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1. Einleitung

1.1 Das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (OMS)

Das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (OMS) wurde zum ersten Mal 1962 von Kinsbourne
beschrieben (Kinsbourne 1962). Daher wird es auch , Kinsbourne-Enzephalopathie® genannt.
Die Namen Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom und ,,dancing eyes syndrome® gehen aus den
Symptomen hervor. OMS ist eine seltene neurologische Erkrankung. Sie kann
unterschiedliche Ursachen haben und ist nicht auf eine bestimmte Altersgruppe begrenzt. Das
adulte OMS wird in dieser Arbeit nicht behandelt, weshalb nur am Rande darauf eingegangen

wird.

1.1.1 Krankheitsbild und Verlauf

Die dominierenden akuten Symptome der OMS-Patienten sind Opsoklonien, Myoklonien und
Ataxien. Opsoklonien sind oszillierende, synchrone Augenbewegungen in alle Richtungen,
welche nicht willkiirlich beeinflusst werden konnen. Myoklonien sind spontane Zuckungen
der Gesichts- und/oder Extremitaten-Muskeln und bei Ataxien handelt es sich um
Koordinationsstérungen von Bewegungsablaufen. Im weiteren Verlauf der Erkrankung treten
hiaufig Entwicklungsstérungen auf, bereits erlernte Fahigkeiten, wie z. B. Sprache und
Koordination, konnen verloren gehen und bei den meisten Kindern zeigen sich
Verhaltensstorungen (z.B. Schlafstérungen, Reizbarkeit) (Pranzatelli 1996).

Kinder erkranken an OMS durchschnittlich zwischen dem ersten und dritten Lebensjahr. Der
klinische Verlauf ist von Kind zu Kind sehr unterschiedlich. In einzelnen Féllen kommt es
zwar zu einer vollstindigen Genesung, aber in den meisten Féllen behalten die Patienten
Langzeitschaden zuriick. Als Langzeitschdden treten z.B. Lernbehinderungen,
Verhaltensauffalligkeiten, verzogerte Sprach- und motorische Entwicklung auf (Mitchell

2002, Pranzatelli 1996, Russo 1997, Koh 1994, Pohl 1996).
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1.1.2 Ursachen der Erkrankung

Ausgelost werden kann ein OMS durch Intoxikationen (z.B. mit Strychnin), durch bakterielle
und virale Infektionen (z.B. Streptokokken und Mumps), Medikamenteniiberdosierung (z.B.
mit Lithium) oder durch einen Tumor (Blain 1982, Cohen 1974, Pranzatelli 1996, Kuban
1983, Dale 2003, Korfei 2005, Blaes 2005). Generell wird zwischen zwei Formen des OMS
unterschieden: dem idiopathischen und dem paraneoplastischen OMS. Paraneoplastische
Syndrome sind Erkrankungen, die gemeinsam mit einem Tumor auftreten. Die Symptome
werden hierbei weder durch eine lokale Wirkung des Tumors oder seiner Metastasen, noch
durch infektiose oder therapiebedingte Ursachen ausgelost. Von einem paraneoplastischen
OMS spricht man demzufolge, wenn ein Tumor nachgewiesen wurde. Bei Kindern mit einem
paraneoplastischen OMS wurde fast immer ein Neuroblastom, selten ein Nierentumor
festgestellt (Rudnick 2001, Pranzatelli 1996, Dale 2003, De Luca 2002). Etwa 50 % der
padiatrischen OMS-Fille sind mit einem Neuroblastom assoziiert (Solomon 1968). Der
Tumor bei Patienten mit einem paraneoplastischen OMS ist haufig lokalisiert und einige
Studien zeigten, dass diese Patienten eine bessere Uberlebenschance haben, als Patienten mit
demselben Tumortyp, aber ohne OMS (Altman 1976). Eine neuere Studie konnte unter
Einbeziehung des Tumorstadiums und weiterer Daten allerdings nur einen geringen

Unterschied zwischen Neuroblastom-Patienten mit und ohne OMS zeigen (Rudnick 2001).

1.1.3 Neuroblastom

Das Neuroblastom ist der haufigste maligne Tumor, der im Kleinkindalter auftritt. 90 % aller
Neuroblastom-Patienten sind unter sechs Jahren. Das Neuroblastom geht aus
undifferenziertem Gewebe hervor und resultiert aus einer Entartung oder fehlenden
Ausdifferenzierung von Nervenzellen des sympathischen Nervensystems. Am haufigsten
entstechen Neuroblastome im Nebennierenmark sowie im Bereich des sympathischen
Grenzstranges. In der Mehrzahl der Fille befindet es sich im Bauchraum. 50-60 % der
Patienten haben bereits Metastasen, wenn der Tumor diagnostiziert wird, da es iiberwiegend

erst durch die Raumforderung im Abdomen auffallig wird (Hero 2002). Patienten ohne
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Metastasen (Stadien 1-3) haben eine deutlich bessere 10-Jahres—Uberlebensrate als Patienten

mit metastasiertem Neuroblastom (Stadium 4) (Erttmann 1998).

1.1.4 Behandlung des OMS

Das OMS wird medikamentds mit immunsuppressiven oder immunmodulatorischen
Substanzen behandelt. Als Therapie werden Korikosteroide und/oder Adreno-Kortikotrope-
Hormone (ACTH) eingesetzt (Rostasy 2006, Ertle 2008). Auch intravendse Immunglobuline
(IVIG) werden zu Therapiezwecken verabreicht und in Einzelfdllen wird eine Plasmapherese-
Behandlung durchgefiihrt (Pranzatelli 1996). Bei Kindern mit einem paraneoplastischen OMS
wird der Tumor chirurgisch entfernt. Im Anschluss daran erhalten viele Patienten eine
Chemotherapie, deren immunsuppressiver Effekt sich auch positiv auf die Symptomatik des
OMS auswirkt (Rudnick 2001, Russo 1997). Zur symptomatischen Therapie der Myoklonien

und des Opsoklonus werden zudem Valproinsdure und Propranolol eingesetzt (Russo 1997).

1.1.5 Autoimmunitit und Auto-Antikorper bei OMS-Patienten

Das Immunsystem eliminiert im gesunden Menschen koérperfremde Zellen und Partikel sowie
entartete Zellen, um den Korper vor Schaden zu bewahren. Es gibt eine humorale und eine
zellulare  Immunantwort. Zu den Zellen des Immunsystems gehdren u.a.
antigenprasentierende Zellen (APC), dendritische Zellen / Astrozyten, Monozyten /
Makrophagen, T- und B-Lymphozyten, sowie Natiirliche Killerzellen. Es gibt eine
unspezifische und eine spezifische Immunabwehr gegen bestimmte Antigene. Die Natiirlichen
Killerzellen gehoren beispielsweise u.a. zur unspezifischen Immunabwehr, da sie ihre
Zielzellen auch ohne vorherige Antikorperbildung erkennen und abtéten konnen (Barao 1998,
Biron 1999). Zur spezifischen Immunabwehr gehéren die T-Lymphozyten und die
Antikorper-produzierenden B-Zellen. Im gesunden Menschen findet wéhrend der
Entwicklung und Ausdifferenzierung der T- und B-Zellen im Thymus bzw. im Knochenmark
eine ,,negative Selektion™ statt. Dabei werden all die Zellen durch die Induktion von Apoptose
eliminiert, die funktionsuntiichtig sind oder Antigen-Rezeptoren fiir korpereigene Strukturen
exprimieren (Nossal 1994, Linette 1994, Rajewsky 1996). Eine Ursache durch die
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Autoimmunitat ausgeldst wird, ist das Uberleben autoreaktiver T- und B-Zellen. Uberstehen
autoreaktive T- und B-Zellen durch Umgehung oder Stérung die ,,negative Selektion®, kann
sich die Immunantwort auch gegen korpereigene Zellen richten, welche dann genau wie
korperfremde und entartete Zellen von den Immunzellen als schidlich erkannt und zerstort
werden. Autoimmune B-Zellen produzieren Auto-Antikdrper, welche an kdrpereigene Zellen
binden und diese fiir die Immunzellen markieren. Es koénnen auch Antikorper gebildet
werden, welche sich gegen ein Fremdprotein und zugleich gegen ein korpereigenes Protein
richten, was zu einer Kreuzreaktion fiihrt. Hierzu kommt es, wenn beide Proteine gewisse
Strukturdhnlichkeiten aufweisen (molekulare Mimikry), sich aber gleichzeitig noch genug
unterscheiden, um nicht bei der ,,negativen Selektion* eliminiert zu werden.

Wie bereits erwahnt sind Neuroblastome von Patienten mit paraneoplastischem OMS haufig
nur sehr klein und nach der Gabe von Immunsuppressiva tritt eine Verbesserung der akuten
Symptome des OMS auf. Diese Tatsachen deuten darauf hin, dass eine Immunantwort auf den
Tumor sowohl das Tumorwachstum limitiert, als auch die neurologischen Storungen auslost
(Pranzatelli 1996). In Seren von OMS-Patienten konnten unterschiedliche antineuronale
Auto-Antikérper nachgewiesen werden, wodurch die Autoimmun-Hypothese noch
untermauert wird (Hersh 1994, Noetzel 1987, Luque 1991, Antunes 2000, Bataller 2003).

Bei wenigen Kindern mit paraneoplastischem OMS, aber auch bei Neuroblastom-Patienten
ohne OMS, wurden anti-Hu Antikorper gefunden (Fisher 1994, Antunes 2000). Anti-Hu
Antikoérper binden an eine Gruppe RNA-bindender Proteine der Neuronen (Dalmau 1992).
Hu-Antigene werden nicht nur von Neuronen, sondern u.a. auch von Neuroblastomzellen
exprimiert (Marusich 1994). Im Serum einiger OMS-Kinder, allerdings auch bei Patienten mit
anderen neurologischen und auch rheumatologischen Erkrankungen sowie bei gesunden
Spendern, wurden Auto-Antikorper gegen Proteine des Neurofilamentes gefunden (Noetzel
1987, Connolly 1997, Stefansson 1985, Braxton 1989, Salih 1998). Des Weiteren wurden
antineuronale IgG und IgM-Antikorper bei einigen OMS-Patienten nachgewiesen (Rudnick
2001). Ein gemeinsames Autoantigen konnte bei OMS-Kindern bis jetzt noch nicht
identifiziert werden (Antunes 2000, Bataller 2003). Kiirzlich konnten aber Auto-Antikérper
gegen die Oberfliche von Neuroblastom-Zellen und gegen Granularis-Neurone des Kleinhirns
detektiert werden (Blaes 2005, Korfei 2005). Diese Autoantikérper inhibierten die
Proliferation von Neuroblastom-Zellen in vifro und hatten pro-apoptotische Effekte.

Es wird vermutet, dass OMS-Patienten Antikérper gegen den Tumor bilden und diese in
Kreuzreaktion mit neuronalen Zellen die akuten neurologischen Dysfunktionen bedingen

(Rudnick 2001). Einige Daten weisen darauf hin, dass das Ziel der Autoimmun-Reaktion
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moglicherweise Strukturen des Kleinhirns sind (Blaes 2005). Eine histopathologische
Untersuchung des Kleinhirns eines Kindes mit OMS zeigte u.a. einen Verlust von

Purkinjezellen und Granularisneuronen (Tuchman 1989).

1.1.6 Das Kleinhirn / Granularis-Neurone

Das Kleinhirn (Cerebellum) von Sdugetieren hat groBe Bedeutung bei der Planung,
Koordination und Feinabstimmung, sowie dem Erlernen von Bewegungsablaufen. Mit Hilfe
sensibler Nerven werden stindig die Korperbewegungen kontrolliert und Impulse ausgesandt,
die zu Muskelkontraktionen fithren. Zum Kleinhirn gelangen auch alle Informationen, die
unsere Sinnesorgane weiterleiten, wodurch eine Feinabstimmung und Koordination der
Motorik erst moglich wird. Seit kurzem wird dem Kleinhirn des Menschen auch eine Rolle
bei zahlreichen hoheren kognitiven Prozessen zugeschrieben, u.a. beim Sprechen. Dies zu
beweisen ist allerdings nicht ganz einfach, weil das Kleinhirn auch fir die Koordination der
Gesichtsmuskulatur beim Sprechen zustdndig ist und somit beim Sprechen in jedem Fall aktiv
ist. Eine Unterscheidung zwischen der Kleinhirn-Aktivitat aufgrund von Funktionen bei der
Sprachbildung und aufgrund héherer kognitiver Prozesse ldsst sich schwer treffen. Von
besonderer Bedeutung sind die vielfiltigen wechselseitigen Verbindungen zwischen dem
Kleinhirn und den sensorischen und motorischen Bereichen der GroBhirnrinde.

Das Kleinhirn gliedert sich in den im dufleren Bereich liegenden Cortex (graue Rinde) und der
im Inneren liegenden Medulla (weifle Substanz / Mark) (siehe auch Abb.1). Die Medulla
enthélt afferente und efferente Nervenfasern, sowie die Kleinhirnkerne (Ansammlungen von
Nervenzellkorper / Nuklei). Der Cortex ist mit Furchen und Windungen durchzogen, welche
der Oberflachenvergroferung dienen. Der Cortex wird in drei Schichten aufgeteilt, wobei jede
Schicht durch spezielle Neurone gekennzeichnet ist. Die auflerste Schicht ist die
Molekularschicht (Stratum moleculare), in ihr enthalten sind groBe Stern- und kleine
Korbzellen und sie wird von den Dendritenbdumen der Purkinjezellen durchzogen. Darunter
befindet sich die Purkinje-Zellschicht (Stratum ganglionare), in der sich die Perikarien der
Purkinjezellen befinden. Die unterste Schicht der Kleinhirnrinde ist die Kornerzellschicht
(Stratum  granulare). Diese  Schicht besteht hauptsdchlich aus Kornerzellen
(Granularisneurone) und Golgi-Zellen. Neben den ubiquitiar vorkommenden Gliazellen gibt es

im Kleinhirn zusidtzlich die Bergmann-Stiitzzellen, deren Zellkerne sich in der
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Kornerzellschicht und ihre Ausldufer in der Molekularschicht befinden (Aufbau des
Kleinhirns siehe auch Abb.1).

Die Axone der Purkinjezellen bilden den einzigen Ausgang aus der Kleinhirnrinde. Sie
projizieren inhibitorisch auf verschiedene Kleinhirnkerne (Ito 1984). Die sensorischen
Eingdnge laufen sowohl zur Kleinhirnrinde als auch zu den Kleinhirnkernen. Die
Kleinhirnrinde ist somit ein System, das kontinuierlich und selektiv die permanente Aktivitat
der Kleinhirnkerne moduliert, die auf die motorischen Systeme des Gehirns einwirken.

Es gibt zwei Haupteingangswege in das Kleinhim: die Kletter- und die Moosfasern. Die
Kletterfasern stammen aus einem Kerngebiet des Hirnstammes, der Olive (Oliva inferior). Die
Olive empfingt Informationen aus mehreren Hirnregionen und Riickenmarksbahnen. Die
Moosfasern kommen aus verschiedenen Arealen des Gehirns und Riickenmarks. Die
Kletterfasern ziehen zu den Dendriten der Purkinjezellen in der Kleinhirnrinde. Sie werden
besonders dann aktiv, wenn Bewegungen falsch ausgefiihrt werden, leiten also
Fehlermeldungen weiter. Die Moosfasern ziehen zu den Kornerzellen der Kleinhirnrinde, aus
denen die Parallelfasern hervorgehen. Die Parallelfasern aktivieren Stern- und Korbzellen,
sowie die Golgi-Zellen. Die Stern- und Korbzellen wirken inhibitorisch auf die
Purkinjezellen, die Golgi-Zellen auf die Kornerzellen (Eingangs- und Ausgangswege, sowie
exzitatorische und inhibitorische Einfliisse der einzelnen Fasern siehe auch Abb.1). Uber die
Moosfasern erhdlt das Kleinhirn Informationen tiber die Lage und Bewegung der GliedmaBen

und iiber Hautstimulationen, sowie akustische und optische Reize.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Kleinhirns
Hier werder die einzelnen Schichten des Kleinhirn mit den typischen Neuron-Typen sowie deren Verbindungen

miteinander und mit Regionen auBerhalb des Kleinhirns dargestellt. Dabei wird zwischen exzitatorischen und

inhibitorischen Synapsen unterschieden.

Die Kornerzellen sind mit die kleinsten Zellen des Korpers (Durchmesser ca. 5 um), stellen
aber die groBte Anzahl aller Neurone im Sdugetiergehirn. Jede Kornerzelle verfigt iiber vier
kurze, unverzweigte Dendriten und sendet jeweils ein Axon in die Molekularschicht. Dort
verzweigen sich die Axone und bilden die sogenannten Parallelfasern, welche exzitatorische
Synapsen mit den Dendriten der Stern-, Korb- und Golgi-Zellen bilden (Thompson 2001,
Trepel 2004).

Abhangig von der geschddigten Region des Kleinhirns treten unterschiedliche
Funktionsstorungen auf. Es kann zu einer zerebelldren Ataxie, zu einer mangelhaften
Blickstabilisierung und zu einem herabgesetzten Muskeltonus kommen. Ataxien sind
Storungen in der Gleichgewichtsregulation und der Koordination von Bewegungen. Die
mangelhafte Blickstabilisierung dufBert sich in einem Nystagmus (Thompson 2001, Trepel
2004). Nystagmen sind ruckartige Blickfolgebewegungen und Augenzittern.
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1.2 Immunglobulin G und seine Subklassen

Immunglobuline werden von aktivierten B-Zellen (Plasmazellen) in groBen Mengen ins Blut
abgegeben. Es handelt sich um Glykoproteine, die in monomerer Form vorliegen und aus
zwei identischen leichten und zwei identischen schweren Ketten bestehen, die in einer Y-
formigen Grundstruktur angeordnet sind (Edelman 1991). Je eine leichte Kette ist mit einer
schweren Kette iiber Disulfidbriicken verbunden und bildet einen der beiden Arme des
Ypsilons, einen Fab-Teil (Porter 1991, Yamaguchi 1995). Die beiden schweren Ketten sind
im ,unteren* Teil ebenfalls miteinander verbunden und bilden den Fc-Teil (Porter 1991,
Yamaguchi 1995). Immunglobuline bestehen demnach aus zwei Fab-Teilen und einem Fc-
Teil (Porter 1991, Yamaguchi 1995) (IgG-Aufbau siehe auch Abb.2). Die oberen Bereiche der
Fab-Teile sind hochvariabel und interagieren spezifisch mit dem entsprechenden Epitop eines
Antigens (Han 1995, Poljak 1991). Der Fc-Teil ist bei allen Immunglobulinen identisch. Mit
ihm binden sie an Fc-Rezeptoren, welche von Immuneffektorzellen (z.B. Makrophagen,
Monozyten, NK-Zellen und neutrophilen Granulozyten) auf ihrer Oberfliche exprimiert
werden (Han 1995, Jefferis 1995). Diese Bindung induziert die Phagozytose der Antigen-
Antikorper-Komplexe. Die Fc-Anteile der Antigen-Antikérper-Komplexe binden auch an
Komplementproteine und l6sen so die Komplementkaskade aus (Sensel 1997). Die
Komplementkaskase aktiviert Phagozyten, hilft ihnen beim Aufnehmen von infizierten Zellen
und Mikroben und kann Krankheiterreger auch direkt zerstoren. Der Fc-Teil kann auflerdem
einen spezifischen Rezeptor aktivieren, der den aktiven Transport des Immunglobulins durch
Zellen in andere Bereiche des Korpers steuert (Jefferis 1995). Anhand der unterschiedlichen
schweren Ketten lassen sich die Immunglobuline in die Klassen IgM, IgG, IgA, IgD un IgE
einteilen (Davies 1983). Im Serum gesunder Menschen sind die Ig-Klassen IgG, IgA, IgM

IgD und IgE in abnehmender Konzentration vorhanden (Thomas 1984).
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> Fab-Teile

> Fc-Teil

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines IgG-Molekiils
V= variabler Bereich der leichten Kette, K; = konstanter Bereich der leichten Kette, Vs= variabler Bereich der

schweren Kette, Ks= konstanter Bereich der schweren Kette

IgGs stellen mit 75 % den groBten Anteil der Immunglobuline im Serum. Sie sind die
kleinsten der Immunglobuline, zirkulieren im Blutplasma und sind in Korpersekreten
vorhanden. AuBerdem konnen sie in unterschiedliche Epithel-Gewebe eindringen, wie z.B. in
die Plazenta (Mostov 1994). Antigene werden von IgGs sehr spezifisch gebunden. IgGs
werden bei einer Erstinfektion mit einem bestimmten Erreger erst nach ungefahr drei Wochen
gebildet. Bei einer erneuten Infektion mit demselben Erreger werden IgGs allerdings sehr
schnell und in groen Mengen produziert.

Es gibt vier verschiedene IgG-Subklassen mit unterschiedlichen Funktionen, welche in
Abhingigkeit vom Erreger- und Antigentyp gebildet werden. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass jede IgG-Subklasse unterschiedliche biologische Funktionen aktivieren kann.
Dies ist abhidngig von verschiedenen Parametern wie z.B. der Epitopendichte und dem
Verhdltnis von Antigenen zu Antikorpern (Voice 1997, Lucisano Valim 1991). Die
menschlichen IgG-Subklassen werden entsprechend ihrer Menge im Serum bezeichnet, IgG1
ist das haufigste, es umfasst ca. 70 % der IgGs (Davies 1983). Sie haben verschiedene Fc-
Regionen, was zu unterschiedlichen funktionellen Effekten der IgG-Subklassen fiihrt, u.a.
weil sie von unterschiedlichen Immuneffektorzellen erkannt werden (Jefferis 1994, Burton
1986). 1gG2 ist weniger effektiv in der Komplementaktivierung und in der Bindung an Fc-
Rezeptoren wie IgG1, IgG3 hat eine noch stiarkere aktivierende Wirkung wohingegen 1gG4
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das Komplementsystem gar nicht aktivieren kann (Lucisano Valim 1991, Maguire 2002). Die
Fc-Bereiche von IgG1 und IgG3 werden u.a. von Fc-Rezeptoren der Phagozyten erkannt (z.B.
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) (Jefferis 1995). Diese Zellen binden an 1gG-
markierte Krankheitserreger und nehmen diese auf.

Die Synthese der IgG-Subklassen im Verlauf einer Immunantwort ist abhéngig von der Natur
der Antigene, ihrer Eintrittspforte und der Dauer der Antigenexposition (Thomas 1984,
Maguire 2002). Bei Protein-Antigenen, wie Bakterien und Viren, wird vermehrt IgG1 und
IgG3 synthetisiert. An Polysaccharid-Antigene, z.B. bekapselte Bakterien, binden vorwiegend
IgG2- und teilweise IgGl-Antikorper. IgG4 richtet sich gegen polyvalente, Allergen-
spezifische Antigene, wie Parasiten, Insekten, Schlangengifte und Nahrungsmittel bei
chronischer Antigenstimulation.

Die klinische Relevanz eines 1gG-Subklassenmangels ist nicht immer klar und gilt nur als
Indikator fiir ein gestortes Immunsystem (Thomas 1984). Bei Mangel an einer bzw. mehrerer
IgG-Subklassen  konnen unterschiedliche Symptome auftreten. Niedrige IgGl-
Konzentrationen fithren zur allgemeinen Immundefizienz. Ein Mangel an IgG2 fiihrt
tiberwiegend zu Infektionen mit bekapselten Bakterien. Im Kindesalter liegt haufig ein 1gG2
und IgG4-Mangel vor. Ein Mangel an IgG3-Antikdrpern verursacht u.a. Fieberschiibe,
Durchfélle und ist oft kombiniert mit einem IgGl-Mangel. Ein IgG4 Mangel ist meist
kombiniert mit einem IgG2- wund/oder IgA-Mangel. Die Ursache eines IgG-
Subklassenmangels ist meist ein Regulationsdefekt.

Pathologisch erhohte IgG-Subklassen sind haufig bei chronischer Antigenstimulation. Eine

erhohte [gG4-Konzentration tritt beispielsweise bei Allergikern auf.

Immunglobulin G von gesunden Spendern wird auch zu therapeutischen Zwecken intravenos
verabreicht (IVIG). Es wird zB. bei Antikorpermangel sowie zur Modulation des

Immunsystems bei Autoimmunerkrankungen eingesetzt.
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1.3 Natiirliche Killerzellen

10 — 15 % der im Blut zirkulierenden Lymphozyten sind Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)
(Robertson 1990). Morphologisch werden sie definiert durch die Anwesenheit des
Oberflachenmolekiils CD 56 (neural-cell adhesion molecule (N-CAM)) bei gleichzeitigem
Fehlen des T-Zell-Markers CD 3 (Cooper 2001). Neben CD 56 besitzen NK-Zellen viele
weitere Oberflachenmolekiile, z.B. CD 16 (FcyllI-Rezeptor). Anhand der Anzahl der CD 16
und CD 56 Molekiilen auf der Oberfliche der NK-Zellen konnen diese in zwel
Subpopulationen unterteilt werden (Lanier 1986, Cooper 2001). 90 % der NK-Zellen besitzen
eine hohe Dichte an CD 16 auf ihrer Oberflache, exprimieren aber nur im geringen Mall CD
56. Diese Zellen haben primar zytotoxische Funktionen (Lanier 1986). 10 % der NK-Zellen
exprimieren nur wenig CD 16 auf ihrer Oberfldche, dafiir aber eine grole Anzahl CD 56. Sie
wirken hauptsdchlich immunregulatorisch durch Zytokinsekretion (Lanier 1986). Die beiden
NK-Zell-Subpopulationen  unterscheiden sich in ihrer zytotoxischen  Aktivitat,
Rezeptorexpression und Zytokin-Sekretion (Cooper 2001).

Wie B- und T-Zellen entwickeln sich NK-Zellen im Knochenmark aus lymphatischen
Vorlduferzellen. Sie sind groBer als B- und T-Zellen und enthalten toxische Granulen in ihrem
Zytoplasma. NK-Zellen exprimieren keine Antigen-spezifischen Rezeptoren. Sie gehoéren
zum angeborenen Immunsystem und sind besonders in der frithen Phase der Immunantwort
wichtig, weil sie ihre Zielzellen ohne vorherige Aktivierung und Antikorperbildung erkennen
und abtoten konnen (Barao 1998, Biron 1999). Zur Lyse der Zielzellen werden zytotoxische
Granula an der Oberfliche der gebundenen Zielzellen freigesetzt. Die in der Granula
enthaltenen Effektorproteine durchdringen die Zellmembran und l6sen den programmierten
Zelltod (Apoptose) aus (Yoon 1998). Zu ihren Zielzellen gehoren infizierte Zellen und
Tumorzellen, sowie korperfremde Zellen und Bakterien. Bei der Zerstérung infizierter Zellen
werden Viren bzw. Bakterien freigesetzt und bieten so bessere Angriffspunkte z.B. fiir
Makrophagen. Im Normalfall werden Tumorzellen und infizierte Zellen von T-Zellen durch
die Prasentation von Fremd-Antigenen durch MHC-I-Molekiile erkannt und eliminiert. Einige
Viren und Tumorzellen kénnen jedoch die MHC-I Expression unterdriicken, wodurch sie der
T-Zell-Antwort entgehen. NK-Zellen erkennen infizierte Zellen und Tumorzellen an
Veranderungen der Zelloberflache, vor allem am Verlust oder an Modifikationen der MHC-I-
Molekiile (Missing-self-Theorie) (Ljunggren 1985, Bubenik 2004). Auch Zellen, die mit

Antikorpern bedeckt sind, werden von NK-Zellen erkannt und abgetotet. NK-Zellen werden
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somit zu einem Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem
(Trinchieri 1989). Zur Identifikation und Lyse von schidlichen Zellen verwenden sie zwei
verschiedene Mechanismen, die natiirliche Zytotoxizitdt und die Antikorper-abhingige,
zellulare Zytotoxizitit (ADCC). Bei der natiirlichen Zytotoxizitdt sind zum Erkennen und
Abtoten der Zielzellen keine Antikorper notig. Sie spielt bet der physiologischen Abwehr von
Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle (Wu 2003). Bei der ADCC erkennt und bindet der
Fcylll-Rezeptor (CD 16) den Fc-Teil des Immunglobulin G der Subklassen 1 und 3, wodurch
die NK-Zelle aktiviert wird (Graziano 1987).

Wie bereits erwdhnt exprimieren NK-Zellen neben CD 16 noch viele weitere Rezeptoren. Die
NK-Zell-Rezeptoren werden ndherungsweise in hemmende und aktivierende Rezeptoren
unterteilt und verschiedenen Subklassen zugeordnet (Moretta 2001). Die meisten NK-Zell-
Rezeptoren binden an MHC-I-Molekiile und ihre Anzahl auf der Oberflache einer NK-Zelle
korreliert mit der zytotoxischen Aktivitat der Zelle (Moretta 2001, Sivori 1999, Renard 1997).
Ob die NK-Zelle durch die Bindung an eine Zelle aktiviert wird und diese lysiert oder ob sie
inaktiv bleibt, hidngt von der Anzahl gebundener inhibitorischer und aktivierender Rezeptoren
ab (Farag 2002, Renard 1997).

Die Aktivitat von NK-Zellen kann durch verschiedene Zytokine zusatzlich erhoht werden,
z.B. durch Interleukin-12 (IL-12) oder durch Interferon alfa und beta (IFNa und IFNp),
welche von Makrophagen sezerniert werden (Cooper 2001, Biron 1999).

Werden NK-Zellen aktiviert, lysieren sie nicht nur ihre Zielzelle, sondern produzieren und
sezernieren auch selbst Zytokine. Dadurch haben NK-Zellen Einfluss auf die Regulation der
Immunantwort, konnen Entziindungen auslosen und Tumorwachstum reduzieren. Sie
beeinflussen die Aktivierung und Entwicklung der folgenden erworbenen Immunantwort
(Horwitz 1997, Fearon 1996, Kos 1998, Zitvogel 2002). Zu den von NK-Zellen sezernierten
Zytokinen gehoren u.a. Interferon gamma (IFNy), Tumor-Nekrose-Faktor alfa (TNF-a),
Granulocyte-Macrophage Colony stimulating factor (GM-CSF) und verschiedene Interleukine
(IL) (Saikali 2007, Salazar-Mather 2000, Cooper 2001 (Blood)). IFNy spielt beispielsweise
eine Rolle bei der Kontrolle malignen Wachstums und fordert die Expression von MHC-I-
Molekiillen bzw. deren modifizierten Varianten der Tumorzellen, wodurch diese besser

erkannt werden konnen (Lee 2000, Gobin 2000, Yao 1999).
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1.4 B-Zell aktivierende Faktoren

1.4.1 B-Lymphozyten / B-Zellen

B-Lymphozyten stehen im Zentrum der humoralen Immunantwort. Sie entwickeln sich im
Knochenmark aus Stammzellen iiber verschiedene Vorlauferzellen zu unreifen B-Zellen
(Hardy 1991, Rosenberg 1994, Kee 1995, Loffert 1994). Bevor die unreife B-Zelle in die
Peripherie entlassen wird, findet eine positive Selektion statt bei der die Bindungsfihigkeit,
die Uberlebensfihigkeit und die Selbst-Toleranz der unreifen B-Zellen iiberpriift wird (Nossal
1994, Linette 1994, Rajewsky 1996). Auf dem Weg durch die Peripherie in die peripheren
Lymphorgane findet eine negative Selektion an Auto-Antigenen statt. B-Zellen, die
korpereigene Antigene erkennen und binden, werden durch Apoptose eliminiert (Rolink
1999). In peripheren Lymphorganen, wie z.B. der Milz, erreichen B-Zellen ihre volle Reife.
Dort wird u.a. BAFF (B-Zell aktivierender Faktor aus der Tumor Nekrose Faktor (TNF)-
Familie) ausgeschiittet, wodurch bei einer Interaktion von BAFF mit seinen Rezeptoren das
Uberleben der B-Zellen und ihre Differenzierung zu reifen B-Zellen und nach Aktivierung zu
Plasmazellen reguliert wird (Mackay 2003, Thompson 2000). Reife B-Zellen exprimieren
Immunglobulin-Molekiile (B-Zell Rezeptoren) auf ihrer Oberflache, mit denen sie jeweils an
ein bestimmtes Antigen binden koénnen. Sie zirkulieren im Blut durch den Korper in
sekundire lymphatische Organe (Milz, Lymphknoten). Dort treffen sie auf fremde Antigene
und konnen durch diese aktiviert werden. Jede B-Zelle bindet nur an ein einziges Antigen-
Epitop und sezerniert nur Antikorper gegen das gebundene Antigen (Rajewsky 1996). Um
eine effektive Immunantwort zu gewéhrleisten, ist die Variabilitdt der B-Zellen sehr groB3,
jeder Mensch besitzt B-Zellen gegen ca. 10'" verschiedene Antigen-Epitope (Schatz 1992,
Melchers 2000). Wie bereits unter 1.2 erwéhnt, sezernieren B-Zellen verschiedene Isotypen
von Immunglobulinen. Im Frithstadium der Antikérperreaktion iiberwiegen IgM-Antikorper,
aber auch wenige IgD-Antikérper werden sezerniert. Spiter kommt es zu einem
Isotypenwechsel und IgG und IgA sind die vorherrschenden Isotypen, ebenfalls wird in
geringem Maf3e IgE sezerniert (Stavnezer 1996).

B-Zellen sind relativ langlebig, sie haben eine Halbwertszeit von ein bis zwei Monaten
(Linette 1994). Werden B-Zellen durch die Bindung an ein Antigen und teilweise von T-

Helferzellen aktiviert, teilen sie sich, damit geniigend Effektorzellen zur Bekdmpfung der
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Infektion vorhanden sind (Liu 1991, Parker 1993, Anderson 1977). Die Nachkommen
differenzieren zu Plasma- und Gedichtniszellen (Coico 1983, Takahashi 1998). Plasmazellen
sezernieren ca. 2.000 Antikorper pro Sekunde, leben aber nur vier bis fiinf Tage (Manz 1997).
Ein wichtiger Produktionsort fiir Antikorper ist das Knochenmark (Tew 1992, Benner 1981).
Gedachtniszellen sind extrem langlebig, teilen sich aber bis zu einem Zweitkontakt mit dem
Antigen nicht mehr. Beim Erstkontakt mit einem Antigen kommt es erst mit einer
Verzogerung von einigen Tagen zu einer adaptiven Immunantwort, weil die Proliferation und
Differenzierung zu Effektorzellen Zeit braucht. Wie bereits erwdhnt haben Plasmazellen nur
eine begrenzte Lebensdauer. Wenn das Antigen eliminiert wurde, gehen sie in Apoptose.
Durch die Bildung von Gedachtniszellen konnen bei einem Zweitkontakt wesentlich schneller
Antikorper gebildet werden, welche zudem noch eine hohere Affinitdit zum Antigen haben
und der Schutz wesentlich langer anhélt (Coico 1983, Slifka 1998).

