gemeinsame Reaktivitat bei 56
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kD nachgewiesen werden. Das entsprechende Antigen konnte als humanes
Neuroleukin identifiziert werden (Candler et al. 2006). In meiner Studie konnte ich mit
Hilfe von Westernblot Analysen eine 55kD Reaktivitdt gegen neuronales Gewebe bei
insgesamt neun Patienten nachweisen. Diese Reaktivitat ist allerdings nicht identisch
mit Neuroleukin und konnte inzwischen als alpha-Enolase identifiziert werden
(Kirsten et al. persdnliche Mitteilung). Aufféllig hierbei, dass fast alle 55 kD positiven
OMS Patienten ein zugrundeliegendes Neuroblastom hatten. Bezligliche der initialen
Schwere der Erkrankung oder des Verlaufs zeigte sich kein Unterschied zwischen 55
kD-positiven und —negativen Patienten. Bei Neuroblastompatienten mit OMS lieBen
sich in einer anderen Studie haufiger antineuronale Antikérper nachweisen als bei
Neuroblastompatienten ohne OMS, ein Unterschied hinsichtlich bestimmter
Reaktivitdten konnte dort jedoch nicht gezeigt werden (Antunes et al. 2000). Damit ist
das hier gefundene 55kD Antigen der erste Hinweis auf ein gemeinsames
zugrundeliegendes Autoantigen bei OMS, die fehlende Assoziation mit klinischen
Verlaufsparametern spricht jedoch eher gegen eine pathogenetisch wichtige Rolle
dieses Autoantikérpers. Mdglicherweise ist dieser Autoantikérper jedoch als Marker
flr ein zugrundeliegendes Neuroblastom geeignet.

4.3. Autoantikérper gegen Oberflachenautoantigene

Die meisten beschriebenen Autoantikérper in Serum und Liquor von Patienten mit
OMS binden an intrazellulare nukledre Antigene in neuronalen Zellen und
Neuroblastomzellen (Bataller et al. 2000). Die Bindung der Autoantikérper an
intrazellulare Antigene kann die Zellfunktion stéren. In vitro fihren diese Antikérper -
ohne lymphozellular vermittelte Immunantwort- zu einer Zerstérung cerebellarer
Kérnerzellen und hemmen die Tumorzellproliferation (Greenlee 1993, Schéfer et al.
2000). In vivo wird Autoantikrpern, die gegen intrazelluldre Antigene gerichtet sind,
jedoch keine pathogene Funktion zugeschrieben. Anders verhédlt es sich mit
Autoantikérpern, die an extrazellulare Strukturen binden. So ist beispielweise beim
Lambert-Eaton myasthenen Syndrom (LEMS) die pathogene Bedeutung von
Autoantikdrpern, die gegen extrazellulare Strukturen gerichtet sind, gesichert. Es
handelt sich um Autoantikérper, die an die ai1A-Untereinheit des prasynaptischen,
spannungsabhéangigen P/Q-Typ Calciumkanals binden (Pinto et al. 1998, 2002).

Dadurch kommt es zu einer Quervernetzung der Calciumkanalproteine, infolge derer
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die Calciumkanalproteine internalisiert werden und der Einstrom von Calciumionen in
die betroffene Zelle vermindert wird (Roberts et al. 1985).

Ich konnte mittels Durchflusszytometrie bei OMS Patienten eine Bindung von
Autoantikérpern an die Zelloberflache von CGN nachweisen. Die Anzahl der OMS-
Patienten, in deren Serum sich diese Autoantikérper nachweisen lieBen, war
signifikant héher als in den Kontrollgruppen. Durch Prainkubation der Seren mit HEK
293 Zellen wurden Autoantikérper gegen ubiquitare Autoantigene und somit die
unspezifische Hintergrundfluoreszenz weitgehend eliminiert. Wie bereits erwahnt,
sind Autoantikérper, die an extrazellulare Strukturen binden, eher pathogen wirksam
als gegen intrazellulare Antigene gerichtete Autoantikérper.