Es gibt verschiedene Effektormechanismen auf die humorale Immunantwort. Bei der
Neutralisation blockiert der Antikdrper eine bestimmte Stelle des Antigens, wodurch dieses
unwirksam wird. Der Antikorper-Antigen-Komplex wird durch phagozytierende Zellen
beseitigt. Bei der Agglutination werden benachbarte Antigen-Molekiile, z.B. Bakterien,
vernetzt, wodurch diese leichter durch phagozytierende Zellen gefunden werden. Bei der
Prazipitation werden 16sliche Antigene vernetzt, wodurch immobile Préazipitate gebildet
werden, die ebenfalls von Phagozyten aufgenommen werden. Antikérper-Antigen-Komplexe
konnen auch das Komplementsystem aktivieren, was zur Lyse der Zelle fiihrt.

Neben der Antikorperproduktion fungieren B-Zellen auch als Antigen-prisentierende-Zellen.
Wenn sie ein Antigen gebunden haben, nehmen sie dieses auf und prisentieren

Peptidfragmente als Peptid-MHC-Komplexe auf ihrer Oberflache.

1.4.2 BAFF (B-Zell aktivierender Faktor aus der TNF-Familie) und seine
Rezeptoren

BAFF wurde erst vor wenigen Jahren entdeckt. Es ist ein Mitglied der Familie der Tumor
Nekrose Faktoren (TNF) und gilt als essentieller Uberlebensfaktor fiir B-Zellen (Schneider
1999). Weil das Protein zeitgleich von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben wurde, ist es
unter verschiedenen Namen bekannt. Weitere Namen sind BlyS (B Lymphocyte Stimulator),
TALL-1 (TNF- and ApoL related leukocyte-expressed ligand 1), THANK (TNF Homolog

activates apoptosis, nuclear factor-kB und c-Jun NH,-terminal kinase), zZINF4 (z-tumor
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necrosis factor 4) und TNFSF13b (TNF-Superfamily Member 13b) (Moore 1999, Shu 1999,
Mukhopadhyay 1999, Gross 2000).

Die TNF-Familie wurde nach dem ersten entdeckten Mitglied benannt, welches eine
zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen hat (Carswell 1975). Die Zytokine dieser Familie
spielen uv.a. eine wichtige Rolle in der Regulation von Entziindungsreaktionen, bei der
Immunantwort auf Infektionen und der Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase (Smith
1994). Sie konnen sowohl die Proliferation, das Uberleben und die Differenzierung von
Zellen als auch Apoptose beeinflussen und induzieren (Aggarwal 2003, Gaur 2003). Eine
Storung threr Funktion kann zu Krankheiten wie Krebs und Autoimmunitat fiihren.

BAFF wurde bei der Suche nach TNF-homologen DNA-Sequenzen entdeckt (Schneider
1999). Es tritt in der fiir Mitglieder der TNF-Familie typischen (homo-) trimeren Struktur auf
und hat die groBte Proteinsequenz-Homologie mit APRIL (A proliferation inducing ligand),
einem weiteren Mitglied dieser Familie auf das weiter unten niher eingegangen wird (Bodmer
2002, Karpusas 2002, Oren 2002). Neben einer membrangebundenen und einer l6slichen,
sezernierten Form, welche beide biologisch aktiv sind, ist auch eine Splice-Variante von
BAFF bekannt, das ABAFF (Schneider 1999). BAFF wird an Membranen gebunden
exprimiert, bevor es proteolytisch freigesetzt wird (Nardelli 2001). ABAFF kommt nur
membrangebunden vor und kann Heteromultimere mit BAFF bilden. Durch die Bildung
dieser Komplexe wird die Freisetzung von loslichem BAFF verhindert. ABAFF kann auf
diese Weise die Bioaktivitdit von BAFF negativ regulieren (Gavin 2003, Gavin 2005). BAFF
bildet aber nicht nur mit ABAFF Heteromultimere, besonders wihrend einiger
Autoimmunerkrankungen bildet es auch Heterotrimere mit APRIL (Roschke 2002).
Allerdings ist nicht bekannt, welchen Rezeptor diese Heterotrimere binden und an welchem
Ort sie synthetisiert werden. Bei der loslichen Form von BAFF konnen sich durch
Interaktionen zwischen BAFF-Trimeren geordnete und symmetrische Oligomere aus bis zu
20 BAFF-Trimeren bilden (Zhukovsky 2004, Pelletier 2003, Liu 2002). Durch diese ,,virus-
like Cluster kann die Signaliibermittlung am Rezeptor gesteigert werden (Schneider 1998).
BAFF bindende Rezeptoren sind BAFF-R (BAFF-Rezeptor, TNFRSF 13C), BCMA (B cell
maturation antigen, TNFRSF 17) und TACI (transmembran activator and CAML interactor,
TNFRSF 13B), wobet BAFF nur eine geringe Affinitit zu BCMA hat (Marsters 2000).
BCMA und TACI binden neben BAFF auch APRIL, aber fir BAFF-R ist BAFF der einzige
bisher bekannte Ligand (Masters 2000, Yan 2000, Thompson 2001) (Interaktion von BAFF
mit seinen Rezeptoren siehe auch Abb.3). BAFF-R und BCMA werden fast ausschlielich auf

reifen B-Zellen exprimiert, eine schwache Expression von BAFF-R wurde zusidtzlich bei
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ruhenden T-Zellen nachgewiesen (Yan 2001, Marsters 2000, Laabi 1992, Yan 2000). TACI
wird von B-Zellen sowie von ruhenden und aktivierten T-Zellen exprimiert (Wu 2000, Yan
2001). TACI ist genau wie BAFF-R ein Membranprotein, BCMA ist hauptsachlich im Golgi-
Apparat lokalisiert (Gras 1995, Novak 2004). Fir die Funktion von BAFF als B-Zell-
Uberlebensfaktor wird allein die Interaktion zwischen BAFF und BAFF-R verantwortlich
gemacht (Mackay 2003) (Hauptfunktionen von BAFF im Immunsystem vermittelt durch die
Rezeptoren siehe Abb.3). Dabei hat BAFF eine verstarkende Wirkung auf die Expression
anti-apoptotischer Proteine und wirkt hemmend auf die Expression pro-apoptotischer Gene
der B-Zellen ein (Craxton 2005, Batten 2000, Do 2000, Amanna 2001). BAFF hat allerdings
nicht auf alle Stadien in der B-Zell-Reifung Einfluss, es wirkt selektiv auf bestimmte
Reifungsstadien (Mackay 2003, Hsu 2002). Bei der Entwicklung von Stammzellen zu
unreifen B-Zellen scheint BAFF keine Rolle zu spielen. Erst wiahrend der Reifung und der
Differenzierung zu Plasmazellen ist BAFF von Bedeutung (Schiemann 2001, Schneider 2001,
Gross 2001). So treten z.B. bei BAFF-knockout Méausen starke Verluste der peripheren B-
Zellpopulationen auf, die B-Zellentwicklung ist ohne die Anwesenheit von BAFF blockiert
(Schiemann 2001, Gross 2001, Rolink 2002). Dies zeigt, dass BAFF die Uberlebensrate von
B-Zellen steigert, es erhoht aber auch die Uberlebensrate von aktivierten B-Gedachtniszellen
(Avery 2003). Es wurde gezeigt, dass BAFF allein nicht in der Lage ist eine B-Zell-
Proliferation zu induzieren. Die Steigerung der Proliferation scheint eine Konsequenz der
hoheren Zahl lebender, in den Zellzyklus eintretender B-Zellen zu sein (Schneider 1999).
Eine Inhibition von BAFF 16st eine Reduktion der B-Zellzahl und Antikérperproduktion aus
(Yan 2000, Yu 2000). Wahrend der Differenzierung zu Plasmazellen verdndert sich die
Expression einiger Oberflachenrezeptoren. Wie bereits erwéahnt, wird die Wirkung von BAFF
auf die B-Zell-Reifung hauptsichlich durch seine Bindung an BAFF-R vermittelt (Mackay
2003). Plasmazellen exprimieren nur geringe Mengen BAFF-R, dagegen in verstarktem Maf3e
BCMA. AuBerdem kann die Uberlebensrate von Plasmazellen auch durch die Stimulation mit
APRIL gesteigert werden. Deshalb wird vermutet, dass die Wirkung von BAFF auf das
Uberleben der Plasmazellen eher iiber BCMA als durch BAFF-R vermittelt wird (Avery
2003, Tarte 2002). Die bisherigen Erkenntnisse lassen darauf schliefen, dass TACI ein
inhibitorischer BAFF-Rezeptor ist, der bei der Regulation der B-Zell-Funktion eine Rolle
spielt und einen Beitrag zur Beendung der B-Zellantwort leistet (Seshasayee 2003). Durch
BAFF und APRIL kann auch ein Antikorper-Isotypenwechsel in B-Zellen bewirkt werden,
welcher durch TACI und BAFF-R vermittelt wird (Schneider 2005, Litinskiy 2002, Castigli
2005). Einige Veroffentlichungen legen zusatzlich die Vermutung nahe, dass BAFF auch eine
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wichtige Rolle bei der Regulation der T-Zell-Antwort spielt (Huard 2001, Huard 2004, Ng

2004, Sutherland 2005).

¢ -----

BAFF-R BCMA TACI
Uberleben Uberleben von Ig-Klassenwechsel
peripherer B-Zellen Plasmazellen .
inhibiert Uberleben
Ig-Klassenwechsel von B-Zellen
Ko-Stimulation von T-Zell unabhiingige
T-Zellen Immunantwort

Abbildung 3: Interaktionen von BAFF mit seinen Rezeptoren und ihre Funktion im Immunsystem
In dieser Abbildung ist dargestellt an welche Rezeptoren BAFF bindet und wie stark seine Affinitit zu dem

jeweiligen Rezeptor ist (Pfeildicke). Des Weiteren sind die Funktionen aufgelistet, welche BAFF durch seine

Bindung an den jeweiligen Rezeptor vermittelt.

BAFF wird hauptsachlich in der Milz, den Lymphknoten und in peripheren Blutleukozyten
expimiert. Eine schwache Expression konnte auch in Thymus, Herz, Plazenta, Diinndarm und
Lunge gezeigt werden (Schneider 1999, Moor 1999). Exprimiert wird BAFF von Zellen
myeloiden Ursprungs, wie Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen (Moor 1999).
Aber auch neutrophile Granulozyten und Astrozyten exprimieren BAFF und in geringen
Mengen auch T-Zellen (Scapini 2003, Krumbholz 2005, Farina 2007). Im Gegensatz zu
Monozyten und Dendritischen Zellen wird BAFF von ihnen aber nicht in die Membran
eingebaut und dann proteolytisch gespalten, sondern bereits intrazelluldr prozessiert und
sofort sezerniert (Scapini 2003). Die Produktion von BAFF wird durch verschiedene
Zytokine beeinflusst. In myeloiden Zellen, Speicheldriisen-Epithelzellen und Astrozyten
konnte die BAFF-Expression u.a. durch Stimulation mit IFNy erhoht werden (Nardelli 2001,
Craxton 2003, Scapini 2003, Litinskiy 2002, Ittah 2006, Krumbholz 2005). Dies war einer der

Griinde warum in dieser Arbeit IFNy zur Stimulation von verschiedenen Zellen verwendet
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wurde. Die bisher genannten BAFF-produzierenden Zellen sind nicht in direkter Ndhe zu den
meisten B-Zellen lokalisiert und Untersuchungen zeigten, dass aus dem Knochenmark
stammende Zellen nicht genug BAFF produzieren, um die physiologische Zahl peripherer B-
Zellen aufrecht zu erhalten. Vermutlich wird BAFF zusitzlich noch von spezialisierten
Stromazellen der Milz und der Lymphknoten exprimiert, den follikularen Dendritischen
Zellen, welche in der Nihe von sich differenzierenden B-Zellen zu finden sind (Hase 2004,
Gorelik 2003, Cyster 2000). Von gesunden B-Zellen wird BAFF nicht exprimiert, aber unter
pathologischen Bedingungen, z.B. bei malignen B-Zellen, kann BAFF auch von B-Zellen
exprimiert werden (Ng 2004, Novak und Grote 2004, Fu 2006). Dadurch erhoht sich nicht nur
die Zahl maligner B-Zellen, sondern auch die autoreaktiver B-Zellen.

Besonders wichtig bei der Vermeidung von Autoimmunerkrankungen ist die Regulierung des
Uberlebens von Zellen. Wie bereits beschrieben ist BAFF ein Zytokin, welches Einfluss auf
das Uberleben von B-Zellen hat. Bei einer Uberexpression von BAFF, wie es bei einigen
BAFF  transgenen  Madausestimmen der Fall ist, treten  Symptome von
Autoimmunerkrankungen auf, welche teilweise auch auf pathogene Auto-Antikorper
zuriickzufithren sind (Gross 2000, Mackay 1999, Khare 2000). Die Tiere entwickeln z.B.
Symptome des auch beim Menschen bekannten Sjorgen’s Syndroms, bei dem aufgrund der
Zerstorung der Driisenzellen nur noch geringe Mengen an Speichel produziert werden
(Groom 2002). Bei Patienten mit dem Sjoérgren’s Syndrom und auch bei Patienten mit
anderen autoimmunen Erkrankungen konnte eine erhohte Menge an BAFF im Serum
nachgewiesen werden (Zhang 2001, Matsushita 2006). Die Hohe der BAFF-Spiegel bei
Sjogren’s Syndrom-Patienten korreliert sowohl mit der Schwere der Krankheit als auch mit
der Menge an Auto-Antikorpern, die produziert werden (Zhang 2001, Mariette 2003). Die
Aktivierung und Selektion von B-Zellen werden durch verschiedene Signale reguliert, u.a.
durch BAFF. Wie bereits erwidhnt, beeinflusst BAFF die Expression von pro- und anti-
apoptotischen Proteinen durch B-Zellen. Wenn eine B-Zelle nur schwache Apoptose-Signale
erhilt, z.B. durch die sehr schwache Bindung an ein kdrpereigenes Antigen, so verhindert eine
physiologische BAFF-Konzentration die Apoptose, so dass die B-Zelle heranreifen kann
(Abb.4A) (Bannish 2001). Bindet eine B-Zelle hochaffin an ein Auto-Antigen, bekommt sie
ein starkes Apoptose-Signal, welches physiologische BAFF-Konzentrationen nicht
ausgleichen konnen, und die Zelle geht in Apoptose (Abb.4B). Wenn allerdings eine
Uberproduktion von BAFF stattfindet konnen auch starke Apoptose-Signale unterdriickt
werden, wodurch autoreaktive B-Zellen heranreifen und Autoimmunerkrankungen auftreten

(Abb.4C) (Mackay 2002).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Rolle von BAFF bei der Entstechung von
Autoimmunerkrankungen
Auf das Uberleben einer B-Zelle haben wiihrend der ,,negativen Selektion* unterschiedliche Rezeptoren und ihre

Liganden Einfluss. Bindet an das Oberflichen-exprimierte Immunglobulin ein Ligand wirkt sich dies je nach
stirke der Ligandenbindung schwach bzw. stark Apoptose-auslosend aus. Bindet BAFF an einen BAFF-
Rezeptor auf der Oberfliche der B-Zelle kann dies bei einer physiologischen BAFF-Konzentration ein
schwaches pro-apoptotisches Signal ausgleichen, so dass die B-Zelle reifen kann. Ist die BAFF-Konzentration
pathologisch erhéht, wird auch das pro-apoptotische Signal eines Auto-Antigens unterdriickt, so dass sich

autoreaktive B-Zellen entwickeln kénnen.

Weil BAFF bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielt, bietet es ein
Ziel fiir therapeutische Behandlungsansatze. Behandlungen mit neutralisierenden Antikdrpern
gegen BAFF-Rezeptoren zeigten im Tiermodell bereits Behandlungserfolge und erste
klinische Studien werden bereits durchgefiihrt (Gross 2000, Gross 2001, Mackay 2002, Seyler
2005, Liu 2004, Baker 2003).

1.4.3 APRIL (A proliferation inducing ligand)

Den Namen APRIL bekam dieses Mitglied der TNF-Familie, weil es das Wachstum von
Tumorzellen stimuliert (Hahne 1998, Rennert 2000). Auch fiir APRIL gibt es noch weitere
Synonyme, es wird TALL-2 (TNF- and ApoL-related leukocyte-expressed ligand-2), TRDL-1
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(TNF-related death ligand-1) und auch TNFSF13 (TNF superfamily member 13) genannt
(Shu 1999, Hahne 1998, Kelly 2000). Die physiologische Funktion von APRIL und seine
Rolle im Immunsystem sind noch nicht vollstdndig verstanden.

In geringen Mengen wird APRIL von den meisten gesunden Geweben exprimiert, eine hohe
APRIL-Expression wurde u.a. in Tumorzellen gezeigt (Kelly 2000, Moreaux 2005, Rennert
2000, Roth 2001, Stein 2002). Wie BAFF wird auch APRIL hauptsichlich von Zellen
myeloiden Ursprungs exprimiert (Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen), aber
auch u.a. von B-Zellen und vermutlich auch von Stromazellen des Knochenmarks (Craxton
2003, Huard 2004, Bonci 2004, Kern 2004, Litinskiy 2002, Moreaux 2005, O"Connor 2004,
Pradet-Balade 2002, Shu 1999, Stein 2002). Makrophagen exprimieren allerdings wesentlich
mehr APRIL als Monozyten und Dendritischen Zellen, was durch eine posttranskriptionelle
Regulation bei Monozyten und Dendritischen Zellen oder durch unterschiedliche
Prozessierung und Sekretion bedingt sein kann (Craxton 2003). Auch die APRIL-Expression
kann durch verschiedene Stimulantien, wie z.B. IFNy, gesteigert werden (Craxton 2003,
Litinskiy 2002).

APRIL ist ein 16sliches Protein, eine membrangebundene Form ist nicht bekannt. Es wird
intrazellular im Golgi-Kompartiment prozessiert und danach als Homotrimer sezerniert
(Loprz-Fraga 2001, Wallweber 2004). Anders als bei BAFF existieren allerdings keine
geordneten und symmetrischen Oligomere von APRIL (Bossen 2006). Es gibt drei APRIL-
Isoformen: APRIL-a, -p und —y. Die Isoform-a enthdlt den kompletten Leserahmen von
APRIL, bei APRIL-B und —y handelt es sich um Splice-Varianten, deren funktionelle
Bedeutung noch nicht geklart ist (Kelly 2000). Das Gen eines weiteren Mitglieds der TNF-
Familie, TWEAK, ist neben dem Gen von APRIL lokalisiert. Durch einen alternativen
SpleiBvorgang kann APRIL auch als Transmembran-Hybridprotein vorliegen, welches TWE-
PRIL genannt wird (Chicheportiche 1997, Pradet-Balade 2002). TWE-PRIL konnte in T-
Zellen und Monozyten detektiert werden (Pradet-Balade 2002).

APRIL bindet an drei verschiedene Rezeptoren: BCMA, TACI und Proteoglykan (Interaktion
von APRIL mit seinen Rezeptoren siche auch Abb.5) (Marsters 2000, Bischof 2006, Hendriks
2005, Ingold 2005). BCMA bindet APRIL mit einer hoheren Affinitdt als TACI, TACI bindet
BAFF mit einer 10-20-fach hoheren Affinitit als APRIL (Marsters 2000, Wu 2000).

Wie bereits erwihnt, ist die Rolle von APRIL im Immunsystem noch nicht vollstindig
verstanden, aber u.a. durch Untersuchungen transgener- und knockout-Mdéusen, konnten
einige Aufgaben von APRIL identifiziert bzw. ausgeschlossen werden (Bisher bekannte

Funktionen von APRIL im Immunsystem vermittelt durch seine Rezeptoren siehe auch
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Abb.5). Es deutet einiges darauf hin, dass APRIL die T-Zell-abhingige Immunantwort
unterdriickt und den Ig-Isotypenwechsel fordert (Castigli 2004, Stein 2002, Balazs 2002). Es
konnte sein, dass erhohte Mengen an APRIL die BAFF/TACI-Interaktion verhindern, so dass
mehr BAFF an BAFF-R bindet und die B-Zellzahl erhoht wird (Varfolomeev 2004). Durch
Gabe von APRIL kann aber bei BAFF-knockout-Mausen die B-Zellzahl nicht normalisiert
werden und APRIL knockout Méuse zeigen eine normale Immunantwort (Varfolomeev 2004,
Gross 2001, Schiemann 2001). Plasmazellen exprimieren hauptsichlich BCMA und
Proteoglykan und nur in sehr geringen Mengen BAFF-R und TACI. Threr Uberlebensrate
kann sowohl durch BAFF als auch durch APRIL verstarkt werden (O’Connor 2004, Avery

2003, Ingold 2005).

|
5§ m

Proteoglykane = BCMA TACI
Proliferation von Uberleben von Ig-Klassenwechsel
Tumorzellen Plasmazellen

inhibiert Uberleben
von B-Zellen

T-Zell unabhiingige
Immunantwort

Abbildung 5: Interaktionen von APRIL mit seinen Rezeptoren und ihre Funktion im Immunsystem
In dieser Abbildung ist dargestellt an welche Rezeptoren APRIL bindet und wie stark seine Affinitit zu dem

jeweiligen Rezeptor ist (Pfeildicke). Des Weiteren sind die Funktionen aufgelistet, welche APRIL durch seine

Bindung an den jeweiligen Rezeptor vermittelt.

1.4.4 BAFF-R (BAFF-Rezeptor)

Wie bereits erwéhnt, ist BAFF der einzige bisher bekannte Ligand des BAFF-R, der sehr
wichtig fiir das Uberleben und die Reifung von B-Zellen ist. BAFF-R leitet aber auch Signale
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fur den Ig-Isotypenwechsel weiter (Yan 2000, Thompson 2001, Mackay 2003). Neben
BAFF-R gibt es noch weitere Synonyme fiir diesen Rezeptor: BR3 (BLyS receptor 3),
TNFRSF17 (TNF receptor superfamily member 17) (Thompson 2001, Yan 2001, Bossen
2006). BAFF-R wird (abgesehen von einer schwachen Expression auf T-Zellen)
ausschlieBlich auf bestimmten B-Zellen-Reifungsstadien exprimiert (Yan 2001, Yan 2000).
Es wird vermutet, dass seine Expression mit der Expression von IgM in der Zellmembran
korreliert (Mackay 2003, Hsu 2002, Gorelik 2004). Bei BAFF-R-knockout-Méausen kommt es
zu einer Blockade in der B-Zell-Entwicklung (Shulga-Monskaya 2004, Thompson 2001).
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2. Zielsetzung

Das kindliche Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (OMS) ist ein seltenes neurologisches
Syndrom, welches unter anderem paraneoplastisch auftritt. Die paraneoplastische OMS Form
steht fast immer im Zusammenhang mit einem Neuroblastom. Ziel der vorliegenden Arbeit

war eine genauere Untersuchung der Ursachen sowie des Verlaufes der Erkrankung.

Im Serum einiger Kinder mit OMS konnten verschiedene antineuronale Auto-Antikérper
nachgewiesen werden, ein gemeinsames Auto-Antigen konnte bisher aber noch nicht
identifiziert werden. Welche Substanz-Klasse (Polysaccharide, Proteine, Lipide) die einzelnen
IgG-Subklassen hauptsédchlich binden ist hingegen bekannt. Durch eine Analyse der Auto-
Antikorper beziiglich der dominierenden IgG-Subklassen sollten in dieser Arbeit die Ziel-
Antigene weiter eingegrenzt werden.

Dazu sollte die Bindung der Auto-Antikorper an Kornerzellen des Kleinhirns tiberpriift und
die IgG-Subklassen Verteilung der intrazellular und der extrazellulir bindenden Auto-
Antikorper untersucht werden. Um auszuschlieBen, dass die IgG-Subklassen Verteilung
aufgrund einer verdnderten Konzentration der Subklassen im Gesamt-IgG zustande kommt,

wurden auch die Subklassen des Gesamt-IgGs bestimmt.

In fritheren Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass Auto-Antikorper von einigen
OMS-Patienten an Neuroblastom-Zellen binden und somit einen Einfluss auf die NK-Zell
vermittelte Lyse von Neuroblastom-Zellen haben konnten. Deshalb sollte der Effekt des IgGs
von OMS-Patienten auf die NK-Zell vermittelte Lyse von Neuroblastom-Zellen untersucht

werden.

Einige Daten deuten darauf hin, dass B-Zellen an der Erkrankung mit OMS beteiligt sind.
BAFF und APRIL sind zwei Proteine, die an der Entwicklung und dem Uberleben von B-
Zellen in der Peripherie mafBgeblich beteiligt sind. Eine pathogen erhohte Konzentration
dieser Proteine kann zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen beitragen. Deshalb sollte
in dieser Arbeit die Konzentration von BAFF und APRIL im Serum und im Liquor von OMS-
Patienten gemessen werden. Um eine Storung der Blut/Hirn-Schranke und damit eine

Beeinflussung der Konzentrationen im Liquor auszuschlieBen, sollte die Albumin-
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Konzentration in Serum und Liquor bestimmt werden. Am Ende dieses Versuchsteils sollte
tberpriift werden, ob die BAFF Liquor/Serum Ratio und die Antikorperbindungen an

Kornerzellen des Kleinhirns in einem Zusammenhang stehen.

In einer Studie von 2003 wurden B-Zell-Follikel im Neuroblastom eines OMS-Patienten
nachgewiesen, welche normalerweise nur in Lymphknoten vorkommen. Aufgrund dessen und
in Anlehnung an die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung von BAFF und APRIL im
Serum und Liquor von OMS-Patienten sollte im letzten Teil dieser Arbeit tiberpriift werden,
ob Neuroblastom-Zellen BAFF, APRIL oder BAFF-R exprimieren konnen. Weil Zytokine
(besonders IFNy) die Expression von BAFF und APRIL in verschiedenen Zellen

beeinflussen, sollte dieser Effekt auch bei Neuroblastom-Zellen iiberpriift werden.
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3. Material

3.1 Chemikalien und fertige Losungen

Acetic Acid 100%
Agarose multiporpose
Ammoniumpersulfat APS
Antioxidant

5-bromo 4-chloro 3-indolyl phosphate / nitro-blue
tetrazolium chloride (BCIP/NBT)-Blue Liquid Substrate

BDH crystalline Trypsin (bovine pancreas)
Bovine Serum Albumine, Fraction V (BSA)
Bromphenolblau

B-Mercaptoethanol

CelLytic'™ M Cell Lysis Reagent
Deoxiribunuclease 1, Type 4 bovine pancreas
Destilliertes Wasser ,,Aqua ad injectabilia®
D(+)Glucose

Dimethylsulfoxide (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) 0,5M
Ethanol 100 %

Ethanol fir Molekularbiologie 100%
Ethidiumbromid

Ficoll-PaqueTM Plus
5-Fluoro-2"-deoxyuridine

Glycerol

Glycin

H-EBSS

Hepes

Interferon y (IFN-y)

IgG-Standard

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck

Bioline GmbH
Roth
Invitrogen
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Neolab

Fluka

Sigma

Sigma Aldrich
Braun

Gibco

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Merck

Merck
Amersham
Merck

Roth

Merck

Gibco

Sigma
Provitro
Sigma

Merck

Merck

Merck
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4x LDS sample Buffer (fiir WB)

Liquichek Immunology Control Levels 1 und 2
Liquichek™ Spinal Fluid Control Levels 1 und 2
Methanol

Magnesiumsufat (MgSO,)

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na, HPO4)
Natriumdihydrogenphoaphat (NaH,PO,)
Natriumazid (NaN3)

N Antiserum gegen Human-IgG

N Antiserum gegen Human-Albumin

N Diluens

Non-fat dry milk, blotting grade (Milchpulver)
N Protein-Standard-SL (human)

NuPage SDS MOPS Running Buffer

N Reaktionspuffer

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Proteinmarker)
Paraformaldehyd (PFA)

Phosphate Buffered Saline (PBS) 10x (fiir Zellkultur!)
Poly-L-lysin-hydrobromide

Ponceau S

Protease Inhibitor Cocktail

Protein G-Sepharose

Quick Load 1kb DNA Ladder (DNA-Léangenmarker)
RLT-buffer (Zelllyse-Puffer)

RNAse freies Wasser

Rotiphorese Gel 30 = 30 % Acrylamid-Mix
Sample reducing Agent (10x)

Saponin

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Tris-Acetat-EDTA Puffer (TAE) 10x
Trichloressigsaure (20%)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Tris-HCl

Invitrogen
Bio Rad

Bio Rad
Merck

Sigma

Roth

Roth

Merck

Merck

Merck

Merck

Dade Behring
Dade Behring
Dade Behring
Bio-Rad
Dade Behring
Invitrogen
Dade Behring
Fermentas
Sigma Aldrich
Gibco

Sigma

Sigma / Roth
Sigma

GE Healthcare Bio-Science AB
Biolabs
Qiagen
Applichem
Roth
Invitrogen
Sigma
Neolab

Roth

Roth

Sigma

USB
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Trypanblau

Trypsin (2,5g/1)

5% Trypsin-EDTA (10x)

Trypsin inhibitor Type I-S: from Soybean
Trypsin Type XII-S

Tween20

Roth

Gibco

Gibco

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien und fertigen Losungen

3.2 Verbrauchsmaterial

Cellstar® 6 Well Cell Culture Plate

Cellstar” Plastikpipetten (5 ml, 10 ml)

Cellstar® U-shape with Lid, TC-Plate, 96 well, sterile
Cellstar™ 75 cm’ Zellkulturflaschen

Cryobox 136x136x130 mm

Cryo Tube™ vials (1,8 ml; 4,5 ml)

Disposable scalpel, steril

2D-well Gradientengel NuPage 4-12% (1,0 mm dick)
Einmalkiivette

Einmalspritzen Injekt™ Luer Solo (5 ml, 20 ml)
FACS-Rohrchen 0,5 ml 38x6,5 mm PS

Falcon 5Sml Polystyrene Round-Bottom Tube
Falcon®™ Plastikpipetten 25 ml

Falconréhrchen (15 und 50 ml)

Geldokumentation Thermal Image System FTI-500
Gewebekulturschale steril 35,0 / 10 mm mit Nocken

Glaswaren (verschiedene)

Kodan® Tinktur Forte (alkohholische Hautantiseptik)
LightCycler” Capillaries [20 ul] (fiir Realtime-PCR)
Minisart single use filter (0,2 pm, 0,45 pm)
Neubauer improved

Nitra-Tex” puderfrei

Geiner bio-one
Geiner bio-one
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Ratiolab GmbH
Nunc

Feather safity razorco
Invitrogen

Ratiolab

Braun

Sarstedt

Becton Dickinson
Becton Dickinson Labware
Becton Dickinson
Fuji Film

Greiner bio-one

Fisherbrand; IDL; Schott&Gen;
Simax

Schiilke & Mayr
Roche

Biotech

Brand

Ansell
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Nitrocellulosemembran

NobaGlove® —Latex puderfrei

Nunclon"™ surface 96-Well Platten mit flachem Boden
Parafilm

Pasteurpipetten aus Glas ca./approx. 150 mm
Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000ul)
PP-PCR-Gefal3 0,2ml diinnwandig

Rastereinsatz fiir Cryobox

Reagiergefal3 1,5 ml

Safety-Multifly“~Set, steril, pyrogenfrei (Kaniilen)
Servapor” dialysis tubing (6mm, 25mm)
S-Monovette” 7,5 ml Z (Serum-Rdhrchen)
S-Monovette® EDTA KE 7,5 ml (Vollblut-Rohrchen)
Stau-Schlauch

Sterile Pipettenspitzen mit Filter

UV-durchlissige Kiivetten

Vlieskompressen steril 5x5 cm
Whatmann-Filterpapier 3 mm

Zellschaber

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

3.3 Gerite

Air Liquide (Stickstoff-Tank)

BEP 2000 Advance (ELISA-Reader)
Blotapparatur
,,Blutrohrchen-Roller” RMS5

ClaslI Type A/B3 (Sterilbank)
Digitalkamera DFC 300 FX

Easia shaker

FACSCalibur
Fluoreszenzmikroskop DM RB

Biometra

NOBA GmbH

Nunc'™

American National Can
Brand

Sarstedt

Greiner bio-one

Ratiolab GmbH

Sarstedt

Sarstedt

Serva Electrophoresis GmbH
Sarstedt

Sarstedt

Nebilet®

Nerbe Plus

Bio-Rad

Fuhrmann®™ Verbandstoffe GmbH
A. Hartenstein

Geiner bio-one

Arpege 75

Dade Behring

Invitrogen

Assistent

Nuaire Biological Safety Cabinets
Leica

Medgenix diagnostics

Becoton Dickinson

Leitz



Material

29

Geldokumentationsanlage Image Masters VDS
Gelelektrophoresekammer

Gelschlitten und Gelkamm

Heizblock / Thermoshaker

HiTrapTM Protein G HP (1ml und 5ml Protein G Saule)
Inverses Lichtmikoskop MBL 3100

Kiihl- und Gefrierschranke

Light Cycler 1.5

LightCycler Zentrifugen Adapter
Magnetriihrer

Mikrowelle

Multiskan Ex (ELISA-Reader)
Nalgene™ Cryo 1 °C Freezing Container
NOVEX Xcell surelock Blotkammer
PC-System, Printer

pH-Meter

Pipetten (verschiedene Volumina)
Pipettierhilfe , Pipetboy acu®

ProSpec (Nephelometer)

Pump P-1 (Pumpe fiir die IgG-Aufreinigung)
Rotamax 120 (Riittler)

Schwenktisch

SmartSpec'™ Plus Spectrophotometer
Sonopuls HD 2070 (Ultraschallhomogenisator)
Spannungsquellen

Steri-Cult 200 Inkubator (Brutschrank)
Sterilbank

Thermocycler

Tischzentrifuge EBA 20

Tischzentrifuge Mikro 120

Universal 32 R (Zentrifuge)

Vortex Minishaker

Vortexer Vortex-Genie2

Waage

Wasserbad

Pharmacia Biotech
Peqlab

Peglab

Peqlab

Amersham Biosciences
A Kriiss Optronic

Bosch, Liebherr, Nuaire, Santo,
Premium

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
IKA® Werke
SHARP Electronics
Thermo Electron Corporation
Nalgene”
Invitrogen

Hewlett Packard
Schott Gerite
Gilson, Eppendorf
Integra Biosciences
Dade Behring
Pharmacia Biotech
Heidolph

Peqlab

Bio-Rad

Bandelin Elektronik
Peqlab

Labotec GmbH
Kottermann
Biometra

Hettich

Hettich

Hettich

IKA® Werke
Scientific Industries
Sartorius AG

Memmert
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Zentrifuge Typ 2-6 Sigma
Zentrifuge Universal 32 R (Zellkultur) Hettich

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Geriite

3.4 Molekularbiologische und biochemische Kits

Bicinchoninsdure (BCA) Protein Assay Kit Thermo Scientific
BNII'™ Latex Combi kit: Non-latex IgG1 and [gG2  Dade Behring

Latex [gG3 and IgG4

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
human APRIL ELISA BMS2008
ITFT: Neurologie-Mosaik 13 Kit
QIAamp” RNA Blood Mini Kit
Quanti Fast™ SYBR Green PCR Kit
Quantikine®™ Human BAFF/BLyS

Roche Applied Science
Bender MedSystems”
Eurolmmun

Qiagen

Qiagen

R&D Systems

Ravo PNS-Blot Ravo Diagnostika GmbH
RevertAid'™ First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas

RosetteSep” human NK Cell Enrichment Cocktail StemCell Technologies

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten molekularbiologischen und biochemischen Kits

3.5 Puffer und Losungen

BSA4% 5 ml H-EBSS
02g BSA
40 ul MgSO,4-Losung

DNA-loading buffer (10x): 250 mg Bromphenolblau
33 ml Tris (150 mM, pH 7,6)
60 ml Glycerol
7 ml Hzo
pH 7.6
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Ethidiumbromid-Férbelosung

FACS Puffer

Glucose-Losung (133 m)

Glycinpuffer

H-EBSS

IgG-Elutionspuffer

Konzentrierte DNasel / Trypsin
Inhibitor — Losung (Konz. D/T-I Lsg)

MgSO4-Losung

Milchpulver-Losung

1 % Paraformaldehyd (PFA)

PBS (10x)

2,5 mg
1L

500 ml
5 ml
S ml

10 ml
2,394 g

3,75¢g
In 500 ml

202¢g

0,1g

1,49 ¢
0,0875 g
0,039 g
(oder 0,037 g
in 250 ml

0,75 g
100 ml

10 ml
0.1 ml
0,54 mg
8 mg

781 g
in 100 ml

04¢g
10 ml

lg
100 ml

8¢
142¢g
29¢g
mnll

Ethidiumbromid
1x TAE

1x PBS
10 % NaNj3
Fotales Kalberserum (FCS)

dH-,O
Glucose

Glycin
dH-,0 16sen
auf pH 9 bzw. 2,7 einstellen

NaCl

KCl

Hepes (pH 7.4)
NaHCO;

NaH2P04 x2 HQO
NaH,PO,x 1 H,0)
dH,O losen

auf pH 7.4 einstellen

Glycin

dH20

pH 2,7 einstellen
(=0,1 M)

Solution 1H

MgSO4-Lbsung

DNase (1.300 kunits / 10 ml)
Trypsin Inhibitor

MgSO4x 7 H,0
dH,0 16sen

Milchpulver
PB S'l'wccn

PFA
1x PBS
unter Erhitzen 16sen

NaCl

Na, H POy
Na Hz PO4
dH,O losen
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1x PBS

PBS2srcs

PBS Tween

Permeabilisierungspuffer

Poly-L-Lysin

Ponceau S-Farbelosung

Protein (SDS)-loading-Buffer 4x

Sammelgel-Puffer

SDS (10%)

SDS-Laufpuffer (10x)

900 ml
100 ml

49 ml
1 ml

1L
500 pl

500 ml
05¢g

60 ml
3 mg

0,25¢
15 ml
auf 100 ml

25 ml

4g

40 ml

0,8 ml

20 ml

2 Spatelspitzen
auf 100 ml

9,09 g
in 50 ml

100 g
in 900 ml

auf 1 L

10 g
303 ¢
1441 ¢
inlL

dH,O
PBS (10x)

1x PBS
FCS

1x PBS
Tween 20

FACS Puffer
Saponin

dH,O
Poly-L-Lysin

Ponceau S
Trichloracetat (TCA)
mit H,O auffiillen
Lichtgeschiitzt lagern

IM tris pH 6,8

SDS

Glycerin

0,5 EDTA (pH zw. 7,5 und 8,5)
Methanol

Bromphenolblau

mit dH,O auffiillen

zum Gebrauch bei 4 °C
Lagerung bei -20 °C

Tris-HCl
dH-O0 lésen
auf pH 6,8 einstellen

SDS

dH,0 16sen
erhitzen (68°C)
pH=7,2 einstellen
mit dH,O auffiillen

SDS

Tris
Glycin
H-0 lésen
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Solution 1H 50 ml H-EBSS
0,125 g Glucose
0,5g BSA
0,5 ml MgSO4-Losung
TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer (50x) 242 g Tris
57,1 ml Acetic Acid
100 ml 0,5M EDTA
AuflL mit dH,O auffiillen
pH 8,5 einstellen
TBS-Puffer 45¢ NaCl
0,71 ¢g Na,HPO4
0,5g  NaH,PO,
55¢ Milchpulver
2.5ml Tween 20
500 ml dH,O
Transfer-Puffer 1,513 g Tris (25 mM)
563g  Glycin (150 mM)
50 ml Methanol (10 %)
pH 8,3 eistellen
Trenngel-Puffer 18,17 g Tris-HCI
in 100 ml dH,0 losen
auf pH 8.8 einstellen
Trypsin-Losung 10 ml Solution 1H
2,5 mg Trypsin
verdiinnte DNasel / Trypsin Inhibitor — 10 ml Solution 1H
Losung 1,6 ml Konz. D/T-I Lsg

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Puffer und Liosungen

3.6 Medien und Losungen zur Kultivierung von Zellen

DMEM psrcs 87,4 ml  Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM) Gibco

10 ml  Fotales Kélberserum (FCS) Hyclone
I ml  Glutamin (200 mM) Gibco

0,1 ml  Pen Strep (Penicillin/ Gibco

Granularis-Neurone
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Streptomycin)
2,5ml  Glucose-Losung 33 m
Iml  KCI(2M, in DMEM)

NK-92 Zelllinie a-MEMjsoserum 360 ml - a-MEM-Medium Gibco
62,5ml FCS Hyclone
62,5ml Horse Serum BioWest

Sml  Glutamin (2 mM) Gibco
0,1 ml  IL-2 (50 pg/ml) Provitro
2,5ml Pen Strep Gibco
a-MEM; o4serum 44 ml  a-MEM-Medium Gibco
0,25ml FCS Hyclone
0,25ml  Horse Serum BioWest
0,5ml  Glutamin Gibco
10 ul  IL-2 (50 pg/ml) Provitro
0,25ml  Pen Strep Gibco

Adhirente Zelllinien RPMI gorcs 500 ml RPMI-1640 Gibco

50ml FCS Hyclone

2,5ml Pen Strep Gibco
DMSO 9 10 ml DMSO Roth

9 ml FCS Hyclone

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Medien und Losungen zur Kultivierung von Zellen

3.7 Zelllinien

Name der Zelllinie

ACN
CHP212
GIMEN
HEK 293
H460

IMR 32
IMR 5-75

Ursprung

Neuroblastom
Neuroblastom
Neuroblastom
Fibroblasten

Bronchialkarzinom

Herkunft

PD Jacques

Neuroblastom

Neuroblastom

Padiatrische Onkologie Genua, Prof. Pistoia
Padiatrische Onkologie Genua, Prof. Pistoia
Padiatrische Onkologie Genua, Prof. Pistoia
sehr lang in der AG Blaes vorhanden

Hamatologie und Onkologie Marburg,

Péadiatrische Onkologie Koln, Prof. Berthold
Padiatrische Onkologie Koln, Prof. Berthold
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Kelly
LANS
NK-92
NMB
SKN-AS
SKN-BE
SKN-SH
SKN-SYSY

Neuroblastom

Neuroblastom

Padiatrische Onkologie Genua, Prof. Pistoia

Padiatrische Onkologie Genua, Prof. Pistoia

Natiirliche Killerzellen = Biochemie Giessen, Prof. Preissner

Neuroblastom
Neuroblastom
Neuroblastom
Neuroblastom

Neuroblastom

Péadiatrische Onkologie Koln, Prof. Berthold
Péadiatrische Onkologie Koln, Prof. Berthold
Pédiatrische Onkologie K&ln, Prof. Berthold
sehr lang in der AG Blaes vorhanden

sehr lang in der AG Blaes vorhanden

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Zelllinien

Prof. Dr. Vito Pistoia

Laboratory of Oncology

Gaslini Childrens Hospital

Genua University

Genua, Italien

PD Dr. G. Jacques

Héamatologie und Onkologie

Universitat Marburg

Bei den in dieser Arbeit

menschliche Zellen.

3.8 Antikorper

Prof. Dr. F. Berthold & Dr. B. Hero

Leitung der Deutschen Neuroblastom-Studiengruppe
Zentrum fur Kinderonkologie und -hdamatologie
Universitat zu Koln

Joseph-Stelzmann-Straf3e 9

50924 Koln

Prof. Dr. K.T. Preissner
Biochemie

Universitit Giessen

verwendeten Zelllinien handelt es sich ausschlieBlich um

AK-Name gegen gewonnen in Markiert Firma
CD 11b human mouse PerCP-Cy5 BD
CD 16 human mouse PerCP-Cy5 BD
CD 19 human mouse PerCP-Cy5 BD
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CD 56 (N-CAM)

CD 256 (APRIL)

CD 256 (APRIL)

CD 268 (BAFF-R)
CD 257 (BAFF)

CD 257 (BAFF)
GAPDH

HLA-ABC (MHC I)
IeG

IeG

IeG

IgG

IgG

IgG

IgG 1

IgG2

IgG 3

IgG 4
IgG1-Isotyp-Kontrolle
IgG1-Isotyp-Kontrolle
[gG1-Isotyp-Kontrolle

IgG2bk -Isotyp-Kontrolle

Isotyp-Kontrolle
Isotyp-Kontrolle

Neurofilament
ch14.18

Tabelle 8: verwendete Antikirper

human
human
human
human
human
human
human
human
human
mouse
rabbit
human
mouse
mouse
human
human
human

human

mouse

mouse

human

human

mouse
mouse
rabbit
mouse
mouse
rabbit
mouse
mouse
rabbit
rabbit
swine
rabbit
rabbit
rabbit
mouse
mouse
mouse
mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

mouse

PE

FITC
FITC

AP
AP
AP
FITC
FITC
RPE
FITC
FITC
FITC
FITC
FITC
PE
FITC
PerCP-Cy5
FITC

Dako

Biozol (BioLegend)
Serotec

BD

R&D Systems
Serotec
Chemicon
Dako

Dako

Dako

Sigma

Dako

Dako

Dako

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

BD

R&D Systems
R&D Systems
BD

R&D Systems
Dako

Dako

Merck

AP = Alkalische Phosphatase; FITC = Fluoroisothiozyanat; PE / RPE = Phytoerytrin; PerCP-Cy5 = Peridinin-

Chlorophyll-Protein-Cyanine 5
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3.9 Primer

3.9.1 Oligonukleotide zur Durchfiihrung von Realtime-PCRs

Bezeichnung Nukleotidsequenz

PBGD 8F (fwd) 5-TGCAACGGCGGAAGAAAAC-3’
PBGD 3.1 R (rev) 5'-GGCTCCGATGGTGAAGCC-3"
BAFF (fwd) 5'-CTCCCACGGAAGGAAAGCC-3’
BAFF (rev) 5-TCTGGACCCTGAACGGCAC-3’

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide zur Durchfiihrung von Realtime-PCRs
(fwd): Oligonukleotide amplifizieren den Genanfang

(rev): Oligonukleotid amplifizieren das Genende

3.10 Software

BEP® 2000 SW V.1.23.4 (ELISA-Reader)

CellQuest” von BD (FACSCalibur)

Excel 2002 Microsoft

Graph Pad Prism Software Version 4.02 (Statistische Auswertungen + Grafiken)
Microsoft Office PowerPoint 2003

Microsoft Office Word 2003

QC-Net (Unity Real Time) von Bio Rad (Auswertung Nephelometer)

Roche Molecular Biochemicals Light Cycler Software Version 3.5 (LightCycler)
Windows 2002 Microsoft

WinMDI 2.9 (Auswertung durchfluzytometrischer Daten)
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4. Patienten und Methoden

4.1 Patienten

4.1.1 Patientenmaterial — Gewinnung und Lagerung

In dieser Arbeit wurde mit Patienten-Seren, -Plasmapherat und Liquor, sowie mit Vollblut
gearbeitet. Einverstdndniserklarungen der Patienten bzw. deren Erziehungsberechtigter lagen
vor, sodass das Patientenmaterial fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit verwendet werden
konnte. Fiir das Projekt lag auch ein positives Votum der Ethikkommission des FB Medizin
vor.

Fir die Serum-Gewinnung wurde den Patienten durch Venenpunktion Blut in Serum-
Roéhrchen entnommen. AnschlieBend wurde das Blut 10 Min. bei 4.000 rpm zentrifugiert,
wobei sich feste Blutbestandteile absetzten. Das Serum wurde hauptsachlich zur Routine-
Diagnostik entnommen. Nach der Routine-Diagnostik wurde der Rest des Serums portioniert,
beschriftet und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

Das Plasmapherat wurde den Patienten zu therapeutischen Zwecken im Krankenhaus
entnommen, portioniert, beschriftet und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert. Vor dem
Gebrauch wurde das Plasma 10 Min. bei 4.000 rpm zentrifugiert.

Der Liquor wurde den Patienten fiir diagnostische Untersuchungen im Krankenhaus durch
eine Lumbal-Punktion entnommen. Der restliche Liquor wurde nach der Routine-Diagnostik
portioniert, beschriftet und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

Das Vollblut wurde ausschlieBlich fiir diese Arbeit enthommen. Es wurde einem gesunden
Spender mittels Venenpunktion in EDTA-Vollblut-Réhrchen entnommen und sofort
weiterverarbeitet.

Das Patientenmaterial stammte nicht ausschlieBlich aus dem Universitiats-Klinikum Giessen,
sondern wurde auch von anderen Kliniken aus ganz Deutschland zur Verfiigung gestellt.
Dafiir wurde es nach Zentrifugation bei Raumtemperatur (RT) verschickt. Das Material wurde

nach der Ankunft bei 4 °C gelagert, bis es portioniert und zu -20 °C iiberfiihrt wurde.
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4.1.2 Patientengruppen

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Patientengruppen verwendet: Opsoklonus-
Myoklonus-Syndrom (OMS)-Patienten, Neuroblastom (NB)-Patienten, Patienten mit
entziindlicher, neurologischer Erkrankung (ENE) und gesunde Kontroll-Patienten (GK). Die
drei letztgenannten Gruppen dienten als Kontrolle zu den OMS-Patienten. Die Patienten der
Kontroll-Gruppen wurden so ausgewahlt, dass sie in Alter, Geschlecht und Tumorstadium den

OMS-Patienten entsprachen.

4.1.2.1 Bestimmung der IgG-Subklassen-Verteilung

Fiir diese Studie wurden Seren von 16 Kindern mit OMS (13 weiblich, 3 méannlich; 12 mit
NB, 4 ohne NB) verwendet. Thr durchschnittliches Alter betrug 30,7 + 17,1 Monate. Die 15
Kinder mit NB aber ohne OMS (10 weiblich, 5 mannlich), deren Seren als Kontrolle
verwendet wurden, waren bei der Blutentnahme durchschnittlich 26,2 + 10,5 Monate alt. Als
gesunde Kontrolle wurden Seren von 12 Kindern (8 weiblich, 4 méannlich) verwendet, welche
zu diagnostischen Zwecken entnommen wurden, die nicht unter einer Autoimmun- oder
Tumorerkrankungen litten. Die ,,gesunden® Kinder waren durchschnittlich 34 + 12,6 Monate

alt. In Tab.10 sind die genauen Daten der einzelnen OMS-Patienten aufgefiihrt.
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Patient | Alter [Monate| / Geschlecht | Serum-Entnahme | Diagnose | Tumorstadium

1 51/w vor Behandlung OMS-NB 11

2 30/ w vor Behandlung OMS-NB 1A%

3 16/ w vor Behandlung OMS-NB I1

! 15/w vor Behandlung OMS-NB I

5 35/m 8 m" OMS-NB 11

6 49 /' w 13 m* OMS-NB I11

7 16/ w vor Behandlung OMS-NB I

8 18/ w vor Behandlung OMS-NB I

9 12/ w vor Behandlung OMS-NB 1A%

10 24/ w vor Behandlung OMS-NB 11

11 18/ w vor Behandlung OMS-NB I11

12 18/ w vor Behandlung OMS-NB I1

13 30/w vor Behandlung OMS kein Tumor
14 40/ w vor Behandlung OMS kein Tumor
15 48/ m 7m" OMS kein Tumor
16 72/ m vor Behandlung OMS kein Tumor

Tabelle 10: Patientendaten der OMS-Patienten
OMS = Opsoklonus—Myoklonus Syndrom; OMS-NB = OMS mit Neuroblastom

* Monate nach Beginn der Behandlung, keine Behandlung zur Zeit der Blutentnahme

® Monate nach Beginn der Behandlung, Dexamethason-Puls-Therapie zur Zeit der Blutentnahme

4.1.2.2 Untersuchung der IgG-Effekte auf die NK-Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen

Bei diesen Experimenten wurden aus dem Serum von 11 OMS-Patienten und sieben gesunden
Kontroll-Patienten alle Immunglobuline der Klasse G (IgG) isoliert. Die OMS-Patienten
waren bei der Blutentnahme durchschnittlich 25,45 + 8,43 Monate alt, sechs waren weiblich
und fiinf méannlich. In der Kontroll-Gruppe waren drei weiblich und vier mannlich und bei der
Blutentnahme lag das durchschnittliche Alter bei 35,57 &= 14,98 Monaten. In Tab.11 sind die

genauen Daten der einzelnen OMS-Patienten aufgefiihrt.
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Patient | Alter [Monate| / Geschlecht | Serum-Entnahme | Diagnose | Tumorstadium

1 24/ w vor Behandlung OMS-NB 11

2 18/ w vor Behandlung OMS-NB I

3 18/ w vor Behandlung OMS-NB [11

! 23 /m vor Behandlung OMS-NB I

5 28 /m vor Behandlung OMS-NB 11

6 24/ w vor Behandlung OMS kein Tumor
7 23 /w vor Behandlung OMS kein Tumor
8 12/m vor Behandlung OMS kein Tumor
9 36/ m vor Behandlung OMS kein Tumor
10 34/m vor Behandlung OMS kein Tumor
11 40/ w vor Behandlung OMS kein Tumor

Tabelle 11: Patientendaten der OMS-Patienten
OMS = Opsoklonus—Myoklonus Syndrom; OMS-NB = OMS mit Neuroblastom

* Monate nach Beginn der Behandlung, keine Behandlung zur Zeit der Blutentnahme

® Monate nach Beginn der Behandlung, Dexamethason-Puls-Therapie zur Zeit der Blutentnahme

5.1.2.3 Bestimmung der BAFF- und APRIL-Konzentration

Um die BAFF- und APRIL-Konzentration zwischen OMS-Patienten und Kontroll-Patienten
zu vergleichen, wurde das Serum von 17 OMS-Patienten verwendet. Davon waren 11
weiblich, sechs mannlich und das durchschnittliche Alter dieser Patienten-Gruppe betrug 29,2
+ 17,6 Monate. Bei acht der 17 Patienten wurde ein Neuroblastom festgestellt, bei neun
Patienten wurde keines gefunden. Als Kontrollen wurden Seren von 16 Patienten mit
Neuroblastom, aber ohne OMS, von 13 gesunden Kontroll-Patienten und 12 Patienten mit
entziindlichen, neurologischen Erkrankungen verwendet. Die NB-Patienten waren
durchschnittlich 33,5 = 17,6 Monate alt, 12 waren weiblich und vier ménnlich. Die NB-
Patienten, wie auch die paraneoplastischen OMS-Patienten dieser Studie befanden sich in
unterschiedlichen Tumorstadien (Tab.12): sieben NB-Patienten waren im Stadium I, vier in
Stadium II, vier im Stadium III und ein Patient war im Stadium IV. Die gesunden Kontroll-

Patienten waren durchschnittlich 37,8 £ 194 Monate alt, neun waren weiblich und vier
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mannlich. Keiner dieser Patienten zeigt Anzeichen einer entziindlichen, neurologischen
Erkrankung, weder klinisch noch durch Laborwerte. Die Patienten mit einer entziindlichen,
neurologischen Erkrankung waren durchschnittlich in einem Alter von 70,0 + 33,6 Monaten,
fiinf von ihnen waren weiblich und sechs méannlich.

Auch der Liquor der Patienten wurde soweit vorhanden untersucht. Bei Patienten mit NB lag
kein Liquor vor, weil bei dieser Erkrankung keine Lumbalpunktionen zur Routinediagnostik
durchgefiihrt werden. Bei neun der 17 OMS-Patienten (alle Patienten mit * in Tab.12), sowie
von allen gesunden Kontroll-Patienten und allen Patienten mit einer entziindlichen,

neurologischen Erkrankung war Liquor vorhanden.

Patient | Alter [Monate| / Geschlecht | Serum-Entnahme | Diagnose | Tumorstadium
Pr 30/m 30 m* OMS-NB II
2% 30/ w vor Behandlung OMS-NB I11
3% 13/w vor Behandlung OMS-NB IIb
4* 18/ w vor Behandlung OMS-NB I
5% 24 /w vor Behandlung OMS-NB 11
6* 16/ w vor Behandlung OMS-NB 11
7 38/ w vor Behandlung OMS-NB I
29/ w vor Behandlung OMS-NB 111
9 68/ w vor Behandlung OMS-NB II
10 66/ w vor Behandlung OMS kein Tumor
11 17/ m vor Behandlung OMS kein Tumor
12 52/m vor Behandlung OMS kein Tumor
13%* 7/w vor Behandlung OMS kein Tumor
14% 24 /w vor Behandlung OMS kein Tumor
15% I5/m vor Behandlung OMS kein Tumor
16 26/ m vor Behandlung OMS kein Tumor
17 24/ m vor Behandlung OMS kein Tumor

Tabelle 12: Patientendaten der OMS-Patienten
OMS = Opsoklonus—Myoklonus Syndrom; OMS-NB = OMS mit Neuroblastom

* Monate nach Beginn der Behandlung, keine Behandlung zur Zeit der Blutentnahme
® Monate nach Beginn der Behandlung, Dexamethason-Puls-Therapie zur Zeit der Blutentnahme

* Liquor wurde mit untersucht
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 RNA-Isolation

Eine Bestimmung der RNA-Menge eines bestimmten Genes ist anhand einer realtime-PCR
moglich. Dafiir wird die Gesamt-RNA extrahiert, in DNA revers transkribiert und danach mit
entsprechenden Primern in die realtime-PCR eingesetzt. Zur effizienten RNA-Isolation unter

Verwendung des QIAamp'" RNA Blood Mini Kits wurden bis zu 10" Zellen verwendet.

4.2.1.1 RNA-Isolierung mit dem QIAamp""' RNA Blood Mini Kit

Nach Ernte mit Trypsin wurden die Zellen 4 Min. bei 1.200 rpm zentrifugiert, mit 1x PBS
gewaschen, mit einem die Zellen lysierendem Puffer (RLT-Lysis-buffer) aufgeschlossen
(4.3.2.3) und die RNA vom Rest des Zell-Lysates getrennt und gereinigt.

Mit dem QIAamp'™ RNA Blood Mini Kit (Qiagen) wurden die Zellen unter stark
denaturierenden Bedingungen effizient lysiert, wobei RNasen umgehend inaktiviert wurden.
Dies erméglichte eine Isolation intakter RNA. Die Isolation wurde nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die RNA wurde in 30 ul RNase-freiem H,O eluiert und bei -80°C
aufbewahrt.

4.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinséiuren

Zur Bestimmung der Konzentration wiassriger Nukleinsaurelosungen wurde mit dem Smart
Spec'™ Plus Spectrophotometer deren Absorptionsvermdgen bei 260 / 280 nm photometrisch

bestimmt. Fiir die Messung wurde die Gesamt-RNA-Losung 1:10 verdiinnt.
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4.2.3 Reverse Transkription

Zur Amplifikation der cDNA von einer RNA-Matrize wurde das RevertAid'™ First Strand
c¢DNA Synthesis Kit verwendet.

2 ng Gesamt-RNA
auf 11 ul  mit DEPC-behandeltem H,O (im Kit enthalten) aufgefiillt
1 ul oligo (dT);s Primer (0,5 ng/ul)

z12u

Die RNA wurde 5 Min. bei 70 °C denaturiert und auf Eis schockgekiihlt bevor folgende

Reagenzien in der angegebenen Reihenfolge dazugegeben wurden:

4,0 ul 5x Reaktionspuffer
0,5 ul RiboLock™ Ribonuklease Inhibitor
2,0 ul dNTPs (10 mM)

¥ 18,5 ul

Dieser Reaktionsansatz wurde vorsichtig vermischt und 5 Min. bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde 1pl RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/ul) dazugegeben
(Endvolumen = 19,5 ul). Es folgte eine Inkubation fiir 1 Std. bei 42 °C. Die Reaktion wurde
durch Erhitzen auf 70 °C fiir 10 Min. gestoppt. Die cDNA wurde bei 4°C gelagert.
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4.2.4 Real Time-PCR

Nach der reversen Transkription wurde die cDNA, sowie spezifische Primer in die Real
Time-PCR mit dem Quanti Fast'© SYBR Green PCR Kit (Qiagen) eingesetzt. Der
fluoreszierende Farbstoff SYBR Green 1 lagert sich unspezifisch in die kleine Furche
doppelstrangiger DNA. Dadurch kommt es mit fortschreitender PCR-Reaktion zu einem
Fluoreszenzanstieg. Die Fluoreszenz wird vom Light Cycler 1.5 im geschlossenen
Reaktionsgefall Zyklus fiir Zyklus erfasst und mit einem angeschlossenen Computer und der
Roche Molecular Biochemicals Light Cycler Software Version 3.5 ausgewertet.

Weil das Fluorophor nicht spezifisch an die Ziel-DNA bindet, ist keine Unterscheidung
zwischen korrektem Produkt und Artefakt oder Primer-Dimeren moglich, welche wahrend der
PCR-Reaktion ebenfalls einen Fluoreszenzanstieg verursachen kénnen. Eine Differenzierung
zwischen spezifischem Produkt und Primer-Dimeren war im Anschluss an den PCR-Lauf
durch eine Schmelzkurven-Analyse moglich. Fir das Erstellen der Schmelzkurven der
einzelnen Proben wurde die Temperatur schrittweise erhoht, wodurch es zur Auftrennung der
DNA-Doppelstrange in ihre Einzelstringe an ihren jeweiligen Schmelzpunkten kam. Die
daraus resultierende Fluoreszenz-Abnahme wurde aufgezeichnet. Anhand der ermittelten
Schmelztemperatur konnte zwischen spezifischen Produkten und Primer-Dimeren
unterschieden werden, weil Primer-Dimere bei geringeren Temperaturen schmelzen als die

spezifischen, groBeren PCR-Produkte.

Ansatz der PCR pro Reaktionsgefal3: 10 pl Mastermix (fertig im Kit)
1 ul Vorwirtsprimer (20 pmol/pl)
1 ul Riickwartsprimer (20 pmol/ul)

1 ul cDNA
220l

Als Reaktionsgefdle wurden fiir den Light Cycler 1.5 geeignete Glaskapillaren verwendet.

Bevor die Kapillaren in den Light Cycler 1.5 eingesetzt wurden, wurden sie 10 Sekunden bei
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1.000 rpm zentrifugiert und mit einem Deckel verschlossen. Zur Aktivierung der Polymerase

wurde eine “Hot-Start”-PCR durchgefiihrt.

PCR-Bedingungen:

Aktivierung der Polymerase 95°C 10 Min.
Denaturierung 95°C  10s
45 Zyklen
Anlagerung 60°C  10s
Amplifikation 72°C 16s

Im Anschluss an die Real Time-PCR wurde mit den Proben eine Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Diese diente, wie die Schmelzkurvenbesimmung der Uberpriifung der Spezifitit
der PCR-Produkte. Die Real Time-PCR-Verlaufskurven gaben Aufschluss tiber die Effizienz
der PCR fiir die einzelnen Proben. Die CT-Werte wurden mit der Roche Molecular
Biochemicals Light Cycler Software Version 3.5 berechnet. Die CT-Werte spiegeln die
relative Menge der cDNA des amplifizierten Gens wieder. Je niedriger der CT-Wert, desto

mehr cDNA ist in der Probe vorhanden.

4.2.5 Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

Nukleinsduren konnen auf Grund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen im elektrischen
Feld entsprechend ihrer MolekiilgroBe aufgetrennt werden. Durch die Siebstruktur der
Agarose wandern dabei groBere DNA-Fragmente langsamer als kleinere.

Eine effiziente Auftrennung der Fragmente wurde durch eine Agarosekonzentration von 1 %
erreicht. Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurden die Gele im Anschluss in einer
Ethidiumbromidlésung geschwenkt. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und kann dann

unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.
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4.2.5.1 Analytische Agarosegele

Analytische Agarosegele wurden zur Groéfenbestimmung von DNA-Fragmenten und zur
Qualitats-Kontrolle der PCR (4.2.4) verwendet.

0,9 g Agarose wurden durch Erhitzen in einer Mikrowelle in 90 ml frischem 1 x TAE-Puffer
gelost (> 1 %ige Agarosegele) und in eine Gel-GieBvorrichtung mit einem Kamm gegossen.
Nach dem Aushirten des Gels wurde es mit Laufpuffer (1x TAE) bedeckt und die DNA-
Proben aufgetragen. Die Proben wurden vorher mit 1/5 bis 1/10 Volumen (je nach Angabe
des Herstellers) Probenpuffer versetzt. Zusdtzlich wurde noch ein DNA-Léngenmarker
(Quick-Load 1kb DNA Ladder) aufgetragen, um spiter die DNA-Linge der einzelnen Proben
bestimmen zu kénnen. Zum Einlaufen der Proben in das Gel wurde eine Spannungsstarke von
130 Volt (V) eingestellt (ca. 10 Min.), welche danach auf 150 V erhéht wurde.

Nach der Auftrennung der Fragmente im Gel wurde diese 10-15 Min. mit einer wéssrigen
Ethidiumbromidlésung angefdarbt, 10 Min. in Ix TAE ungebundenes Ethidiumbromid
weggewaschen und unter UV-Licht (365 nm) die Ethidiumbromid-markierte DNA sichtbar
gemacht. SchlieBlich wurde zur weiteren Auswertung ein Bild des Gels mit dem Gel-

Dokumentations-System ausgedruckt.

4.2.6 IgG- und Protein-Konzentrationsbestimmung

4.2.6.1 nephelometrische Konzentrationsbestimmung

Die Nephelometrie wurde zur Bestimmung der Konzentrationen von aufgereinigten IgG-
Proben (4.4.4), zur Konzentrationsbestimmung der einzelnen Gesamt-IgG-Subklassen, zur
Bestimmung des Gesamt-EiweiB3-Gehaltes von Proteinldsungen fiir eine spatere Western Blot
Analyse (4.4.1 — 4.43) und zur Bestimmung des Liquor/Serum-Albuminquotienten zur
Uberpriifung der Blut-Liquor-Schrankenfunktion verwendet.

Die Nephelometrie beruht auf dem gleichen Prinzip, wie die Fluoreszenzphotometrie. An

Antigen-Antikorper-Komplexen, wird eingestrahltes Licht gestreut. Die Intensitdt des
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Streulichtes, welche mit dem Nephelometer gemessen wird, ist abhdngig von der
Konzentration des jeweiligen Proteins in der Probe. Um die genaue Konzentration einzelner
Proben bestimmen zu konnen, wird zusammen mit diesen eine Verdiinnungsreihe des
Standards (N Protein-Standard-SL (human), Dade Behring) gemessen. Anhand der
Standardkurve des Standards kann die Konzentration des Proteins in den Proben ermittelt
werden.

Zur Bestimmung des IgG-Gehaltes wurde zu den Proben im Verhiltnis 1:2 Antiserum (N
Antiserum gegen Human-IgG, Dade Behring) gegeben und eine Kontrolle (Liquichek
Immunology Control Levels 1 und 2, Bio Rad) mitgefiithrt. Zur Bestimmung des Gesamt-
EiweiB-Gehaltes wurden die Proben mit 20 %iger Trichlor-Essigsdure versetzt, als Kontrolle
diente , Liquichek™ Spinal Fluid Control Levels 1 und 2“ (Bio Rad). Bei der Bestimmung
des Liquor/Serum-Albuminquotienten wurden die Proben mit einem Antiserum gegen
Albumin (N Antiserum gegen Human-Albumin, Dade Behring) versetzt und ebenfalls eine
Kontrolle mitgefiihrt (Liquichek Immunology Control Levels 1 und 2, Bio Rad) verwendet.
Zur Konzentrationsbestimmung der Gesamt-IgG-Subklassen wurde ein Kit der Firma Dade
Behring verwendet (BNII™ Latex Combi it: Non-latex IgG1 and IgG2; Latex IgG3 and
IgG4).

Bei der Durchfiihrung wurde das Protokoll des jeweiligen Herstellers und zur Auswertung der

gemessenen Werte wurde die Software ,,QC-Net (Unity Real Time)* (Bio Rad) verwendet.

4.2.6.2 photometrische Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Kit

Die Konzentrationsbestimmung nach der BCA-Methode beruht auf einer Reduktion von Cu®*
zu Cu" durch Proteine in alkalischem Medium mit Hilfe von Bicinchoninsiure. Bei dieser
Reaktion entsteht ein lila Produkt (Kupferkationen). Die Farbintensitdt kann photometrisch
bei 600 nm gemessen werden. Die Intensitat der Farbe korreliert mit der IgG-Konzentration,
wodurch diese anhand einer Standard-Verdiinnungsreihe errechnet werden kann.