Inzwischen wurden bei einer weiteren ZNS-Erkrankung, der nicht-paraneoplastischen
limbischen Enzephalitis, oberflachenbindende Autoantikdrper beschrieben (Buckley
et al. 2001; Vincent et al. 2004; Thieben et al. 2004). Es handelt sich um
Autoantikérper, die an die Kvi.1-Untereinheit von spannungsabhéngigen
Kaliumkanalproteinen binden. Spannungsabhangige Kaliumkanale werden im ZNS
und PNS ubiquitar exprimiert, Kv1.1- und Kv1.2-Untereinheiten sind jedoch in ihrem
Vorkommen streng auf die juxtaparanodalen Regionen der Axone im Bereich der
Ranvier'schen Schnirringe beschrankt (Wang et al. 1993; Aroyo and Scherer, 2000).
Die Untereinheiten Kvi.1 bis Kv1.6 werden in sehr hoher Dichte in den
Kleinhirnzellen der Molekularschicht, der Kérnerzellschicht und an den Endigungen
von Korbzellen (Chung et al. 2001) sowie im bestimmten Regionen des
Hippokampus exprimiert (Monaghan et al. 2001). Eine Bindung von Autoantikdrpern
an Oberflachenantigene von Neuronen wére auch eine Hypothese zur Entstehung
des OMS. Hierflr spricht nicht nur der Nachweis von Autoantikdrpern gegen die
Oberflachenantigene von CGN. Korfei et al. (2005) konnten zeigen, dass
Oberflachen-bindende Antikérper gegen Neuroblastomzellen beim OMS vorkommen
und auch funktionelle Effekte auslésen.

4.4. Funktionelle Effekte von Autoantikorpern beim OMS

Wenn auf eine Zelle ein externer Reiz, z.B. die Bindung eines Liganden an einen
Rezeptor, einwirkt, wird die Information in die Zelle in der Regel Uber second-
messenger-Kaskaden vermittelt. Im Rahmen dieser Kaskaden wird haufig ein
Enzym phosphoryliert, das dadurch aktiviert wird und die Phosphorylierung eines
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weiteren Enzyms ausldst, bis die Information in den Zellkern gelangt ist. Die
Veranderung der Translation fihrt dann zu einer veranderten Genexpression und
folglich zu einer Anderung der Zellfunktion. Eine der wichtigsten second-messenger-
Kaskaden ist der sogenannte MAP- (mitogen-aktivierter-Protein-) Kinaseweg mit den
Schliisselenzymen ERK-1/2, p38 und JNK (Ubersicht in Su et al. 1996). Wahrend die
Aktivierung von ERK-1/2 im allgemeinen eher zu einer Differenzierung und einem
verbesserten Uberleben von Zellen fiihrt, kann die Aktivierung von p38 und / oder
JNK zur Apoptose von Zellen fiihren (Ubersicht in Su, 1996). Die Rolle von ERK-1/2
in neuronalen Zellen wird derzeit kontrovers diskutiert: In sympathischen Neuronen
konnte ein anti-apoptotischer Effekt durch ERK-1/2-Aktivierung nachgewiesen
werden, dagegen konnte in Hippokampusneuronen eine mit vermehrter ERK-1/2-
Phosphorylierung einhergehende neuronale Degeneration beobachtet werden
(Runden et al. 1998, Murray et al. 1998). Die Koaktivierung von ERK-1/2 und p38
wurde bei neuronalen Differenzierungsvorgangen nachgewiesen, die alleinige
Aktivierung von p38 flhrte allerdings zur Apoptose differenzierter neuronaler Zellen
(Ubersicht in Takeda et al. 2002, Newhouse et al. 2004). Diese p38-Aktivierung kann
auch eine Folge eines Entzugs neurotropher Faktoren sein (Kummer et al. 1997).