Zuerst wurde mit I1x PBS eine Verdiinnungsreihe mit einem IgG-Standard (2 pg/ul)
hergestellt. Hierzu wurden 11 Verdiinnungen zwischen 1 pg/ul und 50 ng/ul gewihlt. Von
jeder Probe, der Verdiinnungsreihe und der Leerkontrolle (nur 1x PBS) wurde jeweils eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die zu bestimmenden IgG-Proben wurden 1:2 verdiinnt
und zusammen mit der Verdiinnungsreihe und einer Leerkontrolle (nur PBS) jeweils 10 ul pro

Well in eine 96 Well-Platte mit flachem Boden gegeben. Zu den Proben wurde pro Well 50 pl
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BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific) gegeben und 30 Min. bei 37 °C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 600 nm in einem
ELISA-Reader gemessen. Die IgG-Konzentration der Proben wurde von der ELISA-Reader-
Software anhand einer errechneten Ausgleichsgerade der Verdiinnungsreihe berechnet. Bei

der Berechnung wurde die Verdiinnung der Proben beriicksichtigt.

4.2.7 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)

Der ELISA wurde zur quantitativen Konzentrationsbestimmung verschiedener Proteine
verwendet. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Sandwich-ELISA Technik, wird eine
Mikroplatte mit Antikdrpern beschichtet, an die Proteine binden konnen, welche dann mit
einem markierten  Zweit-AK nachgewiesen werden. Fir die BAFF-
Konzentrationsbestimmung wurde das ELISA-Kit ,,Quantikine® Human BAFF/BLyS*“ der
Firma R & D Systems, fiir die Bestimmung der APRIL-Konzentration wurde das ELISA-Kit
,,human APRIL ELISA BMS2008“ der Firma Bender MedSystems@ verwendet.

4.2.7.1 BAFF-Konzentrationsbestimmung mit dem ,,Quantikine@ Human BAFF/BLyS*
ELISA

Die im Kit enthaltene 96-Well-Platte ist mit einem monoklonalen anti-BAFF AK beschichtet.
Als erstes wurde, wie im beiliegenden Protokoll beschrieben, eine BAFF-Standard-
Verdiinnungsreihe hergestellt und diese zusammen mit den Proben (ggf. verdiinnt) in die
Mikroplatte gegeben. Von jeder Probe und jedem Standard wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Die Durchfithrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Wihrend der Inkubation der Proben und Standards in den beschichteten Wells wird jedes
BAFF-Protein durch die immobilen AK gebunden. Nachdem alle ungebundenen Substanzen
weggewaschen wurden, wird ein Enzym-gekoppelter polyklonaler BAFF-AK zugegeben.
AnschlieBend wurde ungebundenes AK-Enzym-Reagenz weggewaschen und eine
Substratlosung zugegeben. Die Farbentwicklung ist proportional zur gebundenen BAFF-
Menge. Die Reaktion wird gestoppt und die Farb-Intensitdt in einem ELISA-Reader bei 450
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nm gemessen. Mit den Messergebnissen der BAFF-Standard-Verdiinnungen wird eine

Standardkurve gebildet anhand derer die BAFF-Konzentration der Proben bestimmt wird.

4.2.7.2 APRIL-Konzentrationsbestimmung mit dem ,,human APRIL ELISA BMS2008*

Die im Kit enthaltene 96-Well-Platte ist mit einem polyklonalen anti-APRIL AK beschichtet.
Die Wells der 96-Well Platte wurden zunéchst gewaschen und die zu messenden Proben
wurden gegebenenfalls verdiinnt. Darauthin wurden die Proben in die Wells gegeben und eine
APRIL-Standard-Verdiinnungsreihe nach Angabe des Herstellers direkt in der Platte
hergestellt. Von jeder Probe und jedem Standard wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Die Durchfithrung des ELISA-Kits erfolgte anhand des beiliegenden Protokolls
des Herstellers.

Zu den Proben, den Standards und der Leerkontrolle wurde ein Biotin-konjugierter
polyklonaler anti-APRIL AK gegeben und alles inkubiert. Wiahrend der Inkubation binden die
APRIL-Proteine an den an die Platte gebundenen AK und der Biotin-konjugierte AK bindet
an die gebundenen Proteine. Nachdem alle ungebundenen Substanzen weggewaschen wurden,
wird Streptavidin-HRP zugegeben, welches an den Biotin-konjugierten AK bindet. Zur
Entfernung von ungebundenem Streptavidin-HRP folgt ein weiterer Waschschritt. Danach
wird eine Substratlosung zugegeben, welche mit HRP reagiert und entsprechende der APRIL-
Menge in der Probe ein farbiges Produkt bildet. Die Reaktion wird durch die Zugabe einer
Saure gestoppt und die Absorption wird bei 450 nm gemessen. Mit den Messergebnissen der
APRIL-Standard-Verdiinnungen wird eine Standardkurve gebildet mit der die APRIL-

Konzentration den Proben bestimmt wird.



Patienten und Methoden 51

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde in dieser Arbeit verwendet, um neuronale Auto-AK im Serum

und im Liquor von Patienten nachzuweisen und zu identifizieren.

4.3.1.1 Auto-AK-Bestimmung mit dem Neurologie-Mosaik 13 Kit

Das Neurologie-Mosaik 13 Kit der Firma Eurolmmun enthdlt Objekttrager auf denen
Primaten-Kleinhirn-Schnitte, Primaten-Darm-Schnitte und Hep2-Zellen (eine Fibroblasten-
Zelllinie) aufgebracht sind. Die Schnitte/Zellen wurden mit Patienten-Seren (Verdiinung 1:50)
bzw. mit Liquor von Patienten (unverdiinnt) 30 Min. bei 4 °C inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS/Tween (im Kit vorhanden) folgte die Inkubation (30 Min., 4 °C) mit
einem fluoreszenzmarkierten Zweit-AK (rabbit anti-human IgG), welcher an gebundenes
humanes IgG bindet. Nach einem weiteren Waschschritt wurden Glasplattchen mit Glycerol
auf dem Objekttrager befestigt, damit die Schnitte fiir die Beurteilung mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop geschiitzt waren. Als Positivkontrolle wurde ein Patienten-Serum mit anti-Hu-AK
verwendet.

Die neuronalen Auto-AK in den Serum- und Liquor-Proben binden an Epitope der
Schnitte/Zellen und werden mit dem fluoreszenzmarkierten Zweit-AK sichtbar gemacht.
Anhand des individuellen Bindungsmusters der verschiedenen neuronalen Auto-AK kdnnen

diese identifiziert werden.
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4.3.2 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden immortalisierte, adhdrente und Suspensions-Zellkulturen, sowie
primére Zellen (Primérkulturen) verwendet. Alle Zellkulturen wurden bei 37 °C und 5 % CO-
kultiviert. Fiir die Kultivierung wurde bei adhérenten Zelllinien das Medium RPMI go;rcs, bel
der Suspensions-Zellkultur NK-92 das Medium o-MEMjsyseum und bei den priméren
Granularis-Neuronen das Medium DMEM gsrcs verwendet. Die aus Vollblut isolierten NK-
Zellen wurden ohne vorherige Kultivierung umgehend in den Versuch eingesetzt
(verwendetes Medium: RPMI-Medium ohne Zusitze). Alle Zellen mit Ausnahme der
Primérkultur wurden in 75 cm® Zellkulturflaschen kultiviert. Die primiren Zellen wurden in

kleinen Petrischalen (Gewebekulturschale steril 35,0 / 10 mm) kultiviert.

4.3.2.1 Langzeit-Lagerung von Siiugerzellen

Primérkulturen sind nicht unsterblich und wurden nicht langere Zeit gelagert, sondern
schnellstmoglich verwendet.

Alle Zelllinien wurden erst bei -80 °C eingefroren und zur Langzeitlagerung in fliissigen
Stickstoff (-196 °C) tuberfiihrt. Um eine Kontamination mit Mykoplasmen zu verhindern,
welche bei -196 °C tberleben, wurden die Zellen in Folie eingeschweifit. Als Schutzsubstanz
diente 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), welches die Kristallbildung innerhalb und

auBerhalb der Zellen, sowie partielle Dehydration des Zytoplasmas verhindert.

4.3.2.2 Einfrieren und auftauen von Siuger-Zelllinien

Eingefroren wurden die Zellen von einer oder zwei 70-90 % konfluenten Flaschen. Alle
adharent wachsenden Zelllinien mussten zuerst vom Zellkultur-Flaschenboden gel6st werden.
Dazu wurde das Medium abgenommen und pro Flasche 4-5 ml 1x Trypsin auf die Zellen
gegeben. Wenn sich nach 5 — 15 Min. alle Zellen vom Boden geldst hatten, wurden 8 - 10 ml
Medium zugegeben (doppelte Menge der Trypsin-Losung), um die Wirkung des Trypsins zu

stoppen. Die Zellsuspension (vom Boden geloste Zellen, wie auch die Zellen der
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Fliussigkultur) wurde in 50 ml Falconréhrchen tiberfithrt und fiir 4 Min. bei 1.200 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1-2 ml DMSOj; resuspendiert und in 2 ml
Kryordhrchen tiberfiihrt (je 500 pl pro Réhrchen). Die Zellen wurden in einer mit Isopropanol
gefiillten Einfrierbox bei -80 °C langsam eingefroren, bevor sie zu -196 °C tiberfiihrt wurden.

Aufgetaut wurden die Zellen langsam bei RT. Auf die Zellen wurden vorsichtig 500 pl
vorgewidrmtes Medium gegeben, dann wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Falconréhrchen
iiberfiihrt. 10 ml Medium wurden langsam in die Zellsuspension getropft und weitere 10 ml
Medium etwas schneller zugegeben. Dann wurde die Zellsuspension 4 Min. bei 1.200 rpm
zentrifugiert, das Zellpellet in 20 ml Medium resuspendiert und ein weiteres Mal 4 Min. bei
1.200 rpm zentrifugiert. In zwei Zellkultur-Flaschen wurden je 15 ml Medium vorgelegt, das
Zellpellet wurde in 10 ml Medium resuspendiert und die Zellsuspension wurde in die
Zellkultur-Flaschen aufgeteilt. Nach ein bis zwei Tagen wurde ein Mediumwechsel

durchgefiihrt und erst nach der zweiten Passage wurden die Zellen fiir Versuche verwendet.

4.3.2.3 Mediumwechsel, Zell-Passage und Zellernte

Bei adhédrenten Zellen wurde bei einem Mediumwechsel das Medium in der Zellkultur-
Flasche entfernt und 20 ml frisches Medium zugegeben. Bei der Suspensionskultur wurde die
Zellsuspension komplett in ein 50 ml Falconr6hrchen tuberfiihrt, 4 Min. bei 1.200 rpm
zentrifugiert, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und wieder in dieselbe oder
eine neue Zellkultur-Flasche gegeben.

Ein- bis dreimal pro Woche wurden die Zelllinien passagiert. Hierzu wurde das Medium
entfernt und die konfluent gewachsenen Zellen durch die Zugabe von 4-5 ml Ix Trypsin vom
Flaschenboden geldst. Wenn sich nach 5-15 Min. alle Zellen vom Boden gelost hatten,
wurden 8-10 ml Medium zugegeben (doppelte Menge der Trypsin-Losung), um die Wirkung
des Trypsins zu stoppen. Die Zellsuspensionen wurden in 50 ml Falconr6hrchen iiberfiihrt
und fiir 4 Min. bei 1.200 rpm zentrifugiert. In eine 75 cm” Zellkultur-Flasche wurden 20 ml
Medium vorgelegt und das Zellpellet wurde in 2-10 ml Medium resuspendiert. Entsprechend
der bendtigten Zelldichte und Zellmenge wurde 1/2 bis 1/20 stel der Zellen zuriick in die
Zellkultur-Flasche gegeben. Zum Ausséden der Zellen in Zellkultur-Platten wurde die Zellzahl
mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Bei der Zellernte wurde mit den Zelllinien genauso verfahren, wie bei der Zell-Passage. Der

einzige Unterschied bestand darin, dass ein Teil der Zellsuspension nicht wieder zuriick in die
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Flasche gegeben wurde. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert (4 Min. bei 1.200 rpm) und
entsprechend dem anschlieBenden Versuch in unterschiedliche Puffer aufgenommen wurden.
Wenn die Zellen in 6-Well-Platten kultiviert worden waren, wurden die Zellen mit 500 pl 1x
Trypsin vom Boden gel6st. AnschieBend wurden sie 4 Min. bei 1.200 rpm zentrifugiert und
im entsprechenden Puffer aufgenommen

Sollte mit den Zellen eine durchflusszytometrische Untersuchung durchgefiihrt werden,
wurden sie in 1x PBS aufgenommen und bis zum Beginn des Versuches bei 4 °C gelagert.

Fiir eine anschlieBende Western Blot-Analyse wurden die Zellen je nach Zellpellet-Grofe in
300-500 ul ,,Cell Lysis Reagent” aufgenommen und bei -20 °C weggefroren. Am néchsten
Tag wurden die Zell-Lysate wieder aufgetaut und 15 Min. bei 25 °C in einem Thermoshaker
inkubiert. Danach wurde 1 Min. bei 14.000 rpm zentrifugiert, wobei sich Zellschrott-Schleim
am Boden des ReaktionsgefiBes absetzte. Der klare Uberstand, die Proteinlosung, wurde er in
ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt und bei -20 °C weggefroren.

Wenn aus den Zellen die RNA isoliert werden sollte, wurden die Zellen in 350 pul (bei einer
Zellzahl unter 5x 10°) bzw. in 600 ul (bei 5x 10° - 107 Zellen) RLT-Lysis-buffer
aufgenommen. Bis zur RNA-Isolation wurden die Proben bei 4 °C gelagert, wurde diese nicht
innerhalb der nachsten 2 Std. durchgefiihrt konnten die Proben bei -20 °C weggefroren
werden.

Bei der Ernte der primédren Granularis-Neuronen wurde kein Trypsin, sondern Zellschaber
verwendet. Sonst wurde alles wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Sollte mit den Granularis-Neuronen eine durchflusszytometrische Untersuchung durchgefiihrt
werden, wurden sie ebenfalls in 1x PBS aufgenommen und bis zum Beginn des Versuches bei
4 °C gelagert.

Fiir eine Western Blot-Analyse wurden die Zellen mit 100 pl Protease Inhibitor Cocktail
gemischt und 400 pl 1x PBS zugegeben. Danach wurde die Zellsuspension in ein
Reagenzglas gefiillt und mit einem St6Bel mechanisch zerkleinert. Im Anschluss daran
erfolgte ein weiterer Zellaufschluss mit dem Ultraschallhomognisator (3x 15 Sek.). Die
Zellsuspension wurde 3-10 Min. mit der Tischzentrifuge zentrifugiert und der klare
Uberstand, in dem sich die Proteinfraktionen befanden, wurde in ein neues Reaktionsgefil3
tiberfiihrt. Als nachstes wurde die Gesamt-Eiweil Konzentration nephelometrisch bestimmt
(4.2.6.1) und 1:4 mit 4x LDS sample Buffer gemischt. Danach wurde die Proteinlosung 5
Min. bei 80-90 °C inkubiert, portioniert und bei -20 °C gelagert
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4.3.2.5 Zellzahlbestimmung (Neubauer-Zihlkammer)

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde zundchst das Deckglaschen auf der Zahlkammer
angebracht. Dazu wurde die Zahlkammer angehaucht und das Deckgldschen so lange auf der
Zahlkammer hin- und hergeschoben, bis es nur noch schwer zu bewegen war. Im Randbereich
des Deckgldaschens hatten sich jetzt die sogenannte , Newtonsche Ringe® gebildet. So wurde
ein definierter Raum von 0,1 mm’ = 0,1 pl pro GroBquadrat geschaffen, in den die
Zellsuspension (1:10 verdiinnt) durch Adhasionskrafte eingebracht wurde. Unter Verwendung
eines Mikroskops wurde die Zellzahl bei 10-facher VergroBerung bestimmt: Alle vier
GroBquadrate wurden ausgezihlt (1 GroBquadrat = 16 Kleinquadrate) und deren
Durchschnittswert errechnet. Dieser Wert mal 10 (Verdiinnung) gibt die Zellzahl pro 0,1 pl

Volumen wieder und wurde auf Zellen pro ml umgerechnet (x 10.000).

4.3.2.6 Stimulation von Siugerzellen

Zur Stimulation von Zellkultur-Zellen wurden diese in Zellkultur-Platten ausgesét und die

errechnete Menge des Stimulus (IFN-y) zugegeben.

4.3.3 Isolation von Primirkulturen

Als Primérkultur bezeichnet man eine nicht immortalisierte Zellkultur, die direkt aus einem

Gewebe gewonnen wurde.

4.3.3.1 NK-Zell-Isolation aus Vollblut

Zur Vollblutentnahme wurden EDTA-R6hrchen verwendet und fiir die NK-Zell-Isolation das
RosetteSep”-Kit ,,Human NK Cell Enrichment Cocktail der Firma StemCell Technologies.

In 10 ml Vollblut wurden 500 ul des AK-Cocktails gegeben, gut gemischt und 20 Min. bei
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RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Blut 1:2 mit PBS,e,rcs verdiinnt, gemischt und
tiber 20 ml Ficoll-Losung geschichtet, welche in einem 50 ml Falconrohrchen vorgelegt
worden war. Bei der anschlieBenden 20-miniitigen Zentrifugation bei 1.200 x g (ohne
Bremse!!) wurden die NK-Zellen vom Rest der Blutzellen getrennt. Bei einer Ficollierung
ohne den Human NK Cell Enrichment Cocktail werden alle mononukledren Zellen von
Erythrozyten und Granulozyten isoliert. Die im RosetteSep” Cocktail enthaltenen AK binden
an alle mononukledren Zellen, auBBer an NK-Zellen, und vernetzen diese mit den roten
Blutzellen, wodurch sie bei der Ficollierung zusammen mit diesen pellettiert werden. In der
Zell-Phase, die entnommen wird befinden sich so hauptsidchlich NK-Zellen. Das NK-Zell-
Isolat wurde zweimal mit PBS,yrcs gewaschen, wobei jeweils 10 Min. bei 1.800 rpm
zentrifugiert wurde (mit Bremse). Zum Schluss wurden die Zellen in Medium aufgenommen,

gezahlt und sofort verwendet.

4.3.3.2 Isolation von Granularis-Neuronen aus Siuger-Kleinhirnen

Beschichtung von Petrischalen zur Kultivierung der Granularis-Neurone: Fiir die
Kultivierung der Granularis-Neurone wurden Petrischalen mit Poly-L-Lysin (PLL, steril
filtriert) beschichtet. Dazu wurde in jede Petrischale (@ 35 mm) 2 ml PLL (50 pg/ml)
gegeben. Diese wurden eine Stunde oder iiber Nacht bei RT inkubiert, bevor der Uberstand
abgenommen und einmal mit 3 ml destilliertem Wasser gespiilt wurde. Das Wasser wurde
sorgfiltig abgenommen und die Petrischalen bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert.

Priparation des Kleinhirns: Die 5-9 Tage alten Ratten wurden getdtet, indem ihnen der
Kopf mit einer groBen Schere dicht am Kdorper abgetrennt wurde (das Kleinhirn liegt relativ
tief ). Die Kopfe wurden groBziigig mit 70 %igem Ethanol abgespriiht. Der Kopf wurde mit
Daumen und Zeigefinger der linken Hand gehalten, wobei die Schnauze nach links und der
Bereich des Kleinhirns nach rechts zeigten. Mit einer kleinen scharfen Schere wurde die
Kopthaut iiber den Schidel bis zur Schnauze aufgeschnitten, die Hautlappen zur Seite
geklappt und somit die Schéddeldecke freigelegt. Als ndchstes wurde die Schideldecke
aufgeschnitten. Dazu wurde die Scherenspitze in das Foramen magnum eingefiihrt (einzige
weiche Stelle im ,,Halsbereich®) und die Schiadeldecke in einem Halbkreis so weit rechts und
links wie moglich aufgeschnitten. Mit einer spitzen, gebogenen Pinzette wurde die

Schideldecke von vorne nach hinten abgezogen, sodass das Gehirn frei lag.
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Kleinhirn

GroBhirn

Colliculi Hirnstamm

Abbildung 6:Lage des Kleinhirns im Rattenschiidel

Die geschlossene Pinzette wurde direkt oberhalb des Kleinhirns eingestochen und langsam
gedffnet. Dieselbe Prozedur wurde unterhalb des Kleinhirns wiederholt. Im Anschluss daran
wurde das Kleinhirn mit der Pinzette vorsichtig gefasst (l4ngs), langsam herausgezogen und
das Kleinhirn in eine Petrischale mit Solution 1H gelegt.

Entfernung der Meningen: Das Kleinhirn wurde auf einen Petrischalendeckel gelegt und ein
bis zwei Tropfen Solution 1H darauf getropft (das Kleinhirn darf nicht wegschwimmen, aber
auch nicht zu trocken liegen.). Die Meningen wurden unter einem Binokular entfernt, indem
mit der stumpfen Seite eines Skalpells oder einer Pinzette vorsichtig an der Oberfldache
entlang gestrichen wurde. Meningeales Gewebe: rosa bis rote Fasern und Punkte auf dem
Kleinhirn, welche nicht glinzen. Nach dem ,,Sdubern* wurde das Kleinhirn in eine Petrischale
mit Solution 1H gelegt und steril weitergearbeitet. Nach der Praparation jedes Kleinhirns
wurden die Scheren, Pinzetten, Skalpelle und die Oberflache des Petrischalendeckels mit 70
% Ethanol gereinigt, damit es keine Kontaminationen mit Bindegewebe gab.

Zellseparation: Die Solution 1H wurde vorsichtig abgesaugt, 5-10 Kleinhirne wurden mit
zwei sterilen Skalpellen zerkleinert. Die sterile Trypsin-Losung (10 ml) wurde dazugegeben
und alles in ein steriles Falconrohrchen iiberfiihrt, kurz geschiittelt und 15 Min. bei 37 °C
inkubiert, wahrend dessen ab und zu sanft geschiittelt wurde. Nach der Inkubation wurde die
verdiinnte DNase/Trypsin-Inhibitor-Lésung (11,6 ml) zugegeben, geschiittelt und fir 2 Min.
bei 200 x g zentrifugiert. Wenn kein Pellet zu sehen und/oder der Uberstand nicht klar war,
wurde die Zentrifugation wiederholt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt
und 5 ml konzentrierte DNase/Trypsin-Inhibitor-Losung zugegeben. Die Zellsuspension
wurde mit einer Pasteur-Pipette mindestens 30-mal resuspendiert, bis keine Zellklumpen mehr
zu sehen waren. Nach 2 Min. oder wenn nétig langer, in denen sich noch verklumptes
Gewebe absetzte, wurde der triibe Uberstand wurde abgenommen und in ein neues
Falconrdhrchen gegeben. Diese Prozedur wurde mit den abgesunkenen Zellklumpen

wiederholt, der trilben Uberstand wurde abgenommen und zur bereits erhaltenen
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Zellsuspension gegeben. Die Zellsuspension wurde iiber 5 ml BSA 4, geschichtet und durch
dieses hindurch zentrifugiert (4 Min. bei 200 x g), wobei der Zellschrott im BSA verblieb.
Wenn der Uberstand noch sehr triilb und/oder das Pellet sehr klein war, wurde erneut
zentrifugiert (5 Min. bei 250 x g). Zum Schluss wurde der Uberstand abgenommen, das Zell-
Pellet in 3 ml Medium resuspendiert und die Zellen gezahlt. Zum Zédhlen wurden die Zellen
1:10 verdiinnt und zur Unterscheidung von toten und vitalen Zellen mit Trypanblau angefarbt
(20 pl Zellsuspension + 20 ul Trypanblau). In jede beschichtete Petrischale wurden bei einem
Endvolumen von 3 ml 1-3 x 10° Zellen ausgesit. Nach einer Inkubationszeit von ca. 48 — 72
Std. im Inkubator wurde in jedes Petrischdlchen 10 pl 5-Fluoro-2'-deoxyuridine (FDU; 8
mMolar) zugegeben, um eventuell mitisolierte Fibroblasten zu eliminieren. Bei FDU handelt

es sich um ein Zellgift fiir sich teilende Zellen.

4.3.4 Durchflusszytometrie

Mit einer durchflusszytometrischen Messung kénnen einzelne Zellen untersucht werden. Die
Zellen passieren separiert einen Laserstrahl, wobei sie einen Teil des Lichtes streuen. Das
Streulicht wird detektiert, da es mit der GréBe und der Komplexitit der Zelle korreliert.
Neben der GroBe und der Granularitit von Zellen kénnen im Durchflusszytometer auch
Fluoreszenzfarben gemessen werden. So konnen durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion mit
Fluoreszenz-markierten AK quantitativ Oberflichenmolekiile und intrazellulare Proteine auf
und in einzelnen Zellen detektiert werden. Binden mehrere AK an eine Zelle, wird eine
starkere Fluoreszenz gemessen als bei Zellen, an die nur ein AK gebunden hat. Auch die
gleichzeitige Detektion verschiedener Proteine ist bei der Verwendung unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbstoffe mit dem Durchflusszytometer moglich. Die eingesetzten Farbstoffe
lassen sich zwar bei einer gemeinsamen Wellenldnge anregen, verfiigen aber {iber
unterschiedliche, fir den jeweiligen Farbstoff charakteristische Emissionsspektren, wodurch
sie separat detektiert werden konnen.

In dieser Arbeit wurde das Durchflusszytometer zum Nachweis von AK im Serum, zur
Reinheitsbestimmung von Zellisolaten aus Vollblut und zur Bestimmung der extrazelluldren

und intrazelluldren Expression verschiedenen Proteine verwendet.
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4.3.4.1 Nachweis extrazellulirer AK-Bindung

Nach der Zellernte wurden die Zellen auf die gewiinschte Anzahl Wells einer 96-Well Platte
mit rundem Boden verteilt und 4 Min. bei 1.200 rpm zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde
der Uberstand entfernt und die Zellen durch Mischen auf dem Vortexer vom Boden gelost.
Als ndchstes wurden die Zellen 30 Min. bei 4 °C mit 50 pl des Erst-AK bzw. des Serums
inkubiert. Der AK und das Serum wurden im Vorhinein mit FACS-Puffer verdiinnt. Nach der
Inkubation wurde in jedes Well 50 pul FACS-Puffer gegeben, 4 Min. bei 1.200 rpm
zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die Zellen vom Boden gelost. Dem folgte ein
Waschschritt mit 100 pl FACS-Puffer pro Well, nachdem ein weiteres Mal zentrifugiert, der
Uberstand abgekippt und die Zellen vom Boden gelost wurden. Danach wurden die Zellen 30
Min. bei 4 °C mit 50 pl des Zweit-AK, welcher an den ersten AK bindet, inkubiert. War
bereit der Erst-AK fluoreszenzmarkiert, fielen dieser Inkubations- und der vorherige
Waschschritt weg. Nach dieser Inkubation wurden dieselben Waschschritte, wie bereits nach
der Inkubation des Erst-AK durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurden die Zellen in 100 pl
FACS-Puffer gut resuspendiert und in FACS-Rohrchen tberfiihrt, in die bereits je nach
Zellmenge 100-200 ul FACS-Puffer vorgelegt worden waren. Falls eine sofortige Messung
mit dem Durchflusszytometer nicht moglich war, konnten die Zellen fiir 1-2 Std. bei 4 °C

gelagert werden.

4.3.4.2 Nachweis intrazellulirer AK-Bindung

Bis zur Zugabe des Erst-AK entspricht das intrazelluldre dem extrazelluldren Protokoll. Bevor
der Erst-AK zugegeben werden konnte, mussten die Zellen fixiert und permeabilisiert werden,
damit die AK ins Zellinnere gelangen konnten. Die Zellen wurden mit 100 pl 1 %igem PFA
pro Well fir 15 Min. bei 4 °C fixiert und nach der Zentrifugation mit 100 pl
Permeabilisierungspuffer aufgeschlossen. Erst dann wurden die Zellen 30-45 Min. bei 4 °C
mit 50 pl des Erst-AK inkubiert, wobei der AK in Permeabilsierungspuffer verdiinnt worden
war. Die ndchsten Wasch- und Inkubationsschritte entsprachen denen des extrazelluldren
Protokolls, nur dass statt FACS-Puffer Permeabilibierungspuffer verwendet wurde. Zum
Schluss wurden die Zellen noch 1-2 Mal mit 100 ul FACS-Puffer gewaschen, in FACS-Puffer
aufgenommen und in FACS-Roéhrchen tberfiihrt, in die bereits 100-200 pl FACS-Puffer
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vorgelegt worden waren. Weil die Zellen fixiert worden waren, war eine Messung im

Durchflusszytometer auch nach 24 Std. noch méglich.

4.3.4.3 Bindungsnachweis verschiedener AK

Bei einer Markierung mit mehreren AK musste darauf geachtet werden, dass die AK nicht mit
demselben Fluoreszenzfarbstoff markiert waren und dass die Erst-AK, falls ein Zweit-AK
benotigt wurde, aus unterschiedlichen Spezies stammten. Andernfalls wiare eine

Unterscheidung der unterschiedlichen AK nicht moglich gewesen.

4.3.5 Zytotoxizitits-Messung

Zelltod wird klassisch durch die Quantifizierung der Plasmamembran-Schadigung bewertet.
Es gibt verschiedene Methoden die Zytotoxizitdt zu messen. Die Methode die in dieser Arbeit
verwendet wurde, ist die Messung der Aktivitdit der Laktat Dehydrogenase (LDH) im
Zelliiberstand. LDH ist ein stabiles, zytoplasmatisches Enzym, welches in allen Zellen zu
finden ist. Es wird nach Zerstorung der Plasmamembran rasch in den Zellkultur-Uberstand
freigesetzt. In dieser Arbeit wurde die Zytotoxizitdt mit dem Cytotoxicity Detection Kit

(LDH) der Firma Roche Applied Science bestimmt.

4.3.4.1 LDH-Assay

Mit dem LDH-Assay der Firma Roche wurde die Zytotoxizitdt und damit die Lyse von NB-
Zellen ausgelost durch NK-Zellen in Anwesenheit von IgG untersucht. Die Effekte des IgGs
aus OMS-Patienten wurden mit denen gesunden Kontrollpatienten verglichen.

Fir diese Versuche wurden 96-Well-Platten mit flachem Boden verwendet und von jeder
Probe Doppelansitze durchgefithrt. Zur Berechnung der Zytotoxizitdt mussten folgende

Proben mitgefiihrt werden:
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Eine Doppelbestimmung fiir alle IgG-Proben:

1 + 2) ohne Zellen und ohne AK Ix mit und 1x ohne 2 % Triton (Verdiinnung in RPMI-
Medium ohne Zusatz) zur Messung des Backgrounds (Triton ist durchsichtig — der
Background entsprechend geringer)

3) nur NB-Zellen mit Triton = Maximale Lyse

fiir jede IgG-Probe extra:
4) nur NB-Zellen mit IgG zur Bestimmung der spontanen Lyse
5) nur NK-Zellen mit IgG (NK-Zell-Wert) um deren spontane Lyse rausrechnen zu konnen

6) NB- und NK-Zellen mit IgG = Gesamtprobe

Zuerst wurden Zellen der NB-Zelllinie Kelly geerntet, gezdhlt und pro Well 10.000 Zellen fiir
20 Std. in 100 pl ihres eigenen Mediums im Brutschrank inkubiert. Nach ca. 18 Std. wurde
einem gesunden Spender Vollblut in EDTA-R6hrchen abgenommen und eine NK-Zell-
Isolation durchgefiihrt (siehe 4.3.3.1). Die NK-Zellen wurden gezéhlt und mit RPMI-Medium
ohne Zusatze (RPMI(-)) zu einer Zelldichte von ca. 500.000 Zellen pro ml verdiinnt. Die
gesamt-IgG-Proben der einzelnen Patienten wurden mit 1x PBS auf 0,16 pg/ul vorverdinnt
und dann mit RPMI(-) 1:100 verdiinnt. Nach der 20-stiindigen Inkubation der NB-Zellen
wurde unter dem Mikroskop iberpriift, ob die Zellen adhidrent geworden waren und das
Medium wurde entfernt. In die Wells ohne IgG wurden 100 pl, in die Wells mit IgG 75 pul
RPMI(-) gegeben. Danach wurden in die Wells ohne NK-Zellen und ohne Triton weitere 100
ul RPMI(-), in die Wells mit NK-Zellen wurden 100 pl der NK-Zellsuspension und in die
Wells mit Triton wurden 100 pul 2 % Triton gegeben. Zum Schluss wurden 25 pl der
verdiinnten gesamt-IgG-Proben in die entsprechenden Wells gegeben (IgG-Endkonzentration
im Well = 0,2 pg/ml) und es folgte eine weitere 20 stiindige Inkubationszeit im Brutschrank.
Als nédchstes wurden die 96-Well-Platten 10 Min. bei 1.800 rpm zentrifugiert und 100 ul des
Uberstandes in eine neue 96-Well-Platte mit flachem Boden iiberfiihrt. Danach wurden 100 pl
des wihrend der Zentrifugation angesetzten LDH-Assay-Reagenzes zu den Uberstinden
gegeben (Reagenz-Vorbereitung siehe Herstellerangaben). Bei der Zugabe des LDH-Assay-
Reagenzes wurde eine Mehrkanal-Pipette verwendet, damit das Reagenz allen Proben zeitnah
zugesetzt werden konnte. Die Proben wurden 30 Min. bei RT im Dunkeln inkubiert und
danach wurde deren Absorption bei 492 nm umgehend mit dem ELISA-Reader (Multiskan
Ex, Thermo Electron Corporation) gemessen (Referenz-Wellenlange 620 nm). Im Anschluss

daran konnte die Zytotoxizitét fiir die einzelnen Proben berechnet werden. Zuerst wurden die
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Mittelwerte der Doppelansatze bestimmt, nachdem von allen Werten der Background
abgezogen worden war. Von den Gesamtproben wurde als ndchstes der NK-Zell-Wert
abgezogen = Gesamtproben (-). Mit diesen Werten und der folgenden Formel wurde die

prozentuale Zytotoxizitét der einzelnen Proben berechnet.

Gesamtproben (-) — spontane Lyse
Zytotoxizitdt [%] = x 100
Maximale Lyse — spontane Lyse

Bei der Etablierung des Versuches mit der NK-Zelllinie NK-92 wurde statt RPMI(-) das a-

MEM 1 %Serum Verwendet.
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4.4 Biochemische Methoden

4.4.1 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Durch die Bindung von SDS an Proteine entstehen negativ geladene SDS-Protein-Komplexe.
Durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) konnen Proteine iiber die so

entstandenen negativen Ladungen entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

4.4.1.1 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen aus priméren Zellen

Fiir die Auftrennung von Proteinen aus Granularis-Neuronen wurden vorgegossene Gele der
Firma Invitrogen und wurde die vertikale NOVEX Xcell surelock Elektrophorese-
/Blotkammer verwendet.

Die Gele wurden in das Elektrophorese-System eingespannt und in die inner Kammer wurde
Laufpuffer (,,NuPage SDS MOPS Running Buffer) mit 500 ul Antioxidant gefiillt. Zu der
Proteinfraktion (Ernte und Aufbereitung siehe 4.3.2.3) wurde Sample reducing Agent (10x) in
einem Verhiltnis von 1/10 gegeben und 5 Min. bei 80-90 °C erhitzt. AnschlieBend wurde 120
ul der Protein-Losung in die grofe, und 5-12 pl Proteinmarker in die kleine Geltasche
geladen. Mit Hilfe des Proteinmarkers lieen sich spiter die Molekulargewichte der Proteine
ermitteln, an welche die Patienten-AK gebunden hatten. Das Elektrophorese-System wurde an
die Stromquelle angeschlossen und fiir die ersten 10 Min. wurde eine Stromstarke von 20 mA,
fiir die ndachsten 60-90 Min. wurde eine Stromstiarke von 100 mA eingestellt. War die

Lauffront am unteren Ende des Gels angelangt, wurde die Elektrophorese beendet.

4.4.1.2 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen aus Zelllinien

Nach der Zellernte und der anschlieBenden Aufbereitung der Proben zu Proteinldsungen

(4.3.2.3) wurde die Gesamt-Eiwei3 Konzentration nephelometrisch bestimmt (4.2.6.1).
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AnschlieBend wurden die Proteinldsung mit einer Gesamt-Eiweifl Menge von 200 pg mit dem
gleichen Volumen 4x ,loading buffer versetzt und 5 Min. bei 95 °C im Thermoshaker
inkubiert. Danach wurden die Proben zusammen mit einem Proteinmarker auf denaturierende
Polyacrylamidgele aufgetragen, welche sich bereits in einer Gelkammer in 1x SDS-
Laufpuffer befanden. Anhand des Proteinmarkers lieBen sich spiter die Molekulargewichte
der nachgewiesenen Proteine ermitteln. Die Gele setzten sich aus einem 5 % igen Sammel-

und einem 12 %igen Trenn-Gel zusammen.

5% iges Sammelgel: 4,1ml  dH,0
1 ml 30 % Acrylamid-Mix
0,75 ml 1,5 M Tris (pH 6,8)
60ul 10 % SDS
60 ul 10 % Ammoniumpersulfat (APS)
6ul  TEMED

12% iges Trenngel: 3,3ml dH,0O
4 ml 30 % Acrylamid-Mix
2,5ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
100ul 10 % SDS
100 pl 10 % Ammoniumpersulfat (APS)
4ul  TEMED

Die SDS-PAGE erfolgte 2 Std. bei 120 V.

4.4.2 Western Blot Analyse

Die durch eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Western Blot vom SDS-
Gel auf eine Membran transferiert.
Nach der SDS-PAGE wurden das Sammelgel ganz und das Trenngel unterhalb der Lauffront

abgetrennt. Whatman-Filter und eine Nitrozellulose-Membran wurden passend zur Grof3e des
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Gels zugeschnitten und vor dem Blot-Aufbau zusammen mit ,,Schwammen® in Transferpuffer

gelegt.
Blot-Aufbau:
mit einem Gel mit zwei Gelen
Anode (+ Pol)
Anode (+ Pol) I I
——
. I —
| [ ] I Nitrozellulose-Membran —
| | s =——
1 1 I ]
I [ |
: : Whatman-Filter [ ]
 —
[ 1 . [ ———
I I Schwémme

Kathode (- Pol)
Kathode (- Pol)

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des Western Blots

Der Western Blot wurde, wie in Abb.7 gezeigt aufgebaut. Dabei wurde darauf geachtet, dass
sich zwischen den Schichten (besonders zwischen Gel und Membran) keine Luftblasen
bildeten, indem diese vorsichtig zur Seite hin mit einer Pipettenspitze oder einer Glaspipette
ausgestrichen wurden. Die Blot-Apparatur wurde mit Transfer-Puffer gefiillt und diese an
eine Stromquelle angeschlossen. Der Protein-Transfer erfolgte 2 Std. bei 150 mA. Nach dem
Protein-Transfer auf die Nitrozellulose-Membran wurde diese einmal mit PBStyeen
(Zelllinien) bzw. TBS-Puffer (Primérkultur) gewaschen und kurz mit Ponceau S-Farbelosung
bedeckt. Diese Losung féarbt alle Proteine an, so dass kontrolliert werden konnte, ob sich
Luftblasen zwischen Gel und Membran befunden haben, welche gegebenenfalls auf der
Membran gekennzeichnet wurden. Die Ponceau S-Firbung wurde durch mehrmaliges

waschen mit H,O entfernt.
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4.4.3 Immunfirbung von Proteinen

4.4.3.1 Nachweis von AK gegen Granularis-Neurone

Nach dem Protein-Transfer auf die Membran und der Luftblasenkontrolle wurde die
Membran auf Filterpapier leicht angetrocknet, am unteren Ende mit einem Kugelschreiber-
Strich versehen und in Streifen geschnitten, welche nummeriert wurden. Der Strich war dazu
da, dass spater mit Hilfe des Proteinmarkers die genauen Molekulargewichte der Proteine
bestimmen werden konnten, an welche die AK der Patienten gebunden hatten. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Streifen in 50 ml Falconréhrchen bei 4 °C gelagert.

Zum Austesten wurden die trockenen Blotstreifen in ein RillengefaB gelegt und jeweils mit 1
ml TBS-Puffer fiir 15 Min. bei RT schwenkend inkubiert. Nachdem der TBS-Puffer entfernt
worden war, wurde jeder Streifen mit 1 ml TBS-Puffer und 10 pl Serum fiir 1 Std. bei RT
geschwenkt. Als Negativkontrolle wurde ein Streifen ohne Serum inkubiert und als
Positivkontrolle wurde ein Patienten-Serum verwendet, in dem sich erwiesenermallen an
Granularis-Neuronen-bindende AK befanden. Nach der Inkubation wurden die Streifen
dreimal je 5 Min. mit je 1 ml TBS-Puffer gewaschen und im Anschluss daran mit 1 ml Zweit-
AK (anti-human IgG AP-markiert) fiir 30 Min. bei RT schwenkend inkubiert. Der Zweit-AK
war im vorhinein 1:1000 in TBS-Puffer verdiinnt worden. Danach wurden die Streifen wieder
dreimal je 5 Min. mit TBS-Puffer gewaschen. Zum Schluss wurden die Streifen ca. 10 Min.
bei RT mit je 1 ml Substrat (BCIP-NBT) im Dunkeln geschwenkt. Wihrend dessen wurde ab
und zu die Farbung uberpriift. Mit dem Substrat wurden die AP-markierten AK sichtbar
gemacht, welche an den gebundenen AK der Seren gebunden hatten. Die Farb-Reaktion
wurde mit dH,O gestoppt, die Streifen wurden auf Filterpapier getrocknet zur Beurteilung

neben dem Proteinmarker aufgeklebt und eingescannt.

4.4.3.2 Protein-Nachweise in Zelllinien

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fiir 30 Min. in
Milchpulver-Losung schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal 5 Min.
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mit PBStyeen auf dem Schiittler gewaschen und tiber Nacht bei 4 °C schwenkend mit dem
Erst-AK inkubiert. Die AK wurden mit Milchpulver-Losung verdiinnt. Am nichsten Tag
wurden ungebundene AK durch die Wiederholung der Waschschritte entfernt und die
Membran wurde 1 Std. mit dem zweiten AP-markierten AK inkubiert. Anschlieend wurde
die Membran erneut dreimal gewaschen und mit ,,BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate® der
Firma Sigma bedeckt, durch welches gebundene AP-markierte AK detektiert wurden. Zum

Schluss wurde die Membran getrocknet und eingescannt.

4.4.4 Aufreinigung von Immunglobulin G aus Patienten-Seren und Plasma

Im Serum und in der Plasmapherese-Fliissigkeit von Patienten befinden sich neben Wasser
und Immunglobulinen noch viele weitere geloste Stoffe, wie Proteine, Fette, Kohlenhydrate,
Zucker, Stoffwechselprodukte, Ionen und Salze, sowie moglicherweise Medikamente. Diese
Stoffe haben natiirlich einen Einfluss auf Zellen und koénnen deshalb auch Versuche
beeinflussen. In einem Teil dieser Arbeit sollte nur der Effekt von IgG auf die NK-Zell
vermittelte Lyse von NB-Zellen untersucht werden. Aus diesem Grund mussten die
Immunglobuline der Klasse G vom Rest des Serums bzw. der Plasmapherese-Fliissigkeit
getrennt werden. Dazu wurden zwei unterschiedliche Methoden angewendet. Zum einen die
Affinitatschromatographie mit Sdulen, wenn viel Plasmapherese-Fliissigkeit oder Serum
vorhanden war und zum anderen die IgG-Isolation mittels Protein G-Sepharose, wenn nur

sehr wenig Serum oder Plasmapherese-Fliissigkeit zur Verfiigung stand.

4.4.4.1 IgG-Isolation mittels Affinitiitschromatographie

Wenn IgG aus 5-20 ml Patientenmaterial isoliert werden sollte wurde die grofle, Sml Protein
G Saule, bei geringeren Mengen (1-5 ml) wurde die kleine, 1ml Protein G Séule verwendet.
Als Erstes wurde das Patienten-Material mit Glycin-Puffer (pH 9) verdiinnt, Serum 1:2 und
Plama 1:3. Danach wurde das verdiinnte Patienten-Material, wie auch alle Losungen fiir diese
Methode steril filtriert. Bevor die verdiinnte Probe durch die Saule gepumpt wurde, wurde die

Saule mit 5 bzw. 15 ml Glycin-Puffer (pH 9) gespiilt. Beim Durchlaufen der Probe durch die
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Saule wird das IgG an die Saule gebunden. Danach wurde erneut mit 5 bzw. 15 ml Glycin-
Puffer (pH 9) gespiilt, um alle Bestandteile des Serums bzw. des Plasmas mit Ausnahme des
IgGs aus der Sdule zu entfernen. Im Anschluss daran wurde das gebundene IgG in 10 bzw. 20
ml Glycin-Puffer (pH 2,7) eluiert und in 20 ReaktionsgefaBen aufgefangen (je Reaktionsgefil3
0,5 bzw. 1 ml). Fiir weitere IgG-Aufreinigungen wurde die Saule erneut mit 5 bzw. 15 ml
Glycin-Puffer (pH 9) gespiilt, mit 20 % Ethanol befiillt und bei 4 °C gelagert. Die
aufgefangenen IgG-Proben wurden bei 260 / 280 / 320 nm photometrisch gemessen und die
Proben mit einer OD von 2,8 oder mehr wurden in einen Dialyseschlauch gegeben. Die
Proben wurden 5x je 24 Std. mit 1 1 1x PBS oder 2-3x je 24 Std. mit 5 1 Ix PBS dialysiert.
Diese Umpufferung ist nétig, weil der Glycin-Puffer (pH 2,7), in welchem die IgGs eluiert
wurden, wegen seines niedrigen pH-Wertes Zellen schidigt und somit Einfluss auf die
Messung der Zytotoxizitdt hatte. Nach der Umpufferung wurden 30 pl Probe 1:10 in 1x PBS
verdiinnt und nephelometrisch die IgG-Konzentration bestimmt (4.2.6.1). Der Rest der Probe

wurde portioniert und bis zum Gebrauch bei -20 °C weggefroren.

4.4.4.2 IgG-Isolation mittels G-Sepharose

Eine IgG-Isolation mit Protein G-Sepharose ist bereits ab einer Serum-Menge von 50 pl
moglich. 100 ul vorgequollene Protein G-Sepharose wurde in ein Reaktionsgefall gegeben
und 3x mit je 1 ml 1x PBS gewaschen. Danach wurde jeweils 1 Min. bei 5.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Im Anschluss wurden 50-100 pl Serum zusammen
mit 450-400 pl Ix PBS zugegeben. Die Reaktionsgefile wurden in einem 50 ml
Falconrohrchen tber Nacht bei 4 °C gerollt, damit sich die Protein G-Sepharose nicht
absetzte. Am nadchsten Tag wurden die Proben 1 Min. bei 5.000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand entfernt und 3x mit 1 ml 1x PBS gewaschen. Im Anschluss daran wurde 300 pl
IgG-Elutionspuffer zugegeben und die Proben 15 Min. bei RT gerollt. AnschlieBend wurde
erneut 1 Min. bei 5.000 rpm zentrifugiert und das Eluat in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt
in dem zur Neutralisation bereits 30 ul Tris-HCI (pH 9,5) vorgelegt worden waren. Zum
Schluss wurden die IgG-Losungen mit Dialyseschlduchen (Durchmesser 6 mm) in 1x PBS
umgepuffert (sieche 4.4.4.2) und die IgG-Konzentration photometrisch mittels BCA-Kit

bestimmt (4.2.6.2). Gelagert wurden die Proben bis zum spateren Gebrauch bei -20 °C.
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4.5 Statistische Auswertung

Fiir die statistischen Auswertungen wurde das Programm Graph Pad Prism Version 4.02
verwendet.

Fir die Berechnung von Hiufigkeiten wurde der Chi-Quadrat (y°) -Test (4-Feldertafel)
verwendet. Unterschiede zwischen stetigen Merkmalen wurden mit dem T-Test, bei zwei
verschiedenen Gruppen, und mit ANOVA, bei mehr als zwei Gruppen, analysiert. Bei der
Analyse von Korrelationen wurde die lineare Regression angewendet. Ein p-Wert unter 0,05

(95 % Unterschied / Zusammenhang) wurde als signifikant gewertet.



Ergebnisse 70

S. Ergebnisse

5.1 Bestimmung der IgG-Subklassen-Verteilung von
Autoantikorpern bei Kindern mit OMS

Ziel dieser Studie war die I1gG-Subklassen-Analyse der Auto-Antikérper (Auto-AK) von
OMS-Patienten. Wenn die dominierende IgG-Subklasse der Auto-AK bekannt ist, lassen sich
mogliche Ziel-Antigene  weiter einschrinken, da verschiedene IgG-Subklassen
unterschiedliche Substanz-Klassen (Polysaccharide, Proteine, Lipide) binden. Des Weiteren
hat die IgG-Subklassen-Verteilung diagnostische Relevanz. AK der IgGl-Subklasse sind
antibakteriell oder antiviral, wohingegen AK der IgG2-Subklasse gegen bakterielle
Kapselpolysaccharide gerichtet sind. AK der IgG3-Subklasse sind virusneutralisierende AK
und wurden vermehrt bei Autoimmunerkrankungen festgestellt und AK der IgG4-Subklasse
sind in die Entstehung von Allergien involviert.

In dieser Studie sollte festgestellt werden, ob bei OMS-Patienten mit normaler Gesamt-IgG-
Subklassen-Verteilung die nachgewiesenen Auto-AK hauptsdchlich einer oder zwei der vier
IgG-Subklassen angehdren. Zundchst wurde eine Analyse der Auto-AK gegen intrazellulare
Antigene durchgefiihrt, indem die Seren der Patienten immunhistochemisch und mittels
Western Blot untersucht wurden. Eine Uberpriifung der IgG-Subklassen-Verteilung der Auto-
AK-Oberflachenbindungen an Neurone des Kleinhirns wurde mit dem Durchflusszytometer
durchgefiihrt. Um auszuschlieBen, dass die ermittelte 1gG-Subklassen-Verteilung auf eine
Verdanderung im Gesamt-IgG zuriickzufiihren ist, wurde die Verteilung der IgG-Subklassen

im Gesamt-IgG abschlieend nephelometrisch analysiert.
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5.1.1 IgG-Subklassen Verteilung intrazellulir bindender Auto-AK

5.1.1.1 Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Untersuchung der IgG-Subklassen-Verteilung wurde das
* « yon der Firma Euroimmun verwendet (4.3.1.1). Die

JEurolmmun Neurologie-Mosaik-Kit
gefarbten Schnitte wurden mittels Fluoreszenz-Mikroskopie von PD Dr. Franz Blaes
ausgewertet.

Bevor eine standardisierte Farbung der Schnitte mit allen Patienten-Seren durchgefiihrt
werden konnte, wurde die optimale Verdiinnung der Seren und der Zweit-AK ermittelt. Fiir
ein optimales Ergebnis wurden die Seren in einer Verdiinnung von 1:50, die Zweit-Antikorper
hingegen unterschiedlich stark verdiinnt eingesetzt: Gesamt-IgG 1:75, IgG1 1:32 und IgG2-4

1:16. Es wurden Seren von insgesamt 16 OMS-Patienten, 15 NB-Patienten und 12 gesunden

Kontrollen immunhistochemisch auf Auto-AK untersucht.

Wie in Tab.13 dargestellt, konnten bei neun der 16 getesteten (56,25 %) OMS-Patienten, aber
nur bei einem von 15 (6,67 %) NB-Patienten und bei keinem der 12 gesunden Kontroll-
Patienten Auto-AK nachgewiesen werden. Der y*-Test ergab eine statistische Signifikanz von
p<0,01. Ein einheitliches Bindungsmuster der Auto-AK aus den Seren der positiven OMS-
Patienten wurde nicht gefunden. Innerhalb der neun positiv getesteten Seren wurden in drei
Seren anti-Hu-AK nachgewiesen (mittels RAVO-Blot bestitigt), in drei weiteren Seren
wurden IgG-Bindungen im Zytoplasma von Purkinje-Zellen nachgewiesen (Abb.8). Das IgG
eines Serums zeigte eine Bindung an die Nervenfasern der weillen Substanz des Kleinhirns
und in den letzten zwei Seren wurden anti-nukleoldre AK (ANA) ohne neuronale Spezifitit
detektiert.

Sieben der neun OMS-Patienten, bei denen Auto-AK immunhistochemisch nachgewiesen
werden konnten, wurden mit dem Zweit-AK der IgG-Subklasse 3 (Tab.13 und Abb.8), fiinf
mit dem [IgG1-AK und drei mit dem IgG2-AK nachgewiesen. Mit dem IgG4-AK konnten
keine Auto-AK nachgewiesen werden.

Die zwei ANA-positiven Seren zeigten eine starke Reaktivitdt in der IgG2-Subklasse, eine

schwiéchere in der IgG-1 Subklasse und im Gegensatz zu den anderen positiven OMS-Seren



Ergebnisse 72

keine mit der IgG3-Subklasse. Das einzige positive NB-Serum zeigte eine schwache IgGl

und IgG3 anti-Hu Reaktivitat.

Abbildung 8: Immunfluoreszenz-Fiirbung von Primaten-Kleinhirn Schnitten

Primaten-Kleinhirn Schnitte aus dem ,.Furolmmun Neurologie-Mosaik-Kit *« der Firma Euroimmun wurden mit
dem Serum des OMS-Patienten und danach jeweils mit einem Zweit-AK der vier IgG-Subklassen inkubiert.

(VergroBerung: x 200)
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OMS-Patient Gesamt-IgG IgG 1 IgG 2 IgG 3 IgG 4
1 - - - - -
2 - - - - -
3 - - ANA - -
4 Spur Purkinjezell- Purkinjezellen - Purkinjezellen -
Zytoplasma
5 Fasern, Zellen weil3e Fasern weil3e - Fasern weil3e -
Substanz 1/80 Substanz Substanz
6 Purkinjezell- Hu Hu Hu -
Zytoplasma
7 - - - - -
8 Hu-AK - - Hu -
9 ANA 1/200 ANA ANA - -
10 Purkinjezell- - - Purkinjezell- -
Zytoplasma Zytoplasma
11 Hu-AK - - Hu -
12 - - - - -
13 schwach ANA - - - -
14 - - - - -
15 - - - - -
16 Purkinjezell- - - Purkinjezell- -
Zytoplasma Zytoplasma

Tabelle 13: Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen
Gewebe-Schnitte des , Furolmmun Neurologie-Mosaik-Kit™ der Firma Euroimmun wurden mit dem jeweiligen

Patienten-Serum und mit den unterschiedlichen Zweit-AK (IgG gesamt, I1gG1, 2, 3, oder 4) inkubiert und mittels
Fluoreszenz-Mikroskopie ausgewertet. (Durchfiihrung siche 4.3.1.1). Angegeben sind nachgewiesene Auto-AK
(Hu, ANA) und die jeweiligen Bereiche des Kleinhirns, die angefirbt wurden.

ANA = anti-nukleolire AK

Hu = an verschiedene Proteine (HuC, HuD, Hel-N1) in Neuronen und Tumorzellen, wie u.a. Neuroblastome,
bindende AK

5.1.1.2 Western Blot

Um zu zeigen, dass IgGs aus dem Serum von OMS-Patienten an Bestandteile von Granularis-

Neuronen binden, wurde exemplarisch mit siecben OMS-Seren und als Kontrolle mit zwei
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Seren von Patienten mit einem adulten OMS und einem Serum eines Patienten mit anti-Hu
AK ein Western Blot durchgefiihrt. Fiir die Western Blot Analyse wurden Granularis-
Neurone (CGN's) aus dem Kleinhirn von 5-9 Tage alten WT-Ratten isoliert und in Kultur
genommen. Da nicht auszuschlieBen war, dass in der Zellsuspension auBler CGN’s noch
andere, sich teilende Zellen vorhanden waren, wurde Doxorubicin zugesetzt. Hierbei handelt
es sich um ein Zytostatikum, das die Zellteilung verhindert. Weil sich ausdifferenzierte
Neurone nicht teilen konnen, andere evtl. mitisolierte Zellen (z.B. Fibroblasten) aber
teilungsfihig sind, wurde mit der Doxorubicin-Behandlung verhindert, dass CGN’s nicht von
den sich teilenden Zellen iiberwuchert wurden.

Die Zellen wurden aufgeschlossen, das Protein-Gemisch der GroBe nach gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Membran iibertragen (Durchfiihrung siehe 4.4.1-4.4.3). Diese wurde
nach dem Trocknen in diinne Streifen geschnitten, die mit den unterschiedlichen Seren
inkubiert wurden. Als Zweit-AK wurde ein AP-markierter AK verwendet, der sich gegen

humanes IgG richtet.

Bei funf der sechs getesteten OMS-Seren konnten Bindungen an verschieden grof3e Proteine
von CGN's nachgewiesen werden. Das Serum Nr. 2 zeigt wie die anti-Hu Positivkontrolle
Banden bei 38 und 40 kDa. Dieses Bandenmuster ist typisch fiir anit-Hu AK. Bei dem Serum
Nr. 6 konnte, wie auch in den immunhistochemischen Untersuchungen, keine IgG-Bindungen
festgestellt werden. Dies konnte allerdings durch einen prdanalytischen Fehler bedingt sein,

wie z.B. der Lagerung bei falscher Temperatur.



Ergebnisse 75

ProteingrofRe
in kDa

.

—191
- 97

— 64
-— 51

— 39

— 28

— 19
— 14
= nl/a

+ 1 23 4567 89 -
Abbildung 9: Bindung von OMS-IgG an Proteine von CGN's
Zell-Lysate von CGN’s wurden auf 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Westen Blot analysiert

(Durchfiihrung siche 4.4.1-4.4.3). Die Blots wurden in Streifen geschnitten und mit 9 verschiedenen OMS-Seren
inkubicrt (2-7 und 9 kindliches OMS, 1 und 8 adultes OMS). Dic Detcktion crfolgte mit cinem AP-markicrtem
AK gegen humanes IgG. Als Positivkontrolle (+) diente das Serum ecines Patienten mit Hu-AK; als

Negativkontrolle (-) wurde nur der Zweit-AK eingesetzt.

5.1.2 IgG-Subklassen Verteilung an CGN-Oberfliche bindender Auto-AK

5.1.2.1 Durchflusszytometrie

Mit durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde die IgG-Subklassen-Verteilung der
OMS Auto-AK-Bindung an CGN’s bestimmt (Abb.10-12). Hierzu wurden Granularis-
Neurone, wie unter 4.3.3.2 beschrieben, aus dem Kleinhirn von 5-9 Tage alten WT-Ratten
isoliert, mit den Seren der Patienten inkubiert und die gebundenen AK mit Hilfe von

fluoreszenzmarkierten AK gegen die verschiedenen IgG-Subklassen nachgewiesen.
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Bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigte sich bei dem Oberflachenbindungs-
Nachweis mit den AK der Subklasse 1 und 2 eine signifikante Erh6hung des Mittelwerts bei
OMS-Patienten verglichen mit den gesunden Kontrollen (ANOVA: IgGl p<0,01, 1gG2
p<0,003). Allerdings lagen bei IgG1 nur zwei (nicht signifikant), bei IgG2 nur drei der 16
getesteten OMS-Seren (p < 0,01) iiber dem Cut-off der gesunden Kontrollpatienten. Die NB-
Seren zeigten keine IgG1-Erhohung, aber eine deutliche IgG2-Erhohung, die sich anhand des
ANOVA-Tests als signifikant erwies (p<0,01) (Abb.11+12). Der deutlichste Unterschied der
IgG-Bindung an CGN’s zwischen OMS-Patienten und den beiden Kontroll-Gruppen wurde
mit dem Zweit-AK der IgG-Subklasse 3 detektiert. Bei dieser Messung lagen acht der 16
getesteten OMS-Seren tiber dem Cut-off der gesunden Kontrollen (p<0,0001; Abb.11). Durch
die Verwendung des 1gG4 Zweit-AK konnte kein Unterschied zwischen den verschiedenen
Patienten-Gruppen ermittelt werden (Abb.11).

Ein Unterschied in der Bindung an CGN's zwischen OMS-Patienten mit und ohne NB konnte

nicht festgestellt werden (nicht gezeigt).

16
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Abbildung 10: FACS Analyse der Oberfliichenbindung eines OMS- und eines Kontroll-Serums an CGN’'s
CGN's wurden mit den Seren von OMS-Patienten und Kontrollpatienten inkubiert und die gebundenen IgG3

Auto-AK mit einem FITC-konjugierten anti-human-IgG3 AK nachgewiesen. Exemplarisch wird hier die
Oberflichenbindung eines OMS-Serums (weiler Graph) im Vergleich zu einem Kontrollserum (grauer Graph)
mit einem Histogramm-Blot gezeigt. Die Fluoreszenz-Intensitit (x-Achse) ist gegen die Zellzahl (y-Achse)

dargestellt.
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Abbildung 11: Oberfliichenbindung der vier IgG-Subklassen an CGN’s
CGN’'s wurden mit Patientenseren (Verdiinnung 1:50) und anschlieBend mit fluoreszenzmarkierten AK

inkubiert, welche gegen die verschiedenen IgG-Subklassen gerichtet waren (AK-Verdiinnungen: IgGl = 1:32;
IgG2-4 = 1:16) (genaue Durchfithrung siche 4.3.4.1). Die CGN-Oberflichenbindung wurde mit dem
Durchflusszytometer analysiert. Der Cut-off (rote Linie) lag bei Messungen mit dem IgG1-AK bei einer mfi von
866,6 , mit dem [gG2-AK bei 569,2 , mit dem IgG3-AK bei 360,9 und mit dem IgG4-AK bei 660,1.

mfi = mittlere Fluoreszenz-Intensitit, Cut-off = Mittelwert der gesunden Kontrollen + (2,5 x

Standardabweichung der gesunden Kontrollen)

Wie gezeigt, wurden acht der 16 OMS-Seren IgG3-positiv getestet, wohingegen nur zwei
IgG1-positiv, drei IgG2-positiv und keines der OMS-Seren IgG4-positiv getestet wurde ()’
Test, p<0,01, Abb.12). Mit der durchflusszytometrischen Analyse konnte demnach gezeigt
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werden, dass IgG3 die dominierende IgG-Subklasse der CGN-Oberflichenbindenden Auto-
AK bei OMS-Patienten ist (Abb.12).
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Abbildung 12: IgG-Subklassen Analyse der getesteten OMS-Seren

Dargestellt sind hier die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen. In schwarz ist der Anteil der
positiv getesteten, in weill der negativ getesteten OMS-Seren gezeigt. Als positiv wurden Ergebnisse gewertet,
wenn sie iiber dem Cut-off der gesunden Kontrollpatienten, als negativ, wenn sie darunter lagen. Zur
statistischen Auswertung wurde der %>-Test verwendet.

Cut-off = Mittelwert der gesunden Kontrollen + (2,5 x Standardabweichung der gesunden Kontrollen)

5.1.3 Uberpriifung der Gesamt-IgG3 Menge im Serum

Um auszuschlieBen, dass die Dominanz der IgG3-Subklasse auf Grund einer erhdhten
Gesamt-IgG3 Menge zustande kam, wurde die Gesamt-Serum-IgG Menge der vier IgG-
Subklassen nephelometrisch bestimmt. Weil Serum von kleinen Kindern nur in geringen
Mengen verfiigbar ist, wurden nur je 6 Seren von OMS-Patienten, NB-Patienten und
gesunden Kontroll-Patienten gemessen.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Gesamt-IgG3 Menge im Serum zwischen den
drei Patienten-Gruppen gefunden werden (OMS: 0,33 + 0,17 g/I; NB: 0,38 £ 0,12 g/l; GK:
0,60 + 0,28 g/l, Abb.13). Wenn iiberhaupt sind sogar weniger IgG3-AK im Serum von OMS-
Patienten im Vergleich zu den Kontroll-Patienten. Auch die anderen IgG-Subklassen und die
Gesamt-IgG-Menge zeigten keine statistisch signifakanten Unterschiede zwischen den drei

Gruppen (Abb.13).
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Abbildung 13: Nephelometrisch ermittelte Serum-Konzentrationen der vier IgG-Subklassen und des
Gesamt-IgGs

Die Konzentrationen der vier IgG-Subklassen und des Gesamt-IgGs in den Seren der Patienten wurden von

Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Jaeger (Giessen) nach Angaben des Herstellers mit einem

Behring Nephelometer bestimmt. Die Unterschiede zwischen den OMS-Patienten und den zwei Kontroll-

Gruppen waren bei keiner der IgG-Subklassen und auch nicht bei der Gesamt-IgG Menge statistisch signifikant.
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5.1.4 Zusammenfassung

Die IgG-Subklassen Verteilung von Auto-Antikérpern gegen intrazellulire Antigene wurde
mittels Immunhistochemie und Western Blot untersucht. Bei neun von 16 OMS-Patienten,
aber nur bei einem von 15 NB-Patienten und keiner der Kontrollen konnten Auto-AK
nachgewiesen werden. Die spezifisch neuronal oder cerebelldr bindenden Auto-AK gehorten
hauptsachlich zur IgG3-Subklasse (Tab.14). Der einzige an Auto-AK positiv getestete NB-
Patient zeigte schwache IgG1 und IgG3 Reaktivitét.

Zur Ermittlung der IgG-Subklassen-Verteilung der IgG-Oberflichenbindung an Kleinhirn-
Neurone wurde die Methode der Durchflusszytometrie verwendet. Die vorherrschende 1gG-
Subklasse der an die Oberfliche der Kleinhirn-Neurone bindenden Auto-AK bei den
getesteten OMS-Patienten war 1gG3 (Tab.14).

OMS-Patienten | Diagnose IHC WB FACS
1 OMS-NB | Neg pos neg
2 OMS-NB | Neg IgG3
3 OMS-NB | IgG2 [gG3
4 OMS-NB | IgG3, IgGl [gG3, IgG2
5 OMS-NB | IgG1, 1gG3 1gG2
6 OMS-NB | IgGl, IgG2, IgG3 IgG3
7 OMS-NB | Neg IgG1
8 OMS-NB | IgG3 pos neg
9 OMS-NB | IgGl1, IgG2 pos neg
10 OMS-NB | IgG3 pos neg
11 OMS-NB | IgG3 pos IgG3
12 OMS Neg IgG2
13 OMS Neg neg
14 OMS Neg 1gG3, IgGl
15 OMS Neg IgG3
16 OMS IgG3 neg IgG3

Tabelle 14: Zusammenfassung der Ergebnisse der IgG-Subklassen Bestimmung bei OMS-Patienten
IHC (Immunhistochemie): eingetragen sind die jeweils nachgewiesenen IgG-Subklassen. neg = keine Auto-AK

detektiert; WB (WesternBlot): pos/neg = Bindung an Ratten-Granularisneurone nachgewiesen/nicht
nachgewiesen, kein Eintrag = Serum nicht getestet; FACS (Durchflusszytometrie): eingetragen sind die 1gG-

Subklassen, bei denen der ermittelte Wert iiber dem Cut-off der gesunden Kontrollen lag
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Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen der Seren von OMS-Patienten zur IgG-
Subklassen Verteilung eine erhohte Auto-AK-Bindung an neuronale Strukturen des
Kleinhirns durch IgGs der Subklasse 3 und in geringerem Umfang durch IgGs der Subklasse
1. Eine Beeinflussung der Messung durch eine erhéhte IgG3 und/oder IgG1 Konzentration im
Serum wurde durch nephelometrische Untersuchungen der Gesamt-IgG-Subklassen

Verteilung ausgeschlossen.
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5.2 IgG-Effekt auf die NK-Zell vermittelte Lyse von NB-
Zellen

NK-Zellen sind ein Teil des angeborenen Immunsystems und wichtig fiir die Identifikation
und Entfernung entarteter Zellen. Sie lysieren infizierte Zellen, Tumorzellen, fremdes Gewebe
und Bakterien. Ihre Zielzellen erkennen sie unter anderem an den Antikérpern, die an diese
gebunden haben. 2005 konnte von Zeng et al. gezeigt werden, dass gegen NB-Zellen
gerichtete AK (ch14.18) die Lyse der NB-Zellen durch NK-Zellen verstarken kdnnen (Zeng
2005). Fir diese Studie wurde der AK ch14.18 verwendet, welcher gegen das Glykolipid-
Antigen Gangliosid GD, gerichtet ist. GD, wird in groer Menge von NB-Zellen exprimiert.
Gesundes Gewebe, wie z.B. das periphere Nervensystem oder das Kleinhirn, exprimiert GD,
nur begrenzt. Es ist bekannt, dass Auto-AK von OMS-Patienten an NB-Zellen binden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Effekt des IgGs aus dem Serum von OMS-Patienten auf
die NK-Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen mit dem Effekt des IgGs gesunder Kontroll-
Patienten verglichen werden. Nach der erfolgreichen Etablierung der Versuchsbedingungen
und der Bestimmung der geeigneten IgG-Konzentration mit dem bereits oben erwdahnten AK
ch14.18, wurden IgGs aus dem Serum von OMS-Patienten und gesunden Kontroll-Patienten
aufgereinigt und die Zytotoxizitdt der verschiedenen Proben gemessen. Die Messung der
Zytotoxizitdt basierte auf der Bestimmung der Aktivitat der Laktat-Dehydrogenase-Aktivitét
(LDH), die aus dem Zytosol zerstorter Zellen in den Zelliiberstand freigesetzt wird. Mit einem
LDH-Assay wurde die Zytotoxizitat und damit die Lyse von NB-Zellen durch NK-Zellen in
Anwesenheit von IgG untersucht. Die Effekte des IgG aus OMS-Patienten wurden mit denen

der IgGs gesunder Kontroll-Patienten verglichen.