Da die Reaktionsmuster im MAPKinaseweg bei verschiedensten externen Stimuli
auftreten, ist inre Messung zwar wenig spezifisch, zeichnet sich aber durch eine hohe
Sensitivitat fir Anderungen der Zellfunktion aus (Ubersicht in Grewal et al. 1999).
Erstmals wurde eine Beeinflussung des MAPKinaseweges durch autoimmune
Vorgange bei Aktivierung von neutrophilen Granulozyten durch Antikdrper gegen
Neutrophilenzytoplasma (ANCA) beschrieben. Die Gabe eines p38-Inhibitors (SB
202190) oder eines ERK-Inhibitors (PD 98059) fuhrte hier zu einer deutlichen
Verringerung der ANCA-induzierten Produktion toxischer Sauerstoffradikale (Kettritz
et al. 2001). Eine p38-Aktivierung mit konsekutiver Apoptose neuronaler Zellen
wurde ebenfalls berichtet. Corsaro et al. (2003) konnten zeigen, dass ein Fragment
des Prionproteins zu einer p38-mediierten Apoptose von SH-SY5Y Neuroblastom-
zellen fuhrt. Eine Autoantikdrper-induzierte Aktivierung von ERK-1/2 konnte in
Endothelzellen durch IgG von Patienten mit M. Behcet nachgewiesen werden (Lee et
al. 2003). Die Aktivierung von ERK-1/2 war hier bereits nach nur 5 min
Inkubationszeit nachweisbar und nach 60 min bereits wieder rlcklaufig. Dabei
erzeugte die ERK-Aktivierung eine Hochregulation von ICAM-1 auf der
Zelloberflache. Dies deckt sich mit den Ergebnissen meiner Versuche. Auch bei der
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Inkubation der zerebellaren Granularisneurone mit OMS-IgG trat eine Zunahme des
phosphorylierten ERK-1/2 Anteils bereits nach 5 min auf und erreichte ein Maximum
nach 10 min und war nach 30 min nicht mehr unterschiedlich zu Kontrollen. Diese
Inkubationszeiten von nur wenigen Minuten bis zur Messung der Aktivierung bzw.
Phosphorylierung des ERK-1/2 Weges wird auch von anderen Autoren so berichtet
(lwata et al. 2003). Die Aktivierung dieses Weges innerhalb der MAPKinase-Kaskade
kénnte die beobachteten funktionellen Effekte von OMS-assoziierten Autoantikrper
auf neuronale Zellen bzw. Neuroblastomzellen erklaren (Korfei et al. 2005). Die
schnelle Aktivierung des ERK-1/2 Weges spricht moglicherweise daflir, dass die
gefundenen Oberflachenautoantikérper an einen Rezeptor oder ein Kanalprotein
binden.

Zu Beginn der Studie war die Messung von Phosphorylierungsanderungen im
MAPKinase pathway eher als Screeningmethode zur Erfassung Autoantikdrper-
induzierter Zellfunktionsstérungen gesehen worden. Um den Effekt der ERK-1/2
Aktivierung auf die zerebellaren Primarkulturen jetzt ndher zu untersuchen sind
verschiedene Zellfunktionstests (Proliferationsmessung, Neuritenwachstum) mit und
ohne Zugabe verschiedener MAPKinase Aktivatoren notwendig.

Zusammenfassend lieBen sich in den von mir untersuchten Seren von OMS-
Patienten signifikant haufiger Antikbrper gegen intrazellulare Autoantigene
nachweisen als in den Kontrollgruppen. Dabei konnte bei 9/30 Patienten mittels
Westernblot Analyse eine gemeinsame 55kD Reaktivitdt gegen neuronales Gewebe
nachgewiesen werden. Da die Mehrzahl der 55kD positiven Patienten ein
zugrundeliegendes Neuroblastom hatte, ist der Antikérper ein mdglicher Marker fir
die paraneoplastische Form des OMS. Das hier gefundene 55kD Antigen kann als
erster Hinweis auf ein gemeinsames zugrundeliegendes Autoantigen gewertet
werden. In der Durchflusszytometrie konnte ausschlieBlich bei OMS-Patienten eine
Bindungen von Autoantikérpern an die Zelloberflache von CGN nachgewiesen
werden. Diese Bindung hatte eine messbare Aktivierung des MAPKinase pathways
bzw. eine Zunahme der ERK-1/2-Phosphorylierung bereits nach 10 min
Inkubationszeit zufolge, was die funktionelle Wirksamkeit der gefundenen Auto-

Antikérper zeigt.
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In Zusammenschau der vorliegenden Daten lasst sich postulieren, dass das
paraneoplastische OMS eine Autoimmunerkrankung sein kdnnte, die durch die
Bindung von Autoantikérpern gegen Oberflachenantigene von CGN und den daraus

resultierenden Effekt auf die jeweilige Zelle bedingt sein kdnnte.
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