5.2.1 Etablierung der Versuchsbedingungen

Bei der Etablierung der Versuchsbedingungen wurden verschiedene Aspekte des Versuches
variiert:

e Zellzahl der Ziel- Zellen

e Verhiltnis von Ziel- zu Effektor- Zellen

e Zeit in der sich die Ziel- Zellen an die Zellkultur-Platten anheften
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o Inkubationszeit nach der der Zell-Uberstand fiir die Messung abgenommen wurde

e [gG-Konzentration

Zum Schluss wurde noch die Ziel-Zelllinie ausgetauscht und als Effektor-Zellen wurden statt
einer NK-Zelllinie frisch isolierte NK-Zellen aus dem Blut eines gesunden Spenders

verwendet.

5.2.1.1 Zellzahl, Verhiltnis von Ziel- zu Effektor-Zellen, Inkubationszeiten

Innerhalb erster Etablierungs-Versuche wurde die Zellzahl, das Verhiltnis von Ziel- zu
Effektor- Zellen, die Zeit der Oberflichen-Anhaftung an die Zellkultur-Platten und die Zeit
nach der die Zelliiberstinde abgenommen wurden variiert. In Abb.14 wurden exemplarisch

die Ergebnisse von drei verschiedenen Versuchsbedingungen dargestellt.
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Abbildung 14: Etablierung der Versuchsbedingungen
Die ermittelte Zytotoxizitiit in % wurde gegen das Verhiiltnis von Ziel- zu Effektor- Zellen bei unterschiedlichen

Versuchsbedingungen dargestellt. Bei allen drei Versuchsbedingungen (A, B und C) wurden die Effektor- Zellen
20 Std. nach den Ziel- Zellen in die 96-Well-Platte gegeben. Bei A und B wurden 10.000 bei C wurden 5.000
Ziel- Zellen pro Well eingesetzt. Bei A wurde der Uberstand 20 Std. nach Zugabe der Effektor- Zellen fiir die
Messung abgenommen, bei B und C bereits nach vier Std. Fiir diese Etablierungsversuche wurde als Ziel-
Zelllinie die NB-Zelllinie SKN-SYS5Y, als Effektor- Zellen wurde die NK-Zelllinie NK-92 verwendet. In diesen
Graphen wurden die Mittelwerte der Zytotoxizitit eingetragen, die jeweils aus mehreren Wiederholungs-

Versuchen ermittelt wurden.
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In weiteren Etablierungs-Versuchen wurde der Zeitpunkt der Zugabe der Effektor- Zellen zu
den Ziel- Zellen variiert. AuBerdem wurden das Verhiltnis von Ziel- zu Effektor- Zellen
zusitzlich zu den in Abb.14 angegebenen Verhiltnissen verandert. Innerhalb dieser Versuche
fiel die errechnete Zytotoxizitit jedoch noch geringer ausfiel als unter den in Abb.14
dargestellten Bedingungen. Fiir alle weiteren Versuche wurden die Effektor- Zellen 20 Std.
nach den Ziel- Zellen in die 96-Well-Platten gegeben, so dass sich die Ziel- Zellen erst einmal
an den Untergrund anheften konnten. Der Uberstand wurde 20 Std. nach Zugabe der Effektor-
Zellen abgenommen und eine Ziel- Zellzahl von 10.000 gewihlt (Abb.14,
Versuchsbedingungen A). Fiir weitere Etablierungs-Versuche wurde das Verhiltnis von Ziel-
zu Effektor- Zellen von 1/5 und 1/10 gewéhlt. Bei den Versuchen mit Patienten-IgG wurde
ein Verhdltnis von Ziel- zu Effektor-Zellen von 1/5 eingesetzt, da die Menge des zur

Verfiigung stehenden IgG aus den Seren der meist kleinen Kindern sehr begrenzt ist.

5.2.1.2 Wahl der Zellen

Da die zunichst verwendete Zelllinie SKN-SY5Y eine Mykoplasmen-Kontamination aufwies,
wurde die NB-Zelllinie Kelly fiir diese Versuche getestet.

Wie aus Abb.15 deutlich wird, war die durch NK-Zellen ausgeloste Lyse mit der
mykoplasmenfreien NB-Zelllinie Kelly sehr gut messbar. Es konnte sogar eine wesentlich
hohere Zytotoxizitdt bei diesen Zellen im Vergleich zur Zelllinie SKN-SYS5Y ermittelt
werden. Aus diesem Grund wurde fiir die weiteren Versuche die NB-Zelllinie Kelly statt der

NB-Zelllinie SKN-SYS5Y verwendet.
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Abbildung 15: Vergleich zweier Ziel- Zellinien
In dieser Abbildung wurde die durch NK-Zellen ausgeldste Zytotoxizitit zweier Ziel-Zelllinien verglichen.

Dargestellt wurde die ermittelte Zytotoxizitit in % gegen das Verhiiltnis von Ziel- zu Effektor-Zellen. Es wurden
10" Ziel-Zellen pro Well eingesetzt, die Effektor- Zellen wurden nach 20 Std. zugegeben und dic Uberstinde
wurden nach weiteren 20 Std. abgenommen. Als Effektor- Zellen wurde die NK-Zelllinie NK-92 verwendet. Als
Ziel- Zelllinie wurde die NB-Zelllinie SKN-SYS5Y (blau) bzw. die NB-Zelllinie Kelly (rosa) verwendet. Die
genaue Durchfithrung des LDH-Assay’s ist unter 4.3.5 beschrieben.

Es ist bekannt, dass die NK-Zelllinie NK-92 nicht den Rezeptor CD16 auf ihrer Oberflache
exprimiert. Die AK-vermittelte Lyse durch NK-Zellen wird u.a. durch CD16 induziert. Die
Expression von CD16 durch die Zelllinie NK-92 wurde durchflusszytometrisch iiberpriift und
konnte bestatigt werden. Die Aufgabenstellung in dieser Arbeit war den Effekt von Patienten-
IgG auf die NK-Zell vermittelte Lyse zu tberpriifen. Deshalb konnte die Zelllinie NK-92
nicht fir die Versuche mit Patienten-IgG eingesetzt werden. In einigen Veroffentlichungen
wurden flir dhnliche Versuche frisch isolierte NK-Zellen von gesunden Spendern verwendet
(Armeanu 2005, Liang 2005, Ross 1997). Deshalb wurden in dieser Arbeit NK-Zellen mit
Hilfe des RosetteSep® -Kit's ,,Human NK Cell Enrichment Cocktail“ der Firma StemCell
Technologies aus Vollblut isoliert. Mit dem Durchflusszytometer wurde die Reinheit des
Isolats und die Anwesenheit des CDI6-Rezeptors auf der Oberfliche der NK-Zellen
tberpriift. Auf 25-30% der isolierten Zellen wurde der NK-Zell-Marker CD 56 detektiert und
60-65% waren CD 16 positiv (Abb.16).
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Abbildung 16: FACS-Analyse der Reinheit des NK-Zell-Isolates
Die isolierten NK-Zellen wurden mit einem AK gegen CD 56 (mouse anti-human CD 56), anschliefend mit

einem gegen den ersten AK gerichteten AK (rabbit anti-mouse 1gG, FITC-konjugiert) und zum Schluss mit
cinem PerCP-Cy5 markierten AK gegen CD 16 inkubiert (mouse anti-human CD 16, PerCP-Cy5-konjugiert).
Um die Quadranten festzulegen wurden mitgefiihrte Isotyp-Kontrollen verwendet (mouse IgG2bk -Isotyp-
Kontrolle, PerCP-Cy5-konjugiert; mouse Isotyp-Kontrolle + rabbit anti-mouse IgG, FITC-konjugiert). In dieser
Abbildung ist die gemessene FITC-Fluoreszenz dieser Probe gegen die PerCP-Cy5-Fluoreszenz dargestellt.

Der Effektes von AK auf die NK-Zell-vermittelte Lyse wurde mit NK-Zellen der Zelllinie
NK-92 und mit den aus Vollblut eines gesunden Spenders isolierten NK-Zellen gezeigt und
die Effekte wurden untereinander verglichen. Dabei wurde deutlich, dass die Lyse mit aus
Blut isolierten NK-Zellen durch die Anwesenheit an die Ziel-Zellen bindender ch14.18-AK
deutlicher verstarkt wird als mit der NK-Zelllinie NK-92 (Abb.17). Aus diesem Grund

wurden die frisch isolierten NK-Zellen fiir die folgenden Versuche verwendet.
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Abbildung 17: Vergleich unterschiedlicher Effektor-Zellen
Um den Effekt von AK auf die NK-Zell vermittelte Lyse optimal zeigen zu kénnen, wurde die Effektivitiit der

bereits zur Etablierung verwendeten NK-Zelllinie NK-92 (blau) mit der aus Vollblut eines gesunden Spenders
isolierten NK-Zellen verglichen

Dargestellt wurde die ermittelte Zytotoxizitiit in % gegen die Konzentration des Antikorpers ch14.18. Es wurden
10.000 Ziel- Zellen pro Well eingesetzt, das Verhiilinis von Ziel- zu Effektor- Zellen betrug 1:5, die Effektor-
Zellen wurden 20 Std. nach den Ziel- Zellen in die 96-Well-Platte gegeben und die Uberstinde wurden 20 Std.
nach Zugabe der Effektor- Zellen abgenommen. Als Ziel- Zelllinie wurde die NB-Zelllinie Kelly und als
Effektor- Zellen wurden Zellen der NK-Zelllinie NK-92 bzw. frisch aus dem Blut eines gesunden Spenders

isolierte NK-Zellen verwendet.

5.2.1.3 IgG-Konzentration

Mit dem AK ch14.18 konnten bereits Zeng et al. zeigen, dass AK die Lyse von NB-Zellen
durch NK-Zellen verstarken konnen (Zeng 2005). Derselbe AK wurde zur Ermittlung der
IgG-Konzentration verwendet, mit der die Lyse am intensivsten verstarkt wird.

Es wurde festgestellt, dass eine geringe IgG-Konzentration von nur 0,01ug/ml einen starkeren
Effekt auf die Lyse hat als hohere IgG-Konzentrationen (Abb.18). Vermutlich hat
iiberschiissiges, nicht gebundenes IgG unspezifisch an die Oberfliche der NK-Zellen
gebunden, wodurch deren Aktivitdt herabgesetzt wurde. Deshalb wurde in den folgenden

Versuchen auch nur eine geringe Gesamt-IgG-Konzentration von 0,2pug/ml eingesetzt.
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Abbildung 18: Bestimmung der zur Verstirkung der Lyse geeignetsten IgG-Konzentration
Um den Effekt der an NB-Zellen bindenden AK auf die NK-Zell vermittelte Lyse optimal zeigen zu kdonnen,

wurde die AK-Konzentration mit dem AK ch14.18 bestimmt.

Dargestellt wurde dic ermittelte Zytotoxizitit in % gegen die Konzentration des Antikorpers ch14.18. Es wurden
10.000 Ziel- Zellen pro Well eingesetzt, die Effektor- Zellen wurden 20 Std. nach den Ziel- Zellen in die 96-
Well-Platte gegeben und die Uberstéinde wurden 20 Std. nach Zugabe der Effektor- Zellen abgenommen. Hier
wurden die Ergebnisse der Versuche mit einem Verhiltnis von Ziel- zu Effektor- Zellen von 1/5 (blau) und von
1/10 (rosa) dargestellt. Als Ziel- Zellen wurde die NB-Zelllinie Kelly und als Effektor- Zellen wurde die NK-
Zelllinie NK-92 verwendet.

5.2.1.4 Bestimmung der Oberflichen-Bindung von Patienten-IgG an NB-Zellen

Um die IgG Oberflachenbindung an NB-Zellen des IgGs der OMS-Patienten wie auch der
Kontrollen in einem Vorversuch zu zeigen, wurden durchflusszytometrische Versuche
durchgefiihrt. Zellen der NB-Zelllinie Kelly wurden mit Patienten-Seren inkubiert und die
gebundenen AK gegen Oberflichenepitope der NB-Zellen wurden mit einem FITC-
markierten Zweit-AK rabbit anti-human IgG detektiert.

Seren von OMS-Patienten zeigten haufiger eine Bindung an die Zelloberfliche von NB-

Zellen als Seren gesunder Kontroll-Patienten (Abb.19, p < 0,001, T-Test).
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Abbildung 19: Bestimmung der IgG Oberfliichen-Bindung an NB-Zellen
10" Zellen der NB-Zelllinie Kelly wurden mit Patienten-Seren (Verdiinnung 1:50) inkubiert und die gebundenen

AK wurden mit einem fluoreszenzmarkierten Zweit-AK (rabbit anti-human IgG FITC von DAKO, Verdiinnung
1:75) detektiert. Fiir die FACS-Messung wurden Seren von OMS-Patienten (OMS) und gesunden Kontroll-
Patienten (Kontrollen) verwendet. Die gemessenen IgG-Mengen der gesunden Kontroll-Patienten und der OMS-
Patienten waren signifikant unterschiedlich (p<0,001). Der Cut-off (rote Linie) lag bei einem gMFI-Wert von
3,94,

gMFI = geometrisch gemittelte Fluoreszenzintensitit; Cut-off = Mittelwert der Kontrollen + (2,5 x

Standardabweichung der Kontrollen)

Aus den Seren, die bereits fiir die durchflusszytometrische Untersuchung verwendet wurden,
wurde das Gesamt-IgG aufgereinigt und in PBS umgepuffert. Das aufgereinigte IgG wurde
dann fiir die Versuche zur Bestimmung der Effekte von IgG auf die NK-Zell vermittelte Lyse

von NB-Zellen verwendet.
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5.2.2 IgG-Effekte auf die NK-Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen

5.2.2.1 LDH-Assay

Fiir die Messung unterschiedlich starker Effekte von IgG verschiedener Patienten auf die NK-
Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen wurde 02upg/ml Gesamt-IgG zusammen mit den
Effektor-Zellen zu den Ziel-Zellen gegeben. Vorher wurden 10* Ziel-Zellen pro Well 20 Std.
in den 96-Well Platten kultiviert. Aus Kostengriinden wurde ein Verhéltnis von Ziel- zu
Effektor- Zellen von 1:5 gewdhlt, ein Verhdltnis von 1:10 wire ebenfalls empfehlenswert
gewesen. 20 Std. nach Zugabe der Effektor- Zellen und des IgG’s wurden die Zell-Uberstinde
abgenommen und die Aktivitit der LDH gemessen. Anhand der Mess-Ergebnisse wurde
spater die Zytotoxizitdt errechnet. Als Ziel- Zellen wurde die NB-Zelllinie Kelly verwendet
und als Effektor- Zellen wurden frisch aus dem Vollblut eines gesunden Spenders isolierte
NK-Zellen eingesetzt. Es wurde IgG von 11 verschiedenen OMS-Patienten und von sieben
verschiedenen gesunden Kontroll-Patienten eingesetzt. Der Versuch wurde einmal wiederholt

und bei jedem Versuch wurden Doppelansitze durchgefiihrt.

Nach Inkubation mit IgG von OMS-Patienten wurde eine signifikant erhohte NK-Zell-
vermittelte Lyse von NB-Zellen gemessen und mit dem Effekt des IgG gesunder Kontroll-
Patienten verglichen (Abb.20, p < 0,005).
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Abbildung 20: Bestimmung der Zytotoxizitiit der NB-Zellen nach Inkubation mit IgG
In dieser Grafik wurden die gemitielte, gemessene Zytotoxizitdt in % nach Inkubation mit 0,2pg/ml Gesamt-IgG

verschiedener OMS-Patienten und gesunder Kontroll-Patienten dargestellt. Der Cut-off (rote Linie) lag bei einer

Zytotoxizitit von 44,15%. p<0.005

5.2.3 Zusammenfassung

Wihrend der Etablierung der Versuchsbedingungen zeigte sich, dass die Anzahl der Ziel-
Zellen, das Verhiltnis von Ziel- zu Effektor-Zellen, und die Inkubationszeit, nach der die
Zell-Uberstinde abgenommen wurden, die Messung der Zytotoxizitdt beeinflussen.
AuBerdem wurde festgestellt, dass es giinstig ist die Ziel-Zellen vor dem eigentlichen Versuch
in den 96-Well-Platten zu kultivieren, damit sie sich bei Versuchsbeginn bereits an der
Zellkultur-Platten-Oberflache angeheftet hatten. Auch die Wahl der Ziel- und der Effektor-
Zellen spielte bei der erfolgreichen Durchfithrung des Versuches eine entscheidende Rolle.
Die ideale IgG-Konzentration zur Messung des Effektes von IgG auf die Lyse von NB-Zellen
durch NK-Zellen wurde ebenfalls bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass zu hohe IgG-

Konzentrationen den zytotoxischen Effekt der NK-Zellen vermindern. Dies konnte auf eine
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unspezifische Bindung der Antikdrper an die Fc-Rezeptoren von NK-Zellen zuriickgefiihrt

werden.

Bei der Uberpriifung der Zytotoxizitét nach Inkubation mit IgG konnte gezeigt werden, dass

das Gesamt-IgG von OMS-Patienten verglichen mit dem Gesamt-IgG gesunder Kontroll-

Patienten einen starkeren Effekt auf die Lyse von NB-Zellen durch NK-Zellen hat.

Eine Korrelation der Oberflaichenbindung des 1gGs von OMS-Patienten an NB-Zellen mit der

prozentualen Zytotoxizitit konnte nicht festgestellt werden (Tab.15, Abb.21, r* = 0,1668,

Lineare Regression).

OMS-Patient IgG Oberflichenbindung an NB-Zellen Zytotoxizitit
[gMFI] [%o]
1 21,42 74,23
2 5,78 32,41
3 5,68 59,19
4 5,66 53,28
5 5.45 37.79
6 4,78 70,89
7 4,74 77,49
8 4,67 37,04
9 3,11 37,26
10 1,49 53,38
11 0,08 51,06

Tabelle 15: Gegeniiberstellung der IgG-Oberfliichenbindung an NB-Zellen und der Zytotoxizitit nach

Inkubation mit Gesamt-IgG
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Abbildung 21: Korrelation der Zytotoxizitiit mit der Oberfliichenbindung an NB-Zellen
Die nach IgG-Stimulation ermittelte Zytotoxizitit wurde gegen die Oberflichenbindung des IgG derselben

Patienten an NB-Zellen aufgetragen. r* = 0,1668; p = nicht signifikant.
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5.3 Die B-Zell aktivierenden Faktoren BAFF und APRIL
in Serum und Liquor von OMS-Patienten

Kiirzlich konnte fiir OMS-Patienten eine relative Vermehrung von B-Zellen im Liquor gezeigt
werden. Dieser erhohte B-Zell-Anteil korrelierte mit dem Schweregrad der neurologischen
Storungen von OMS-Patienten (Pranzatelli 2004). BAFF und APRIL sind Proteine, die an der
B-Zell Entwicklung beteiligt sind und fiir das Uberleben von B-Zellen ssentiell sind. Es deutet
viel darauf hin, dass besonders BAFF, aber auch APRIL, an der Entwicklung von
Autoimmunitat beteiligt sind. Wie bereits erwdhnt gibt es viele Hinweise darauf, dass OMS
eine immun-vermittelte Erkrankung ist. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit die BAFF-
und APRIL- Konzentration in Serum und Liquor von OMS-Patienten mit der von
verschiedenen Kontroll-Gruppen verglichen werden. Dazu wurde die Konzentration beider
Proteine mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse der OMS-Patienten wurden mit denen der
Kontroll-Gruppen und mit klinischen Daten verglichen. Des Weiteren wurde untersucht, ob
ein Zusammenhang zwischen der BAFF-Konzentration im Liquor und der Menge an Auto-
AK besteht. Die Integritit der Blut-Hirn Schranke wurde anhand des Verhiltnisses der
Albumin-Konzentration von Liquor und Serum ermittelt, da eine Storung der Blut-Hirn

Schranke die Menge an BAFF im Liquor beeinflussen kdnnte.

5.3.1 BAFF-Konzentrationen im Serum und im Liquor von Patienten

5.3.1.1 BAFF-Konzentrations Bestimmung

Fir die Bestimmung der BAFF-Konzentration wurde das ELISA-Kit _Quantikine® Human
BAFF/BLyS* der Firma R & D Systems verwendet (4.2.7.1). Die Messung wurde mit dem
ELISA-Reader BEP 2000 Advance bei einer Wellenldnge von 450nm (Referenzwellenldnge
650 nm) durchgefiihrt. Von jeder Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt, die OD-
Werte wurden gemittelt und die Konzentration mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe des im Kit

mitgeliefertem BAFF  Standard (BAFF-Konzentration bekannt) berechnet. Die
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Verdiinnungsreihe des BAFF-Standards wurde fiir jede Messung neu angesetzt und ebenfalls

als Doppelbestimmung mitgemessen (Abb.22).

y = 0,4495x + 0,0925 *
R? = 0,0842

v T T T T

0 1 2 3 4

BAFF-Konzentration [ng/ml]

Abbildung 22: BAFF-Standard Verdiinnungsreihe
Der im Kit mitgelieferte BAFF-Standard wurde nach Angaben des Herstellers verdiinnt und als

Doppelbestimmung bei jeder Messung mitgemessen. Die Konzentration des BAFF-Standards war bekannt.

Exemplarisch wurde in dieser Grafik die gemessene optische Dichte (OD) der einzelnen, gemittelten Werte einer

BAFF-Standard Verdiinnungreihe gegen die bekannte BAFF-Konzentration in ng/ml aufgetragen und eine

Ausgleichsgerade berechnet, anhand derer die BAFF-Konzentration einzelner Proben bestimmt werden konnte.

Mit Hilfe der Formel (gemessene OD — Faktor (in Abb.22: 0,0925)) / Steigung der
Ausgleichsgeraden (in Abb.22: 0,4495)) wurde die BAFF-Konzentration der verschiedenen

Proben ermittelt. Wenn die Proben verdiinnt eingesetzt worden waren, wurde die Verdiinnung

bei der Berechnung der Konzentration beriicksichtigt.

5.3.1.2 BAFF-Serumkonzentration

Es wurden Seren von 17 OMS-Patienten (8 mit und 9 ohne NB), 16 NB-Patienten ohne OMS,

13 gesunde Kontroll-Patienten (GK) und 12 Patienten mit entziindlichen, neurologischen

Erkrankungen (ENE) untersucht. Die Seren wurden in einer Verdiinnung von 1:2 in den

ELISA eingesetzt.
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Die Konzentration von BAFF war bei Patienten mit entziindlichen, neurologischen
Erkrankungen (ENE) im Serum deutlich erhéht, aber nicht bei OMS-Patienten und anderen
Kontroll-Patienten (OMS 0,84 + 0,63 ng/ml; NB 0,84 + 0,32 ng/ml; GK 1,18 £+ 0,52 ng/ml;
ENE 1,46 + 0,70 ng/ml; p<0,05, Abb.23). Ein signifikanter Unterschied zwischen OMS und
OMS-NB konnte nicht festgestellt werden (OMS 0,63 + 0,15 ng/ml, OMS-NB 1,03 = 0,79

ng/ml, n.sign.).
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Abbildung 23: BAFF-Konzentration in Patientenseren
Die BAFF-Konzentrationen in den Seren der verschiedenen Patienten-Gruppen wurde mittels ELISA bestimmt.

Die Seren wurden in einer Verdiinnung von 1:2 in den ELISA eingesetzt, was bei der Konzentrations-
Berechnung beriicksichtigt wurde. Von jedem Serum wurde cine Doppelbestimmung durchgefiihrt und von den
Werten wurde der Mittelwert bestimmt. Durchfithrung siche 4.2.7.1.

OMS = Patienten mit einem Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom; NB = Patienten mit NB aber ohne OMS; GK =
gesunde Kontroll-Patienten; ENE = Patienten mit entziindlicher neurologischer Erkrankung; n.sign. = nicht

signifikant

5.3.1.3 BAFF-Liquorkonzentration

Es wurde insgesamt Liquor von 10 OMS-Patienten (sechs mit und vier ohne NB), 13

gesunden Kontroll-Patienten (GK) und 11 Patienten mit entziindlichen, neurologischen
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Erkrankungen (ENE) untersucht. Liquor von NB-Patienten lag nicht vor, weil bei Patienten
mit einem NB keine Lumbalpunktion bei der Routine-Diagnostik durchgefiihrt wird. Der

Liquor wurde unverdiinnt in den ELISA eingesetzt.

Die BAFF-Konzentration im Liquor von ENE-Patienten war signifikant hoher als bei den
Kontroll-Patienten (GK 0,09 + 0,08 ng/ml, ENE 0,88 £+ 0,71 ng/ml, p<0,01, ANOVA-Test
Abb.24). Bei OMS-Patienten war die BAFF-Konzentration im Liquor im Durchschnitt zwar
leicht erhoht im Vergleich zu den Kontrollen, der Unterschied war aber nicht signifikant

(OMS 0,36 £+ 0,35 ng/ml; GK 0,09 + 0,08 ng/ml, Abb.24)
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Abbildung 24: BAFF-Konzentrationen im Liquor von Patienten
Die BAFF-Konzentration im Liquor der verschiedenen Patienten-Gruppen wurde mittels ELISA bestimmt. Der

Liquor wurde unverdiinnt in diec Messung eingesetzt. Von jeder Liquor-Probe wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt und der Mittelwert errechnet. Durchfiihrung siche 4.2.7.1.
OMS = Patienten mit einem Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom; GK = gesunde Kontroll-Patienten; ENE =

Patienten mit entziindlicher, neurologischer Erkrankung; n.sign. = nicht signifikant

5.3.1.4 BAFF- Liquor/Serum Ratio und Integritiit der Blut-Hirn Schranke

Die Konzentration von BAFF im Liquor kann durch die Menge an BAFF im Serum und

durch Stérungen der Blut-Hirn Schranke beeinflusst werden. Deshalb wurde das Verhaltnis
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der Konzentration von BAFF in Liquor und Serum (Abb.25) und das Verhaltnis der Albumin-
Konzentration in Liquor und Serum (Abb.26) fiir jeden Patienten und jede Kontrolle

bestimmt.

Die BAFF-Liquor/Serum Ratio bei OMS- und ENE-Patienten war signifikant erhoht
verglichen mit denen gesunder Kontrollpatienten (OMS 0,45 + 0,36 vs. ENE 0,59 + 0,45 vs.
GK 0,08 + 0,06, p<0,01, ANOVA-Test, Abb.25).

1.50+ p<0,01
o
'.g 1.25+ . p<0,01
(14
g 1.00+ n
: v
T~ 0.75+ v
o v
3 u —_—
5 0.50- v
Th ug
l-<l- ]
o 0.25+ L. :‘
. Yvy
0.00 . T‘E '
OMS GK ENE

Abbildung 25: Vergleich der BAFF Liquor/Serum Ratio
Die BAFF-Konzentration im Liquor wurde durch die im Serum des gleichen Patienten geteilt, um den Einfluss

der BAFF-Serum Konzentration auf die BAFF-Konzentration im Liquor zu eliminieren.
OMS = Patienten mit einem Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom; GK = gesunde Kontroll-Patienten; ENE =

Patienten mit entziindlicher, neurologischer Erkrankung

Die Albumin Liquor/Serum Ratio ist ein etablierter Marker fiir die Integritdt der Blut-Him
Schranke. Bei ENE-Patienten wurde eine signifikante Erh6hung der Albumin Liquor/Serum
Ratio gemessen (ENE 8,0 + 4.1; GK 3,0 £ 2.2, p<0,01, ANOVA-Test, Abb.26), bei diesen
Patienten liegt eine Storung der Blut-Hirn Schranke vor. Bei OMS-Patienten war die Albumin
Liquor/Serum Ratio nicht erhoht verglichen mit der gesunder Kontroll-Patienten (OMS 3,1 +
1,1; GK 3,0 + 2,2, p<0,01, ANOVA-Test, Abb.26).



Ergebnisse 99

20 p<0,01
v
- 15-
s
& o Vv
= --w‘-_- 10+ A v
£ —
o T v
= 5 -
< - 5e ':v
[ J— Al v
gl Tl A s
C ] L] L
OMS GK ENE

Abbildung 26: Vergleich der Albumin Liquor/Serum Ratio
Die Albumin-Konzentration im Liquor wurde durch die im Serum des gleichen Patienten geteilt. Die Albumin-

Konzentrations-Bestimmung wurde nephelometrisch ermittelt (Durchfiithrung siche 4.2.6.1).
OMS = Patienten mit einem Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom; GK = gesunde Kontroll-Patienten; ENE =

Patienten mit entziindlicher, neurologischer Erkrankung

Zusammenfassend legten diese Ergebnisse nahe, dass beim OMS eine intrathekale BAFF-
Synthese der Grund fiir die erhohte BAFF-Konzentration im Liquor war. Die Erhohung der
BAFF-Konzentration im Liquor von ENE-Patienten ist dagegen das Resultat einer Stérung

der Blut-Hirn Schranke.

5.3.1.5 Korrelation zwischen BAFF und Auto-AK

In einer fritheren Studie konnten Auto-AK gegen die Oberflaiche von CGNs im Serum von
OMS-Patienten nachgewiesen werden (Blaes 2005). Jetzt wurden diese Bindungen auch im
Liquor gemessen und mit der in dieser Arbeit ermittelten BAFF Liquor/Serum Ratio

verglichen.

Es konnte eine Korrelation zwischen der Menge an Auto-AK und der BAFF Liquor/Serum

Ratio gezeigt werden (r*=0,63, p<0,01, Abb.27).
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Abbildung 27: Korrelation der BAFF Liquor/Serum Ratio mit der Menge an Auto-AK
Die in einer fritheren Arbeit mittels Durchflusszytometrie ermittelten Mengen an Auto-AK wurden gegen die

BAFF Liquor/Serum Ratio aufgetragen und eine Ausgleichsgerade berechnet.

mfi = mittlere Fluoreszenz-Intensitit; r’=0,63, p<0,01 (ermittelt durch Lineare Regression)

5.3.2 APRIL-Konzentration im Serum und Liquor von Patienten

5.3.2.1 APRIL-Konzentrations Bestimmung

Fiir die Bestimmung der APRIL-Konzentration wurde das ELISA-Kit ,,human APRIL ELISA
BMS2008“ der Firma Bender MedSystems” verwendet (4.2.7). Die Messung wurde mit dem
ELISA-Reader BEP 2000 Advance bei einer Wellenlange von 450nm (Referenzwellenlédnge
650nm) durchgefiihrt. Von jeder Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt, die OD-
Werte gemittelt und die Konzentration mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe des im Kit
mitgelieferten APRIL-Standards (APRIL-Konzentration bekannt) ausgerechnet. Die APRIL-
Standard-Verdiinnungsreithe wurde fiir jede Messung neu angesetzt und ebenfalls als

Doppelbestimmung mitgemessen (Abb.28).
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Abbildung 28: APRIL-Standard Verdiinnungsreihe
Der im Kit mitgelieferte APRIL-Standard wurde nach Angaben des Herstellers verdiinnt und als

Doppelbestimmung bei jeder Messung mitgemessen. Die Konzentration des APRIL-Standards war bekannt.
Exemplarisch wurde in diesem Graph die gemessene optische Dichte (OD) der einzelnen, gemittelten Werte
einer APRIL-Standard-Verdiinnungreihe gegen die bekannte APRIL-Konzentration aufgetragen und ecine

Ausgleichsgerade berechnet anhand derer die APRIL-Konzentration einzelner Proben bestimmt werden konnte.

Mit Hilfe der Formel (gemessene OD — Faktor (in Abb.28 0,0633)) / Steigung der
Ausgleichsgeraden (in Abb.28: 0,0346) wurde die APRIL-Konzentration der verschiedenen
Proben ermittelt. Wenn die Proben verdiinnt worden waren, wurde dies bei der Berechnung

der APRIL-Konzentration beriicksichtigt.

5.3.2.2 APRIL-Serum Konzentration

Bei denselben Seren, bei denen bereits die BAFF-Konzentration bestimmt wurde, wurde nun
die Konzentration von APRIL ermittelt (17 OMS-Seren (acht mit und neun ohne NB), 16 NB-
Patienten ohne OMS, 13 gesunden Kontrollen (GK) und 12 Patienten mit entziindlichen,
neurologischen Erkrankungen (ENE)). Die Seren wurden genau wie bei der Bestimmung der

BAFF-Konzentration in einer Verdiinnung von 1:2 eingesetzt.

Ein Unterschied in der APRIL-Konzentration zwischen OMS-Patienten und den Kontroll-
Gruppen konnte nicht gezeigt werden (OMS 11,18 + 12,0 ng/ml; NB 7,39 + 7,78 ng/ml, GK
16,73 + 38,89 ng/ml, ENE 13,24 + 24,08 ng/ml, n.sig., Abb.29). Zwischen OMS und OMS-
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NB konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (OMS-NB 14,7 + 14,3
ng/ml, OMS 8,7 + 6,9 ng/ml, n.sign.).
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Abbildung 29: APRIL-Konzentrationen in Patientenseren
Die APRIL-Konzentrationen in den Seren der verschiedenen Patienten-Gruppen wurde mittels ELISA bestimmit.

Die Seren wurden in ciner Verdiinnung von 1:2 in den ELISA eingesetzt, was bei der Berechnung der APRIL-
Konzentration beriicksichtigt wurde.

OMS = Patienten mit einem Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom; NB = Patienten mit NB aber ohne OMS; GK =
gesunde Kontroll-Patienten; ENE = Patienten mit entziindlicher, neurologischer Erkrankung; n.sign. = nicht

signifikant

5.3.2.3 APRIL-Liquor Konzentration

Es wurde insgesamt Liquor von 10 OMS-Patienten (sechs mit und vier ohne NB), 13
gesunden Kontroll-Patienten (GK) und 11 Patienten mit entziindlichen, neurologischen
Erkrankungen (ENE) untersucht. Liquor von NB-Patienten lag nicht vor, weil bei Patienten
mit einem NB keine Lumbalpunktion bei der Routine-Diagnostik durchgefithrt wurde. Der

Liquor wurde unverdiinnt eingesetzt.

Es konnte kein Unterschied der APRIL-Konzentration im Liquor zwischen den einzelnen
Patienten-Gruppen gemessen werden (OMS 2,38 = 5,15 ng/ml; GK 0,19 = 0,43 ng/ml; ENE
1,17 + 2,64 ng/ml, n. sign. Abb.30).
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Abbildung 30: APRIL-Konzentration in Patienten-Liquor
Die APRIL-Konzentration im Liquor der verschiedenen Patienten-Gruppen wurde mittels ELISA bestimmt. Der

Liquor wurde unverdiinnt eingesetzt.
OMS = Patienten mit einem Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom; GK = gesunde Kontroll-Patienten; ENE =

Patienten mit entziindlicher, neurologischer Erkrankung; n.sign. = nicht signifikant

5.3.3 Zusammenfassung

Es wurde keine erhohte Konzentration von BAFF im Serum der OMS-Patienten gemessen. Im
Liquor von OMS-Patienten war die BAFF-Konzentration leicht erhoht. Durch die Berechnung
des BAFF- Liquor/Serum-Quotienten und mit der Messung und Berechnung des Albumin
Liquor/Serum-Quotienten konnte gezeigt werden, dass bei OMS-Patienten eine intrathekale
BAFF-Produktion stattfindet. Des Weiteren wurde eine Korrelation zwischen der BAFF-
Konzentration und der Menge an Auto-AK gegen die Oberfldche von CGN's gezeigt.

Eine Erhhung der APRIL-Konzentration konnte weder im Serum, noch im Liquor von OMS-

Patienten gemessen werden.
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5.4 Bestimmung der APRIL-, BAFF- und BAFF-R-
Expression, sowie der APRIL- und BAFF- Sekretion von
NB-Zelllinien

Gambini et al. fand 2003 B-Zell Follikel in Neuroblastomen von OMS-Patienten, welche
normalerweise nur in Lymphknoten vorkommen (Gambini 2003). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde eine erhdhte Konzentration an BAFF im Liquor von OMS-Patienten nachgewiesen.
Deshalb sollte untersucht werden, ob NB-Zellen APRIL, BAFF oder BAFF-Rezeptoren
(BAFF-R) exprimieren konnen und/oder APRIL und BAFF sezernieren. Eine Expression und
Sekretion dieser B-Zell-aktivierenden Faktoren konnte ein Grund fiir eine Anhdufung von B-
Zellen in diesen Tumoren sein. Zur Ermittlung einer Expression von APRIL-, BAFF- und
BAFF-R wurden verschiedene NB-Zelllinien durchflusszytometrisch und mittels Western
Blot untersucht. Die Transkription der BAFF-Gene wurde zudem mittels Realtime-PCR
nachgewiesen. Die Sekretion von BAFF und APRIL durch NB-Zellen wurde mittels ELISA
tiberpriift.

Durch eine Stimulation mit IFN-y konnte u.a. in Speicheldriisen-Epithelzellen und Astrozyten
eine Erhohung der BAFF-Expression und Sekretion bewirkt werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden verschiedene NB-Zellinien mit IFN-y stimuliert und die Expression und
Sekretion von BAFF, aber auch von APRIL und BAFF-R durchflusszytometrisch, mittels
Realtime-PCR und ELISA untersucht.

5.4.1 Basale APRIL-, BAFF- und BAFF-R Expression in NB-Zelllinien

Um festzustellen, ob NB-Zellen APRIL und BAFF und/oder BAFF-R exprimieren, wurden
12 verschiedene NB-Zelllinien und zwei Kontroll-Zelllinien kultiviert. Als Kontroll-Zelllinien

dienten die Bronchialkarzinom-Zelllinie H460 und die Fibroblasten-Zelllinie HEK 293.
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5.4.1.1 Basale BAFF-Expression auf RNA-Ebene

Als Methode fiir die Analyse der Transkription der BAFF-Gene wurde eine Realtime-PCR
gewdhlt. Nachdem die RNA aus den Zellen isoliert worden war, wurde die Konzentration
photometrisch gemessen und 2 pg Gesamt-RNA in die RT-PCR eingesetzt. Der reversen
Transkription folgte eine Realtime-PCR mit dem Quanti Fast™ SYBR Green Kit, in die
jeweils 1ul RT-PCR Produkt pro Probe eingesetzt wurde. In der Realtime-PCR wurde jede
Zelllinie mit BAFF-Primern und mit Porphobilinogen-Desaminase (PBGD) -Primern
amplifiziert. PBGD ist ein zelluldres Gen (Housekeeper-Gen), welches konstitutiv in allen
Zellen exprimiert wird. Wurde bei allen Proben dieselbe Menge RNA eingesetzt, miissten die
CT-Werte bei einer Realtime-PCR mit den Primern fiir PBGD bei allen Proben gleich sein.
Mit Hilfe der Schmelzkurven, die automatisch bei jeder Realtime-PCR gemessen wurden, und
mittels Gel-Elektrophorese wurde der korrekte Realtime-PCR Lauf tberpriift. Ebenfalls
wurde so tiberpriift, ob keine Primer-Dimere detektiert wurden.

Eine Transkription des BAFF-Gens konnte sowohl fiir alle NB-Zelllinien, als auch fiir die
zwei Kontroll-Zelllinien nachgewiesen werden (Abb.31, Tab.16). Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass NB-Zellen verglichen mit den Kontroll-Zellen eine groBere Menge BAFF-RNA
transkribieren (Abb.31, Tab.16). Vergleicht man den gemittelten CT-Wert der NB-Zelllinien
mit dem der Kontroll-Zelllinien sieht man einen Unterschied von mehr als drei Zyklen (NB:
25.31; Kontrollen: 28,57; Tab.16). Ein Zyklus Unterschied bedeutet eine Verdopplung der

Anzahl an RNA-Stringen des jeweiligen Gens.
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Abbildung 31: Transkription des BAFF-Gens, Detektion auf RNA-Ebene

Dicse Abbildung zeigt die computerermittelte Darstellung des Verlaufs ciner Realtime-PCR. Hierbei ist

ersichtlich, bei welchem Zyklus die amplifizierte DNA detektiert wurde. Je friiher di

e DNA detektiert wurde,

desto mehr RNA des amplifizierten Gens wurde in der entsprechenden Zelllinie transkribiert. Zur Amplifikation

dieser Proben wurden BAFF-Primer ecingesetzt. Bei der H,O-Kontrolle wurden Primer, aber keine DNA

cingesetzt

NB-Zelllinien: SKN-BE, SKN-AS, IMR 5-75, CHP212, NMB, SKN-SY5Y, SKN-SH, IMR 32, Kelly, ACN,

LANS:; Kontroll-Zelllinie: HEK
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CT-Werte
Zelllimie —f b | BApp | PBGD CT-Wert BAFF CT-Werte
Differenz zu MW | + PBGD CT-Wert Differenz zu MW

SKN-BE 26,61 | 25,62 0,87 26,49
SKN-AS 27,64 | 2591 -0,16 25,75
IMR 5-75 28,26 | 25,26 -0,78 24,48
CHP212 27,54 | 26,19 -0,06 26,13
NMB 28,91 | 25,25 -1,43 23,82
SKN-SY5Y | 28,00 | 27,03 -0,52 26,51
Kelly 29,07 | 24,94 -1,59 23,35
IMR 32 28,61 | 23,72 -1,13 22.59
SKN-SH 27,96 249 -0,48 24 42
ACN 26,50 | 24,45 0,98 25,43
GIMEN 25,90 | 26,87 1,58 2845
LAN 5 26,26 | 25,12 1,22 26,34
H460 27,13 | 26,91 0,35 27,26
HEK 26,35 | 28,75 1,13 29,88
MW 27,48
MW Neuroblastom-Zelllinien 25,31

Kontroll-Zelllinien 28,57

Tabelle 16: Ergebnisse der Realtime-PCR
Die CT-Werte spiegeln die relative Menge der in den verschiedenen Zelllinien transkribierten RNA wieder. Je

niedriger der CT-Wert desto mehr RNA war in der Urspungsprobe vorhanden. Die CT-Werte des PBGD-Gens

sollten bei allen Zelllinien gleich sein, deshalb wurde ein Mittelwert der CT-Werte gebildet und die Differenz

der einzelnen CT-Werte zu diesem ermittelt. Die Differenz wurde danach zu den BAFF CT-Werten der

einzelnen Zelllinien addiert. MW = Mittelwert

5.4.1.2 Basale APRIL-Expression auf Protein-Ebene

Fiir den intrazelluldren Nachweis von APRIL wurden die Zellen mit 1 %igem PFA fixiert, mit

dem Permeabilisierungpuffer aufgeschlossen und mit einem PE-markierten anti-human-
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APRIL AK inkubiert. AnschlieBend wurde mit dem Durchflusszytometer die geometrisch
gemittelte Fluoreszenz-Intensitdt (gMFI) gemessen (genauere Durchfiihrung siehe 4.3.4.2).
Zur Kontrolle der Fixierung und Permeabilisierung wurde ein Teil der Zellen mit dem
Neurofilament-AK (mouse anti-human Neurofilament) und anschliefend mit einem FITC-
markierten Zweit-AK (rabbit anti-mouse IgG) inkubiert. Um eine unspezifische Bindung
auszuschlieBen, wurde bei den Messungen fiir jede Zelllinie eine Isotyp-Kontrolle (IgGl
Isotyp Kontrolle PE-markiert) mitgemessen. Die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle wurden
von denen der APRIL-AK gefarbten Proben abgezogen.

Die durchflusszytometrische Messung zeigte, dass alle neun NB-Zelllinien, aber auch die
Kontroll-Zelllinie H460 APRIL auf Protein-Ebene exprimieren (Abb.32). Im Mittel

exprimieren die NB-Zelllinien vergleichsweise mehr APRIL als die Kontroll-Zelllinie.

intrazelluldre APRIL-Expression
(gMFI)

Abbildung 32: APRIL-Expression in verschiedenen Zelllinien

Die Expression von APRIL wurde intrazellulir durchflusszytometrisch gemessen (genaue Durchfiihrung siche
4.3.4.2). Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitiit (gMFI). Von den APRIL gMFI-
Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien
abgezogen.

NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

Um dieses Ergebnis mit einer weiteren Methode zu bestdtigen, wurden Zell-Lysate der
verschiedenen Zelllinien auf ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, ein Western
Blot durchgefiihrt und die Membran mit eine rabbit anti-human-APRIL AK inkubiert. Der
APRIL-AK wurde mit einem AP-markiertem Zweit-AK (IgG swine anti-rabbit) detektiert,
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welcher spater mit dem ,, BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate System for Membranes *“ der Firma
Sigma sichtbar gemacht wurde (4.4.1-4.4.3).

Nach Angaben des Herstellers detektiert der APRIL-AK bei Anwesenheit von APRIL eine 27
kDa-Bande. Hier wurde unter anderem bei allen getesteten Zelllinien eine Bande bei ca. 25
kDa, sowie eine Bande bei ca. 37 kDa detektiert. Bei der 37 kDa-Bande konnte es sich um
APRIL-Dimere handeln. APRIL bildet nicht nur mit sich selbst Dimere und Multimere,
sondern u.a. auch mit BAFF, wodurch sich die zusatzlichen Banden bei einigen Zelllinien
erkldren lassen. Die Bande bei ca. 15 kDa konnten durch Proteasen entstandene
Abbauprodukte von APRIL sein.

Die Western Blot Analysen bestitigen das Ergebnis der durchflusszytometrischen
Untersuchungen beziiglich der APRIL-Expression (Abb.33). Fiur alle bereits im
Durchflusszytometer getesteten und auch fiir die drei durchflusszytometrisch nicht
untersuchten NB-Zelllinien konnte eine Expression von APRIL nachgewiesen werden. Auch
die zwei Kontrollzelllinien exprimierten APRIL. Bei der Kontroll-Zelllinie H460 sah man
allerdings eine deutlich schwichere Bande im Western Blot, was auf eine geringere APRIL-

Expression verglichen mit der anderer Zelllinien schlieBen lief3.
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Abbildung 33: Uberpriifung der APRIL-Expression verschiedener Zelllinien

200 pg Zell-Lysat der verschiedenen Zelllinien wurde auf einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Nach dem folgenden WesternBlot wurde die Membran mit dem anti-human APRIL-AK aus dem Kaninchen
(Verdiinnung 1:250) und anschlieBend mit einem AP-markierten anit-rabbit IgG-AK (Verdiinnung 1:250)
inkubiert. Das AP wurde spiiter mit einem Substrat sichtbar gemacht.

NB-Zelllinien: SKN-BE, SKN-AS, IMR 5-75, CHP212, NMB, SKN-SYS5Y, SKN-SH, IMR 32, Kelly, ACN,
GIMEN, LANS

Kontroll-Zelllinien: HEK, H460

5.4.1.3 Basale BAFF-Expression auf Protein-Ebene

Zum intrazelluldaren Nachweis der Expression von BAFF mittels Durchflusszytometrie
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem FITC-markierten anti-human-BAFF
AK inkubiert (Durchfithrung siehe 4.3.4.2). Mit dem Durchflusszytometer wurde die

geometrisch gemittelte Fluoreszenz-Intensitdt (gMFI) gemessen. Zur Kontrolle der Fixierung
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und der Permeabilisierung wurde ein Teil der Zellen mit dem Neurofilament-AK (mouse anti-
human Neurofilament) und anschlieBend mit einem FITC-markierten Zweit-AK (rabbit anti-
mouse IgG) inkubiert. Um eine unspezifische Bindung auszuschlieBen, wurde bei jeder
Messung fiir jede Zelllinie eine Isotyp-Kontrolle (IgG1 Isotyp Kontrolle FITC-markiert)
mitgemessen. Die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle wurden von denen der mit dem BAFF-
AK gefirbten Proben abgezogen.

Mit der durchflusszytometrischen Messung konnte gezeigt werden, dass alle neun NB-

Zelllinien BAFF exprimieren. Die Kontroll-Zelllinie H460 exprimierte kein BAFF (Abb.34).
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Abbildung 34: BAFF-Expression in verschiedenen Zelllinien

Die Expression von BAFF wurde intrazellulidr durchflusszytometrisch gemessen (Durchfithrung siche 4.3.4.2).
Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitit (gMFI). Von den BAFF gMFI-Werten der
verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien abgezogen.
NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

Um dieses Ergebnis mit einer weiteren Methode zu bestdtigen, wurden Zell-Lysate der
verschiedenen Zelllinien auf einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel mittels Western Blot
analysiert. Die Membran wurde mit AP-markierten anti-human-BAFF AK inkubiert, welcher
spater mit dem ,, BCIP/NB1-Blue Liquid Substrate System for Membranes*“ der Firma Sigma
sichtbar gemacht wurde (4.4.1-4.4.3).

Nach Hersteller-Angaben detektiert der BAFF-AK bei Anwesenheit von BAFF eine 37 kDa-
Bande. In Abb.35 ist gezeigt, dass bei allen getesteten Zelllinien eine Bande von ca. 36 kDa
detektiert wurde. Weil im unteren Blot nicht bei allen Zelllinien BAFF detektiert werden

konnte, wurde der Blot zur Kontrolle mit einem GAPDH-AK (mouse anti-human GAPDH)
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und dem AP-markierten Zweit-AK (IgG rabbit anti-mouse) inkubiert. GAPDH wird in allen
Zellen gleich stark exprimiert (Housekeeping-Gen) und kann somit als Referenz dienen.

Der Western Blot bestdtigte das Ergebnis der durchflusszytometrischen Untersuchungen
beziiglich der BAFF-Expression (Abb.35). Fiir alle bereits durchflusszytometrisch getesteten
NB-Zelllinien und auch fiir zwei der drei durchflusszytometrisch nicht untersuchten NB-
Zelllinien konnte eine BAFF-Expression nachgewiesen werden. Bei der Kontroll-Zelllinie
H460 konnte, wie bereits bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen, kein BAFF
nachgewiesen werden. Fiir die zweite Kontroll-Zelllinie, welche durchflusszytometrisch nicht

untersucht wurde, konnte eine BAFF-Expression nachgewiesen werden.

<4— BAFF

35 KD et

SKN-BE SKN-AS IMRS5-75 CHP212 NMB SKN-SY5Y Kelly IMR32

GAPDH
- BAFF

ACN GIMEN LANS5 SKN-SH HEK H460

Abbildung 35: Uberpriifung der BAFF-Expression verschiedener Zelllinien
200 pg Zell-Lysat der verschiedenen Zelllinien wurde auf einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Nach dem folgenden WesternBlot wurde die Membran mit dem anti-human-BAFF AK aus dem Kaninchen
(Verdiinnung 1:500) und anschlieBfend mit einem AP-markierten anti-rabbit IgG-AK (Verdiinnung 1:250)
inkubiert. Das AP wurde spiter mit einem Substrat sichtbar gemacht.

NB-Zelllinien: SKN-BE, SKN-AS, IMR 5-75, CHP212, NMB, SKN-SY5Y, SKN-SH, IMR 32, Kelly, ACN,
GIMEN, LANS

Kontroll-Zelllinien: HEK, H460

5.4.1.4 Basale Expression on BAFF-R

Um die Expression von BAFF-R auf der Oberflache der Zellen nachzuweisen, wurden diese
mit einem FITC-markierten anti-human BAFF-R AK inkubiert und die geometrisch
gemittelten Fluoreszenz-Intensitat (gMFI) mit dem Durchflusszytometer gemessen. Um den
einwandfreien Versuchsablauf zu iiberpriifen, wurde ein Teil der NB-Zellen mit dem MHC I-

AK (mouse anti-human HLA-ABC), ein Teil der Kontoll-Zelllinie mit dem N-CAM AK
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(mouse ant-human CD56) und anschlieBend mit einem FITC-markierten Zweit-AK (rabbit
anti-mouse 1gG) inkubiert. Eine unspezifische Bindung, wurde durch das Messen einer
Isotyp-Kontrolle (Igl Isotyp Kontrolle FICT-markiert) bei jeder Messung und fiir jede
Zelllinie ausgeschlossen. Die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle wurden von denen der mit
dem BAFF-R AK gefarbten Proben abgezogen.

Mit der durchflusszytometrischen Messung konnte gezeigt werden, dass weder die NB-

Zelllinien noch die Kontroll-Zelllinie BAFF-R auf ihrer Oberflache exprimieren (Abb.36).
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Abbildung 36: BAFF-R Expression in verschiedenen Zelllinien

Die Expression von BAFF-Rezeptoren (BAFF-R) wurde extrazellulir durchflusszytometrisch gemessen.
Dargestellt sind die geometrischen Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitit (gMFI). Von den BAFF-R gMFI-
Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotypkontrolle der jeweiligen Zelllinien
abgezogen.

NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

5.4.2 Effekt von IFN-y auf die APRIL-, BAFF- und BAFF-R-Expression in
NB-Zelllinien

Fiir die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden neun verschiedene NB-Zelllinien
und eine Kontroll-Zelllinie in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und zu
verschiedenen Zeitpunkten geerntet. Es wurde eine IFN-y-Endkonzentration von 100 ng/ml

gewihlt, eine Stimulation mit der doppelten IFN-y-Konzentration zeigte keine messbare
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Steigerung der Expression eines der drei Proteine oder deren RNA. Fiir jede Zelllinie und
jeden Ernte-Zeitpunkt wurden als Kontrolle unstimulierte Zellen mitgemessen. Die Zellen
wurden mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten AK gefiarbt und die geometrisch
gemittelten Fluoreszenz-Intensititen (gMFI) mit dem Durchflusszytometer bestimmt. Zur
Auswahl geeigneter Ernte-Zeitpunkte wurden vorab mit eine NB-Zelllinie und der Kontroll-
Zelllinie vier verschiedenen Inkubationszeiten getestet, zwei der Inkubationszeiten wurden fiir
die Untersuchungen der anderen NB-Zelllinien gewahlt. Jeder Versuch wurde mindestens
einmal wiederholt, die hier gezeigten Ergebnisse sind die Mittelwerte der Versuche.

Zur Bestimmung der RNA-Menge von BAFF wurden dieselben neun NB-Zelllinien wie
schon zur Bestimmung der BAFF-Expression sowie zwei Kontroll-Zelllinien verwendet. Die
Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert (Endkonzentration: 100
ng/ml) und nach zwei verschiedenen Inkubationszeiten geerntet. Vor den eigentlichen
Versuchen wurden die Effizienzen der Realtime-PCR mit den BAFF-Primern und den
Primern gegen PBGD bestimmt. Mit Hilfe der berechneten Effizienzen wurde das Verhéltnis
der BAFF-RNA-Menge von unstimulierten zu stimulierten Proben (Ratio) bestimmt. So
konnte festgestellt werden, ob durch die Stimulation mit IFN-y BAFF-RNA verstérkt
exprimiert wurde. Jeder Versuch wurde mindestens einmal wiederholt, um die

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu zeigen.

5.4.2.1 BAFF-RNA-Menge nach IFN-y-Stimulation

Zur Uberpriifung der RNA-Menge von BAFF wurden Realtime-PCR’s durchgefiihrt. Die
Zellen wurden in 6-Well Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach 24 bzw. 48 Stunden
geerntet. Bei einer Stimulationszeit von 24 Std. wurden 5 x 10° Zellen pro Well, bei einer
Stimulationszeit von 48 Std. 3 x 10° Zellen pro Well inkubiert. Nach der Kultivierung,
Stimulation und Ernte der Zellen wurde die Gesamt-RNA der stimulierten und unstimulierten
Zellen isoliert, die Konzentration photometrisch quantifiziert und 2 pg der Gesamt-RNA pro
Probe in die RT-PCR eingesetzt. Der reversen Transkription folgte eine Realtime-PCR mit
dem Quanti Fast'™ SYBR Green Kit, in die jeweils 11l RT-PCR Produkt pro Probe eingesetzt
wurde. In der Realtime-PCR wurde jede Zelllinie mit BAFF-Primern und mit PBGD-Primern
amplifiziert. PBGD ist ein Housekeeper-Gen, ein zelluldares Gen, welches konstitutiv in Zellen
exprimiert wird. Wurde bei allen Proben dieselbe Menge an RNA eingesetzt, miissten die CT-

Werte bei einer Realtime-PCR mit den Primern des Housekeeper-Gens bei allen Proben
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gleich sein. Mit Hilfe der Schmelzkurven, die bei jeder Realtime-PCR ermittelt wurden, sowie
mittels Gel-Elektrophorese wurde die Realtime-PCR iberpriift. Des Weiteren wurde die
Anwesenheit von Primer-Dimere kontrolliert.

Zur Bestimmung der Effizienzen der Realtime-PCR mit den BAFF- bzw. PBGD-Primern,
wurde eine Verdiinnungsreihe von einer Probe hergestellt. Es wurden insgesamt sechs
verschiedene Verdiinnungen zwischen unverdiinnt und einer Verdiinnung von 1:100 sowohl
mit den BAFF-Primern als auch mit den PBGD-Primern in denselben Realtime-PCR Lauf
eingesetzt.

Die Effizienzen der mit den verschiedenen Primern durchgefiihrten Realtime-PCR konnten
mit den Steigungen der Ausgleichsgeraden der Verdiinnungsreihe aus Abb.37 errechnet

werden. Die Formel dafiir lautet: Effizienz = 10”(-1/Steigung).

y=-2,8014x+26239 33

31
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Abbildung 37: Berechnung der Effizienzen fiir BAFF und PBGD
Di¢ Verdiinnungen einer Probe wurden mittels Realtime-PCR unter Verwendung von BAFF-Primern und

PBGD-Primern analysiert. Die Verdiinnungen waren: 1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100. Dargestellt sind die
gemittelten CT-Werte von 2-4 Versuchen pro Verdiinnung gegen den dekadischen Logarithmus der
Verdiinnungen. Durch die mit BAFF-Primern wie auch durch die mit PBGD-Primern ermittelten Werte wurde
eine Ausgleichsgerade gelegt. Die Steigung der Ausgleichsgeraden diente der Berechnung der Effizienzen der

mit den verschiedenen Primern durchgefiihrten Realtime-PCR.



Ergebnisse 116

Steigung Effizienz
BAFF -3,0128 2,14742079
PBGD -2,8014 2,27491081

Tabelle 17: Effizienzen der Realtime-PCR fiir BAFF und PBGD
Die Steigungen wurden anhand der Ausgleichsgeraden der Verdiinnungsreihen aufgetragen gegen die CT-Werte

ermittelt (Abb. 37). Die Effizienzen wurden mit der Formel Effizienz = 10°(-1/Steigung) berechnet.

Mit den Effizienzen wurde das Verhéltnis der BAFF RNA-Menge von unstimulierten zu
stimulierten Proben (Ratio) bestimmt. Dazu musste zunichst fiir beide Primer-Paare der ACT-

Wert errechnet werden.

ACT = CT-Werte (unstimulierte Zellen) - CT-Werte (stimulierte Zellen)

Die Formel fiir die Berechnung der Ratio lautet:

(BAFF-Effizienz * BAFF ACT) / (PBGD-Effizienz * PBGD ACT)

Eine deutlich erhohte Ratio und damit eine deutlich erhéhte detektierbare Menge BAFF-RNA
nach einer Stimulation mit I[FN-y, konnte fiir drei Zelllinien gezeigt werden. Eine Erh6hung
der Transkription des BAFF-Gens konnte in den NB-Zelllinien SKN-AS und CHP212 nach
einer Stimulationsdauer von 48 Std., und in der Kontroll-Zelllinie H460 sowohl nach 24 Std.,
als auch nach 48 Std. Stimulation nachgewiesen werden (Abb.38, Tab.18). Eine schwache
Erh6hung der BAFF-RNA-Menge konnte fiir die NB-Zelllinien IMR 5-75 und IMR 32 nach
einer Stimulationsdauer von 24 Std. gezeigt werden, wobei nach einer Stimulationsdauer von
48 Std. bei beiden Zelllinien keine erhohten BAFF-RNA Mengen gezeigt werden konnten
(Abb.38, Tab.18).
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der Stimulierbarkeit von BAFF auf RNA-Ebene
5 x 10° Zellen pro Well wurden fiir cine Stimulationsdauer von 24 Std., 3 x 10° Zellen pro Well fiir eine

Stimulationsdauer von 48 Std. in 6-Well Platten kultiviert. Nach der Isolation der RNA wurde eine RT-PCR und
im Anschluss eine Realtime-PCR durchgefiihrt. Jeder Versuch wurde mindestens einmal wiederholt. Von der
errechneten Ratio wurde der Mittelwert gebildet und in dieser Abbildung als Balken dargestellt (blau = 24
stiindige Stimulationsdauer; rosa = 48 stiindige Stimulationsdauer). Die errechnete Standardabweichung wurde
als Fehlerbalken nach oben und unten dargestellt. Die Ratio der einzelnen Versuche wurden in Tabelle 18
aufgelistet. Lag die Ratio iiber dem Wert 1,0 bedeutete dies eine erhéhte Expression der BAFF-RNA nach
Stimulation mit IFN-y, lag die Ratio unter dem Wert 1,0 bedeutete dies eine verringerte BAFF-RNA Expression

nach Stimulation mit [FN-y.
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5.4.2.2 APRIL-Expression nach IFN-y-Stimulation

Zur Auswahl der besten Stimulations-Zeitraume wurden zunachst mit einer NB- und einer
Kontroll-Zelllinie Vorversuche durchgefiihrt. Nach der Stimulation mit IFN-y wurden die
Zellen genauso behandelt und die APRIL-Expression bestimmt, wie bereits bei den
Untersuchungen zur Bestimmung der basalen APRIL-Expression.

Nach keiner Stimulationszeit konnte ein deutlicher Unterschied in der intrazelluldren APRIL-
Expression zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen gemessen werden (Abb.39). Weil
nach einer langeren Stimulationszeit die APRIL-Expression nicht gesteigert wurde, wurden
die zwei kiirzesten Inkubationszeiten fiir die Untersuchung der anderen NB-Zelllinien

gewahlt.

20
15

—a— SKN-SH unstimuliert
10 —m— SKN-SH stimuliert

\ H460 unstimuliert
H460 stimuliert
) ~ /\

0 T T T T i 1
0 2 3 4 7

Inkubationszeit [Tage]

intrazelluldre APRIL-Expression
[gMFI]

Abbildung 39: Zeitverlauf der APRIL-Expression nach IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurden fiir die zwei- und drei- tigige, 1 x 10° Zellen pro Well fiir die vier- und sicben-

titige Inkubation in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach 2-7 Tagen geerntet. Bei einer
sieben-tigigen Stimulationzeit wurde nach drei Tagen ein Mediumwechsel durchgefiihrt, bei dem erneut IFN-y
zugesetzt wurde. Die Expression von APRIL wurde intrazellulir mit dem Durchflusszytometer bestimmit.
Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitit (gMFI). Von den APRIL gMFI-Werten
der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien abgezogen.
NB-Zelllinie: SKN-SH; Kontroll-Zelllinie: HEK

Weder in den NB-Zelllinien, noch in der Kontroll-Zelllinie konnte eine deutliche Steigerung
der APRIL-Expression nach einer 48-stiindigen Stimulation mit IFN-y gemessen werden

(Abb.40). Bei der NB-Zelllinie IMR 32 konnte nur bei einem der Versuche eine starke
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Induktion der APRIL-Expression nach der Stimulation gemessen werden. Dieses Ergebnis
war nicht reproduzierbar. Zeigt man, wie in Abb.40 nur den Mittelwert der Ergebnisse,
scheint die APRIL-Expression durch die Stimulation teilweise stark erhoht zu sein. Dies

kommt durch extreme Mess-Unterschiede zustande.
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Abbildung 40: APRIL-Expression nach 48 Std. IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurden in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach einer 48-stiindigen

Inkubationszeit geerntet. Die Expression von APRIL wurde intrazellulir mit dem Durchflusszytometer
bestimmt. Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitiit (gMFI). Von den APRIL gMFI-
Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien
abgezogen. Die hinteren Diagramm-Balken geben die Werte der unstimulierten, die vorderen die der stimulierten
Zellen wieder.

NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

Auch nach einer 72-stiindigen Stimulation mit IFN-y konnte weder in den neun verschiedenen
NB-Zelllinien, noch in der Kontroll-Zelllinie eine deutliche Steigerung der APRIL-

Expression gemessen werden (Abb.41).
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Abbildung 41: APRIL-Expression nach 72 Std. IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurde in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach einer 72 stiindigen

Inkubationszeit geerntet. Die Expression von APRIL wurde intrazellulir mit dem Durchflusszytometer
bestimmt. Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitit (gMFI). Von den APRIL gMFI-
Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien
abgezogen. Die hinteren Diagramm-Balken geben dic Werte der unstimulierten, die vorderen die der stimulierten

Zellen wieder.
NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

5.4.2.3 BAFF-Expression nach IFN-y-Stimulation auf Protein-Ebene

Auch zur optimalen Stimulation der BAFF-Expression wurde zur Auswahl der besten
Stimulations-Zeitraume ein exemplarischer Vorversuch mit einer NB-Zelllinie und einer
Kontroll-Zelllinie durchgefiihrt. Nach der Stimulation wurden die Zellen genauso behandelt
und die intrazellulire Expression von BAFF bestimmt, wie bereits bei den Untersuchungen
zur Bestimmung der basalen BAFF-Expression.

Nach keinem der vier Stimulations-Zeitraume konnte ein deutlicher Unterschied in der
intrazellularen BAFF-Expression zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen gemessen
werden (Abb.42). Weil nach einer langeren Stimulationszeit die BAFF-Expression nicht
gesteigert wurde, wurden die zwei kiirzesten Inkubationszeiten fiir die Untersuchung der acht

anderen NB-Zelllinien gewéhlt.
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Abbildung 42: Zeitverlauf der BAFF-Expression nach IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurden fiir die zwei- und drei-tigige, 1 x 10 Zellen pro Well fiir die vier- und sieben-

titige Inkubation in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach der Inkubation geerntet. Bei einer
sieben-tigigen Stimulationszeit wurde nach drei Tagen ein Mediumwechsel durchgefiihrt, bei dem erneut IFN-y
zugesetzt wurde. Die Expression von BAFF wurde intrazellulir mit dem Durchflusszytometer gemessen.
Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitit (gMFI). Von den BAFF gMFI-Werten der
verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien abgezogen.
NB-Zelllinie;: SKN-SH; Kontroll-Zelllinie: HEK

Nach einer 48-stiindigen Stimulation mit IFN-y konnte auch fiir die acht anderen NB-
Zelllinien keine Steigerung der intrazelluldren Baff-Expression gemessen werden verglichen

mit der BAFF-Expression unstimulierter Zellen (Abb.43).
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Abbildung 43: BAFF-Expression nach 48 Std. IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurde in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach einer 48 stiindigen

Inkubationszeit geerntet. Die Expression von APRIL wurde intrazellulir mit dem Durchflusszytometer
gemessen. Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitit (gMFI). Von den BAFF gMFI-
Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien
abgezogen. Die hinteren Diagramm-Balken geben die Werte der unstimulierten, die vorderen die der stimulierten
Zellen wieder.

NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

Auch nach einer Erhohung der Stimulationszeit auf 72 Stunden zeigte sich weder bei einer der
NB-Zelllinien, noch bei der Kontroll-Zelllinie eine erhéhte intrazellulire BAFF-Expression

verglichen mit der BAFF-Expression unstimulierter Zellen (Abb.44).
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Abbildung 44: BAFF-Expression nach 72 Std. IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurde in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach einer 72-stiindigen

Inkubationszeit geerntet. Die Expression von BAFF wurde intrazellulir mit dem Durchflusszytometer gemessen.
Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitit (gMFI). Von den BAFF gMFI-Werten der
verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der jeweiligen Zelllinien abgezogen. Die
hinteren Diagramm-Balken geben dic Werte der unstimulierten, die vorderen die der stimulierten Zellen wieder.
NB-Zelllinien: SKN-SYS5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

5.4.2.4 BAFF-R Expression nach IFN-y-Stimulation

Die Stimulierbarkeit der BAFF-R Expression auf der Oberflaiche von NB- und Kontroll-
Zelllinien wurde zur Auswahl der besten Stimulations-Zeitraume in Vorversuchen mit einer
NB-Zelllinie und einer Kontroll-Zelllinie getestet. Nach der Stimulation wurden die Zellen
genauso behandelt und die Oberflachen-Expression von BAFF-R bestimmt, wie bereits bei
den Untersuchungen zur Bestimmung der basalen BAFF-R-Expression.

Weder bei der NB-Zelllinie, noch bei der Kontroll-Zelllinie konnte nach den vier
unterschiedlichen Stimulations-Zeitraumen eine Oberflachen-Expression von BAFF-R
nachgewiesen werden (Abb.45). Weil auch nach der ldngsten Stimulationszeit von sieben
Tagen keine Oberflaichen-Expression von BAFF-R gezeigt werden konnte, wurden zur
Untersuchung der anderen acht NB-Zelllinien dieselben Stimulationszeiten gewaihlt, wie fiir

die APRIL- und BAFF-Expression.



Ergebnisse 125

20
$
o
[ —
NI 15
%3 —a— SKN-SH unstimuliert
< £ 10 —=— SKN-SH stimuliert
o H460 unstimuliert
s £ —a— H460 stimuliert
sa S
N
g
*
o o r——nr —n—n

0 2 3 4 7

Inkubationszeit [Tage]

Abbildung 45: Zeitverlauf der BAFF-R Expression nach IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurden fiir die zwei- und drei-tiigige, 1 x 10 Zellen pro Well fiir die vier- und sieben-

tdgige Inkubation in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach der Inkubation geerntet. Bei einer
sieben-tigigen Stimulationzeit wurde nach drei Tagen ein Mediumwechsel durchgefiihrt, bei dem erneut IFN-y
zugesetzt wurde. Die Expression von BAFF-R auf der Oberfliche der Zellen wurde extrazellulir mit dem
Durchflusszytometer gemessen. Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitiit (gMFI).
Von den BAFF-R gMFI-Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der
jeweiligen Zelllinien abgezogen. NB-Zelllinie: SKN-SH; Kontroll-Zelllinie: HEK

Nach einer 48-stiindigen Stimulation mit IFN-y konnte bei keiner der getesteten NB- und
Kontroll-Zelllinien eine Oberflichen-Expression von BAFF-R gezeigt werden, genau wie bei

allen unstimulierten Zellen (Abb.46).
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Abbildung 46: BAFF-R Expression nach 48 Std. IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurde in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach einer 48-stiindigen

Inkubationszeit geerntet. Die Oberflichen-Expression von BAFF-R  wurde extrazellulir mit dem
Durchflusszytometer gemessen. Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitiit (gMFI).
Von den BAFF-R gMFI-Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der
jeweiligen Zelllinien abgezogen. Die hinteren Diagramm-Balken geben die Werte der unstimulierten, die
vorderen die der stimulierten Zellen wieder.

NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

Auch nach einer Erh6hung der Stimulationszeit auf 72 Stunden, konnte bei keiner getesteten

Zelllinie eine Oberflachen-Expression von BAFF-R gemessen werden (Abb.47).
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Abbildung 47: BAFF-R Expression nach 72 Std. IFN-y-Stimulation
1,5 x 10° Zellen pro Well wurde in 6-Well-Platten kultiviert, mit IFN-y stimuliert und nach einer 72-stiindigen

Inkubationszeit geerntet. Die Oberflichen-Expression von BAFF-R  wurde extrazellulir mit dem
Durchflusszytometer gemessen. Dargestellt ist der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitiit (gMFI).
Von den BAFF-R gMFI-Werten der verschiedenen Zelllinien wurden die gMFI-Werte der Isotyp-Kontrolle der
jeweiligen Zelllinien abgezogen. Die hinteren Diagramm-Balken geben die Werte der unstimulierten, die
vorderen die der stimulierten Zellen wieder.

NB-Zelllinien: SKN-SY5Y, NMB, SKN-SH, SKN-AS, SKN-BE, CHP212, IMR 5-75, Kelly, IMR 32
Kontroll-Zelllinie: H460

5.4.3 APRIL- und BAFF- Sekretion von NB-Zelllinien

Fiir die Bestimmung der APRIL- und BAFF-Sekretion von NB-Zelllinien wurden die
kommerziell erhiltliche APRIL- und BAFF-ELISA Kits . human APRIL ELISA® BMS2008¢
der Firma Bender MedSystems und ,,Quantikine® Human BAFF/BLyS“ der Firma R & D
Systems verwendet (4.2.7). Die Messungen wurde mit dem ELISA-Reader BEP 2000
Advance bei einer Wellenldnge von 450 nm (Referenzwellenlange 650 nm) durchgefiihrt.
Von jeder Probe wurde eine Doppelbestimmung gemessen, die OD-Werte gemittelt und die
Konzentration mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe des im Kit mitgeliefertem APRIL- bzw.

BAFF- Standards (Konzentration bekannt) berechnet. Die Standard-Verdiinnungsreihe wurde
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fiir jede Messung neu angesetzt und ebenfalls als Doppelbestimmung mitgefiithrt (Abb.22
bzw. 28).

5.4.3.1 Basale APRIL- und BAFF- Sekretion

Die Sekretion von APRIL und BAFF wurde mittels ELISA analysiert. Neun verschiedene
NB-Zelllinien (SKN-SH, SKN-SY5Y, NMB, LANI1, LAN5, ACN, GIMEN, HTLA230,
SKN-BE) und eine Kontroll-Zelllinie (H460) wurden kultiviert und die Uberstinde
gesammelt. Als nichstes wurden unter Verwendung der Zell-Uberstinde APRIL- und BAFF-
ELISA durchgefiihrt und die APRIL- und BAFF-Konzentrationen mit Hilfe von Standard-
Verdiinnungsreihen bestimmt (siehe 5.3).

Eine basale Sekretion von APRIL und BAFF konnte weder fiir eine der NB-Zelllinien, noch

fiir die Kontroll-Zelllinie nachgewiesen werden.

5.4.3.2 APRIL- Sekretion nach Stimulation mit IFN-y

Nachdem eine Sekretion von APRIL weder fiir eine der neun untersuchten NB-Zelllinien,
noch fiir die Kontroll-Zelllinie nachgewiesen werden konnte, wurden drei NB-Zelllinien
(SKN-SH, SKN-SYS5Y, NMB) sowie die Kontroll-Zelllinie (H460) mit IFN-y stimuliert und
die Ubersténde nach drei, vier und sieben Tagen gesammelt. Mit den Zelliiberstainden wurde
zur APRIL-Konzentrationsbestimmung ein ELISA durchgefiihrt.

Eine APRIL-Sekretion von einer der NB-Zelllinien oder von der Kontroll-Zelllinie konnte

auch nach Stimulation mit IFN-y nicht gemessen werden.

5.4.3.3 BAFF- Sekretion nach Stimulation mit IFN-y

Eine BAFF- Sekretion konnte, wie oben erwédhnt, weder fiir eine der neun getesteten NB-
Zelllinien, noch fiir die Kontroll-Zellline gemessen werden. Deshalb wurden drei NB-
Zellinien (SKN-SH, SKN-SY5Y, NMB) und die Kontroll-Zelllinie H460 mit IFN-y stimuliert

und die Uberstinde, wie fiir die Bestimmung der APRIL-Sekretion nach drei, vier und sieben
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Tagen gesammelt. Mit den Zelliiberstainden wurde zur BAFF-Konzentrationsbestimmung ein
ELISA durchgefiihrt.

Ein Nachweis von sezerniertem BAFF bei einer der drei NB-Zelllinien war auch nach
Stimulation mit IFN-y nicht moglich. Die BAFF-Konzentration im Zelliiberstand der
Kontroll-Zelllinie lag vor der Stimulation mit IFN-y unter der Nachweisgrenze. Nach der
Stimulation mit IFN-y konnte die Sekretion von BAFF nachgewiesen werden. Nach einer
Stimulationsdauer von drei Tagen wurde eine BAFF-Konzentration von 106,55 pg/ml
gemessen, nach vier Tagen Stimulation wurde eine BAFF-Konzentration von 159,86 pg/ml
und nach einer sieben-tdgigen Stimulationsdauer konnten 15841 pg/ml BAFF im Zell-

Uberstand gemessen werden.

S5.4.4 Zusammenfassung

In den Tab.19 und 20 wurden die Ergebnisse der Bestimmung der APRIL-, BAFF- und
BAFF-R Expression und zur Sekretion von APRIL und BAFF durch NB- und Kontroll-
Zelllinien zusammengefasst.

Eine APRIL-Expression wurde sowohl fiir alle getesteten NB-Zelllinien, als auch fiir die
Kontroll-Zelllinien nachgewiesen. Eine Stimulation mit IFN-y hatte keine Erhéhung der
APRIL-Expression zur Folge. Eine Sekretion von APRIL konnte weder basal noch nach
Stimulation mit IFN-y nachgewiesen werden (Tab.19).

Eine Oberflachen-Expression von BAFF-R konnte auf keiner NB-Zelllinie und auch nicht auf
der Kontroll-Zelllinie gezeigt werden (Tab.19).

Eine BAFF-Expression konnte fiir fast alle NB-Zelllinien auf Protein-Ebene nachgewiesen
werden, aber nur fiir eine der zwei getesteten Kontroll-Zelllinien. BAFF-RNA wurde sowohl
bei allen getesteten NB-Zelllinien, als auch bei den Kontroll-Zelllinien nachgewiesen.
Allerdings wurde in den meisten NB-Zelllinien eine erhhte Menge BAFF-RNA transkribiert,
verglichen mit den Kontroll-Zelllinien. Eine BAFF-Sekretion konnte auch nach der
Stimulation mit IFN-y fiir keine NB-Zelllinie nachgewiesen werden. Die Kontroll-Zelllinie
H460 sekretierte ohne vorherige Stimulation keine nachweisbare Menge BAFF, aber nach der
Stimulation mit [IFN-y konnte BAFF im Zelliiberstand gemessen werden. Nach einer
Stimulation mit IFN-y wurde auf Protein-Ebene weder bei den NB-Zelllinien, noch bei der
Kontroll-Zelllinie eine erhdhte Menge intrazelluldr exprimiertes BAFF gefunden verglichen

mit der BAFF-Menge unstimulierter Zellen. Auf RNA-Ebene konnte eine deutliche



Ergebnisse

130

Transkriptions-Steigerung des BAFF-Gens bei zwei NB-Zelllinien und der Kontroll-Zelllinie

nachgewiesen werden. Eine schwache Transkriptions-Erh6hung des BAFF-Gens wurde bei

zwei weiteren NB-Zelllinien gezeigt (Tab.20).

Zelllinie

APRIL

BAFF-R

Basal

+ IFN-y

Basal

+ IFN-y

Expression

Sekretion

Expression

Sekretion

Expression

FACS WB

ELISA

FACS

ELISA

FACS

FACS

Kontr.:

H460

+ )

HEK
NB:

_|_

SKN-BE

SKN-AS

IMR 5-75

CHP212

NMB

SKN-SY5Y

Kelly

IMR 32

SKN-SH

+l+ |+ |+ ]+ |+ ]|+ ]+ |+

ACN

GIMEN

LANS

|+ |+ ||+ F[H [+ |+ |+ +]+

LAN 1

HTLA 230

Tabelle 19: Zusammenfassung der Versuchs-Ergebnisse zur Bestimmung der Expression und Sekretion
von APRIL und BAFF-R

Basal =

nachgewicsen, (+) = Expression/Sekretion nur schwach nachweisbar, - =

nachweisbar, nicht ausgefiillt = keine Messung durchgefiihrt

Expression/Sekretion von APRIL bzw. BAFF-R ohne Stimulation, + =Expression/Sekretion

keine Expression/Sekretion

+IFN-y = Expression/Sekretion von APRIL bzw. BAFF-R nach Stimulation mit IFN-y, + = Expressions-

/Sekretions-Steigerung nach Stimulation mit

Stimulation mit IFN-y

IFN-y, - = keine Expressions-/Sekretions-Steigerung nach

FACS = Ergebnisse der Durchflusszytometric, WB = Ergebnisse des WesternBlots, ELISA = Ergebnisse des

APRIL-ELISA
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BAFF
Basal + IFN-y
Zelllinie Expression Sekretion Expression Sekretion
Facs | wa | Rewtwe | prisa | racs | Remtme | prisa
Kontrollen:
H460 - - ) - ] + +
HEK + )
NB:
SKN-BE + + + - - -
SKN-AS + + + - +
IMR 5-75 + + + - +)
CHP212 + + + - +
NMB + + + - - - -
SKN-SYS5Y + + + - - - -
Kelly + + + - -
IMR 32 + + + - +)
SKN-SH + + + - - - -
ACN - + -
GIMEN + -
LAN 5 + -
LAN 1 -
HTLA 230 -

Tabelle 20: Zusammenfassung der Versuchs-Ergebnisse zur Bestimmung der Expression und Sekretion
von BAFF

Basal = Expression/Sekretion von BAFF ohne Stimulation, + =Expression/Sekretion nachgewiesen, (+) =
Expression/Sekretion nur schwach nachweisbar, - = keine Expression/Sekretion nachweisbar, nicht ausgefiillt =
keine Messung durchgefiihrt

+IFN-y = Expression/Sckretion von BAFF nach Stimulation mit IFN-y, + = Expressions-/Sckretions-Steigerung
nach Stimulation mit IFN-y, - = keine Expressions-/Sekretions-Steigerung nach Stimulation mit [FN-y

FACS = Ergebnisse der DurchfluBzytometric, WB = Ergenisse des WesternBlots, ELISA = Ergebnisse des
BAFF-ELISA
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6. Diskussion

6.1 IgG-Subklassen Verteilung der Auto-Antikdrper von
OMS-Patienten

In dieser Studie wurde die IgG-Subklassen Verteilung der Auto-Antikorper (Auto-AK) von
OMS-Patienten analysiert. Es wurde festgestellt, dass die nachgewiesenen Auto-AK, welche
sowohl an intrazelluldre als auch an Oberflachenepitope von cerebelldren Neuronen binden,
hauptsachlich zur IgG-Subklasse 3 gehoren. In weiteren Versuchen konnte ausgeschlossen
werden, dass diese Daten aufgrund einer erhéhten Menge IgG 3 des Gesamt-IgG der Seren
von OMS-Patienten resultierten.

Die Hypothese, dass das kindliche OMS das Resultat einer Autoimmunerkrankung ist, stiitzt
sich u.a. darauf, dass bei einigen dieser Patienten Auto-AK gefunden wurden. Anti-
Neurofilament-AK, Purkinjezell-AK und anti-Hu AK wurden bei OMS-Patienten
nachgewiesen (Connolly 1997, Korfei 2005, Noetzel 1987, Pranzatelli 2002). Anti-Ri AK
konnten bisher nur beim adulten OMS festgestellt werden, ein gemeinsames Auto-Antigen
konnte bisher beim pédiatrischen OMS noch nicht identifiziert werden (Anderson 1988,
Antunes 2000, Bataller 2003, Luque 1991, Pranzatelli 2002). Kiirzlich wurden
Oberflachenbindende Auto-AK gegen Granularisneurone beschrieben, wobei einige der
OMS-Patienten AK gegen dasselbe Oberflachenepitop gebildet hatten (Blaes 2005). Einige
IgG-Fraktionen von OMS-Patienten zeigten sogar eine Bindung an Neuroblastom (NB)-
Zellen und induzierten pro-apoptotische Effekte in diesen Zellen (Korfei 2005).

Neben der Auto-Antikdrper-Produktion sprechen aber auch noch andere Resultate dafiir, dass
OMS durch eine Stérung des Immunsystems entsteht. So sprechen OMS-Patienten sehr gut
auf die Behandlung mit Immunsuppressiva an und zeigen entziindliche Verdnderungen im
Liquor (Pranzatelli 1996).

Eine weitere Autoimmunerkrankung, welche bei Kindern auftritt, ist Typ-I-Diabetes. Bei
Patienten mit dieser Erkrankung wurden genau wie bei Kindern mit OMS verschiedene Auto-
AK gefunden. Die Auto-AK der Typ-I-Diabetes Patienten sind allerdings gegen Antigene der
Inselzellen gerichtet. Diese Auto-AK gehoren groBtenteils der IgG1-Subklasse an (Hoppu
2004, Fuchtenbusch 2000, Bonifacio 1999). Die Reihenfolge gestaffelt nach der Menge der
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zugehorigen Auto-AK bei Typ-I-Diabetes war IgG1 > IgG3 > IgG2 > IgG4 (Hillmann 2004).
Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten OMS-Patienten gehorten die nachgewiesenen
Auto-AK hauptsachlich zur IgG3-Subklasse gefolgt von IgG1 und IgG2. Autoantikorper, die
der IgG4-Subklasse angehoren, konnten mit keiner der verwendeten Methoden detektiert
werden.

Eine IgG-Subklassen Analyse wurde auch bei verschiedenen adulten Patienten mit
paraneoplastischen neurlogischen Syndromen (PNS) durchgefiihrt (Jean 1994, Greenlee 2001,
Blaes 2002, Bernal 2003, Amyes 2001, Futei 2003). Die dominierende Subklasse von anti-Hu
Antikérpern von Patienten mit PNS sind IgGl und IgG3 (Jean 1994, Greenlee 2001).
Interessanterweise zeigte sich bei der Untersuchung der Subklassen-Verteilung des Gesamt-
IgG bei diesen Patienten eine Verlagerung von IgG1 zu I1gG2 (Blaes 2002). In Patienten mit
einer paraneoplastischen cerebellaren Degeneration und mit der Hodgkins-Krankheit wurden
anti-Tr Auto-AK gefunden, welche hauptsachlich zu den Subklassen IgG1 und IgG3 gehorten
(Bernal 2003). Ebenfalls wurden anti-Yo AK bei Patienten mit einer paraneoplastischen
cerebelldaren Degeneration identifiziert, welche groBtenteils der IgG1-Subklasse angehorten
(Amyes 2001). In dermatologischen paraneoplastischen Autoimmunerkrankungen, wie z.B.
Pumphigus, gehorten die identifizierten Auto-AK ebenfalls hauptsachlich zur IgG-Subklasse
1. Die néachstkleinere Menge dieser Auto-AK waren allerdings keine IgG3- sondern IgG2-AK
(Futei 2003). Im Gegensatz zu anderen kindlichen Autoimmunerkrankungen und adulten
Formen von paraneoplastischen neurologischen Syndromen dominieren bei den Auto-AK der
kindlichen OMS-Patienten die IgG3-Antikdrper. Dies scheint eine Besonderheit von Tumor-

assoziierten (paraneoplastischen) Erkrankungen zu sein.

Die Subklassen-Analyse von Auto-AK kann zusitzliche Informationen iiber die Natur der
Auto-Antigene liefern und tiber mogliche pathogene Mechanismen. An Protein-Antigene
binden vermehrt IgG1 und IgG3, an Polysaccharid-Antigene vorwiegend IgG2 und teilweise
IgGl, IgG4 richtet sich gegen polyvalente Antigene (Thomas 1984, Maguire 2002). Die
menschlichen IgG-Subklassen haben verschiedene Fc-Regionen, was zu unterschiedlichen
funktionellen Effekten der IgG-Subklassen fiihrt, u.a. weil sie von unterschiedlichen
Immuneffektorzellen erkannt werden (Jefferis 1994, Burton 1986). Die Fc-Bereiche von IgGl
und IgG3 werden u.a. von Fc-Rezeptoren der Phagozyten erkannt, wie z.B. Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten und auch NK-Zellen (Jefferis 1995). Diese Zellen binden an IgG-

markierte Krankheitserreger bzw. Zellen und nehmen diese auf.
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Die Tatsache, dass die Autoantikdrper von OMS-Patienten hauptsédchlich zur [gG3-Subklasse
gehoren und in geringerer Menge IgGl-Antikorper sind, zeigt, dass eine Immunreaktion
gegen Protein-Antigene wahrscheinlicher ist als gegen Glykolipid-Antigene. Auerdem legen
diese Ergebnisse nahe, dass die Autoantikorper von OMS-Patienten eine Erhohung der Zell-

vermittelten Lyse zur Folge haben kénnen.

Es wurden bereits verschiedene als Auto-Antigene in Frage kommende Antigene identifiziert,
u.a. durch das Erstellen einer Hirnstamm-cDNA-Bibliothek und der Detektion mit mehreren
OMS-Seren (Connolly 1997, Bataller 2003). In einem kompetitiven Bindungs-Assay konnte
gezeigt werden, dass einige OMS-Seren um dasselbe Antigen-Epitop konkurrieren (Blaes
2005). Durch eine zweidimensionale-Gelelektrophorese, mit anschlieBendem WesternBlot
und der Detektion von Antigenen durch Seren verschiedener padiatrischer OMS-Patienten
und der anschlieBenden Identifikation dieser Antigene mittels Massenspektroskopie wurden
bereits zwei neue Auto-Antigene identifiziert: a-Enolase und KSRP (RNA-bindendes Protein)
(Kirsten 2007). Beides sind glykolytische Enzyme, welche von neuronalen Zellen exprimiert
werden (Bergmann 2005). Bisher konnte jedoch kein allgemeines Auto-Antigen gefunden
werden. In weiteren Versuchen kdnnten die bei der Massenspektroskopie identifizierten und
ebenfalls als Antigene in Frage kommenden Proteine nadher analysiert werden. Dazu konnten
die Proteingene in Vektoren kloniert, in Bakterien exprimiert und daraus isoliert werden. Mit
den aufgereinigten Proteinen konnte ein ELISA etabliert werden mit dem die Bindung der AK

moglichst viele Seren von OMS-Patienten tiberpriift werden kdnnte.

6.2 Erhohte NK-Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen durch
IgG von OMS-Patienten verglichen mit Kontroll-IgG

NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr. Sie identifizieren und lysieren
korperfremde, infizierte und schadliche Zellen mit zwei verschiedenen Wirkmechanismen.
NK-Zellen erkennen veridnderte MHC I Expression und Antikorper-beladener Zellen (ADCC)
(Wu 2003, Graziano 1987). Es konnte u.a. gezeigt werden, dass NK-Zellen bei der Abwehr
und Zerstorung von Tumorgewebe entscheidend mitwirken (Moretta 2004, Tonn 2001,

Trinchieri 1989). Eine NK-Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen konnte nicht nur an
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verschiedenen NB-Zelllinien nachgewiesen, sondern auch mit frisch isolierten NB-Zellen
gezeigt werden (Castriconi 2004).

Etwa 50% der kindlichen OMS-Fille sind mit einem Neuroblastom assoziiert (Solomon
1968). OMS-Patienten haben AK, welche an die Oberfliche von NB-Zellen binden (Blaes
2005, Korfei 2005). Dieses Ergebnis konnte auch mit der hier verwendeten NB-Zelllinie
Kelly reproduziert werden.

Ein Ziel dieser Arbeit war der Nachweis einer Verstarkung der NK-Zell vermittelten Lyse von
NB-Zellen ausschlieBlich durch das IgG von kindlichen OMS-Patienten. Dazu mussten zuerst

optimale Versuchbedingungen fiir einen geeigneten Zytotoxizitits-Assay entwickelt werden.

6.2.1 Etablierung eines Zytotoxizitits-Assays zur Ermittlung der NK-Zell
vermittelten Lyse von NB-Zellen

Zytotoxizitats-Assays konnen fiir unterschiedliche Fragestellungen Antworten liefern. So
wurden sie beispielweise eingesetzt, um die zytotoxische Wirkung von peripheren
mononuklearen Blutzellen (Peripheral Blood Mononuclear Cell = PBMC) auf Koérperzellen
nachzuweisen, um die Wirkungsweise von NK-Zellen weiter zu untersuchen und um die
Zytotoxizitits-steigernde Wirkung von bestimmten Proteinen auf NK-Zellen menschlicher
Zellen darzustellen (Konstantinidis 2005, Xu 1999, Zeng 2006). Auch bei der Bestimmung
der NK-Zell Aktivierung und die durch diese ausgeloste Lyse von Tumorzellen haben sich
Zytotoxizitits-Assays bei verschiedene Studien bereits bewidhrt (Armeanu 2005, Jaharian
2007, Wei 2000).

Zur optimalen Bestimmung der NK-Zell vermittelten Lyse von NB-Zellen wurden die
Versuchsbedingungen variiert und die beste Kombinationen fiir die folgenden Versuche
ausgewihlt.

In mehreren Verdffentlichungen wurden unterschiedliche Verhiltnisse von Ziel- zu Effektor-
Zellen untersucht und die Ergebnisse gezeigt (Armeanu 2005, Jaharian 2007, Konstantinidis
2005, Liang 2005, Romanski 2005, Wei 2000, Zeng 2006). Deshalb wurden bei der
Etablierung des Versuchs in der vorliegenden Arbeit verschiedene Zielzell/Effektorzell-
Verhiltnisse getestet. Als optimal fiir die Versuche dieser Studie erwies sich ein Verhaltnis
von Ziel- zu Effektorzellen von 1/5.

Neben dem Zellverhéltnis wurde auch die Zellzahl variiert, um ein gutes Versuchsergebnis zu

erzielen. In der Literatur wurden verschiedene Testverfahren zur Zytotoxizitits-Messung
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verwendet, welche auf unterschiedlichen Prinzipien beruhen. Sehr hdufig wurde eine Ziel-
Zellzahl von 5 x 10° Zielzellen/Well einer 96Well-Platte bevorzugt, aber es wurden auch 10*
Zielzellen/Well verwendet (Jarahian 2007, Liang 2005, Armeanu 2005, Wei 2000, Zeng 005).
Fiir die Versuche dieser Studie mit Patienten-IgG und dem LDH-Assay zeigte eine Zellzahl
von 10* Zielzellen/Well einer 96Well-Platte die besten Resultate.

Des Weiteren wurden unterschiedliche Inkubationszeiten ausgetestet, weil sich in einer
Veroffentlichung von Zeng et al. gezeigt hat, dass diese relevant fiir die Resultate sind (Zeng
2005).

In verschiedenen Zytotoxizitiats-Studien wurde die NKO92-Zelllinie als Effektorzellen
verwendet, andere Arbeitsgruppen zogen primdre NK-Zellen von gesunden Spendern vor
(Armeanu 2005, Gong 1994, Jaharian 2007, Konstantinidis 2005, Liang 2005, Zeng 2006). In
dieser Arbeit wurde die Etablierung der Versuche zunachst mit NK92-Zellen durchgefiihrt.
Bei einem spateren Vergleich der NK92-Zelllinie mit primédren NK-Zellen stellte sich heraus,
dass die Verstarkung der Lyse von NB-Zellen durch an diese bindende AK mit primédren NK-
Zellen wesentlich deutlicher ist als bei Verwendung der NK92-Zelllinie. Aus diesem Grund
wurden bei den Versuchen mit Patienten-1gG primére NK-Zellen verwendet.

Die bereits in mehreren Verdffentlichungen erfolgreich bei Zytotoxizitats-Assays
verwendeten AK chl14.18 wurden fiir Etablierungsversuche und spéter als zusitzliche
Positivkontrolle verwendet (Zeng 2006, Chen 2000). Ch14.18 bindet an membranstindiges
Glykolipid-Antigen Gangliosid GD,, welches in groBer Menge von NB-Zellen, von
gesundem Gewebe, wie z.B. das periphere Nervensystem oder das Kleinhirn, aber nur sehr
begrenzt exprimiert wird. Dieser AK eignet sich deshalb zur Etablierung der
Versuchsbedingungen, weil bekannt ist, dass Auto-AK von OMS-Patienten ebenfalls an NB-
Zellen binden (Blaes 2005, Korfei 2005). Ch14.18 soll auch als Krebstherapie fiir Patienten
mit einem NB eingesetzt werden, klinische Studien dazu wurden u.a. mit Kindern bereits
durchgefiihrt (Gilman 2009, Handgretinger 1995, Simon 2004, Uttenreuther-Fischer 1995, Yu
1998). Hierbei scheint die fiir die Behandlung eingesetzte AK-Konzentration eine wichtige
Rolle zu spielen (Gilman 2009, Handgretinger R, 1995, Ozkaynak MF, 1998). Eine fiir die
geplanten Versuche geeignete IgG-Konzentration wurde erst mit dem an NB-Zellen bindenen
ch14.18 AK untersucht und spater exemplarisch mit einer Patienten-IgG-Probe und einer

Kontroll-IgG-Probe optimiert.
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6.2.2 Verinderung der Zytotoxizitit durch Zugabe von Patienten-IgG

2005 konnte von Zeng et al. gezeigt werden, dass der gegen NB-Zellen gerichtete AK
ch14.18 die Lyse der NB-Zellen durch NK-Zellen verstirken kann (Zeng 2005). Im Serum
einiger OMS-Patienten wurden ebenfalls AK gefunden, die NB-Zellen binden (Blaes 2005,
Korfei 2005). In einem ersten Versuch konnte dies in dieser Arbeit bestitigt werden. Hierzu
wurde aufgereinigtes IgG von OMS-Patienten und NB-Zellen der im weiteren Verlauf der
Versuche verwendeten NB-Zelllinie Kelly verwendet. Zur Kontrolle wurde IgG von gesunden
Patienten verwendet. Zur Ermittlung der gebundenen AK wurden die Zellen zusatzlich mit
einem fluoreszenzmarkierten AK inkubiert, welche dann mit einem Durchflusszytometer
detektiert werden konnten. Das IgG wurde mittels Sdaulenchromatographie aus den Seren der
Patienten aufgereinigt.

Nach der erfolgreichen Optimierung der Versuchsbedingungen des LDH-Assays wurde dieser
mit dem aufgereinigten Patienten-IgG durchgefiihrt. Bei den Vorversuchen mit dem AK
ch14.18 hatte sich gezeigt, dass durch eine zu hohe AK-Konzentration die NK-Zell
Aktivierung herabsetzt wird. Ein dhnliches Ergebnis allerdings in wesentlich geringerer
Deutlichkeit lasst sich auch in der Literatur finden (Zeng 2005). Die verschiedenen
Isolierungsmethoden der NK-Zellen kénnten eine Rolle fiir die unterschiedliche Sensitivitat
spielen. Aufgrund der hier vorgelegten sehr deutlichen Ergebnisse wurde eine IgG-
Konzentration von 0,2ug/ml verwendet. Diese wurde hoher gewihlt als die optimale ch14.18-
Konzentration, weil es sich um Gesamt-IgG handelte und nicht nur um die an NB-Zellen
bindenden AK.

Bei einem dhnlichen Versuchsaufbau eines Zytotoxizitdts-Assay mit dem Serum und dem IgG
von Patienten mit Myasthenia Gravis, einer weiteren Autoimmunerkrankung, konnte bereits
eine deutliche Erhohung der Zytotoxizitidt nachgewiesen werden (Xu 1999). In dieser Studie
wurden allerdings keine aufgereinigten NK-Zellen, sondern PBMCs verwendet. Bei dem
Vergleich der Wirkung der Seren mit der Wirkung von aufgereinigtem IgG auf die
Zytotoxizitdt zeigte sich, dass neben dem IgG weitere Komponenten im Serum der Patienten
Einfluss auf die Starke der Zytotoxizitit von PBMC auf Muskelzellen haben. Es wurde
vermutet, dass dabei IgM sowie verschiedene ins Serum sezernierte Zytokine eine wichtige
Rolle spielen, welche u.a. auch die NK-Zell-Aktivitat erhohen.

Die Aktivierung der Antikérperabhéingige zelluldre Zytotoxizitit (ADCC) wird durch
verschiedene IgG-Subklassen unterschiedlich stark erhoht. So aktiviert IgG3 die ADCC von
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NK-Zellen starker als die anderen drei IgG-Subklassen, IgG1 hat aber noch eine grofBere
Wirkung als IgG4 und 1gG2 (Michaelsen 1992). Auch zwei weitere Veroffentlichungen
bestatigen, dass IgG3 und IgG1 eine bedeutend gréBere Rolle bei der Aktivierung der ADCC
spielen als IgG2 und IgG4 (Saalman 1995, Guo 1997). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
die IgG-Subklassen 3 und 1 bei padiatrischen Patienten mit OMS iiberwiegen. Mit den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Zytotoxizitats-Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch die
an NB-Zellen bindenen AK von OMS-Patienten im Vergleich zu dem IgG gesunder Kontroll-
Patienten die NK-Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen deutlich gesteigert wird. Diese
Ergebnisse bestatigen die Untersuchungen von Michaelsen et al. in der Annahme, dass IgG
der Subklassen 3 und 1 einen stiarken Einfluss auf die Aktivierung der ADCC von NK-Zellen
haben als IgG der Subklassen 2 und 4, welche im Serum von OMS-Patienten kaum
nachgewiesen werden konnten (Michaelsen 1992).

Eine Korrelation der Oberflichenbindung des IgGs von OMS-Patienten an NB-Zellen mit der
im Zytotoxizitats-Assay ermittelten Lyse von NB-Zellen konnte nicht gezeigt werden. Dies
konnte an der eingesetzten evtl. noch zu hohen Konzentration von IgG liegen. Durch eine zu
hohe IgG-Konzentration konnen relativ hohe unspezifische Bindungen entstehen. Eine
weitere Erklarung konnte sein, dass nicht alle bindenden AK auch einen Effekt auf die ADCC
haben miissen.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass NK-Zellen an der Eliminierung von NB-Zellen
bei kindlichen OMS-Patienten maf3geblich beteiligt sind.

In weiteren Versuchen sollte die NK-Zell vermittelte Lyse von NB-Zellen durch IgG von
OMS-Patienten zuséatzlich noch mit der durch IgG von NB-Patienten verglichen werden. Eine
vorherige Stimulation der NK-Zellen mit Zytokinen konnte evtl. die Ergebnisse dieser Studie
noch verdeutlichen.

Es konnte auch interessant sein in die in dieser Arbeit etablierten Versuche statt IgG Serum
einzusetzen und die Ergebnisse mit den IgG-Werten zu vergleichen. Dies konnte zeigen, ob
neben dem IgG auch andere Komponenten der Seren wie z.B. IgM Einfluss auf die
Zytotoxizitat haben. Die Ergebnisse einer Veroffentlichung von 1999, bei der ein dhnlicher
Versuchsaufbau verwendet wurde, zeigen eine deutlich erhdhte Zytotoxizitat ber Verwendung
von Serum im Vergleich zu aufgereinigtem IgG der gleichen Patienten (Xu 1999).

Bei anderen Autoimmunerkrankungen, z.B. Myasthenia Gravis, konnten funktionell defekte
NK-Zellen nachgewiesen werden (Liu 2006, Nguyen 2006). Deshalb wire es durchaus

interessant auch die NK-Zellen von OMS-Patienten auf ihre Funktionalitit zu untersuchen.
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6.3 BAFF- und APRIL-Konzentrationen im Serum und
Liquor von OMS-Patienten

Wie bereits erwdhnt deutet vieles darauf hin, dass OMS eine immun-vemittelte Erkrankung
ist (Pranzatelli 1996). Eine humorale Autimmunitit bei OMS-Patienten konnte von
verschiedenen Autoren gezeigt werden (Connolly 1997, Korfei 2005, Noetzel 1987,
Pranzatelli 2002, Blaes 2005). Auch haben OMS-Patienten eine B-Zell-dominante
Immunantwort im Liquor (Pranzatelli 2004). Wegen der geringen Anzahl an B-Zellen im
Liquor und der begrenzten Liquor-Menge bei Kindern ist eine durchflusszytometrische
Analyse der B-Zellen im Liquor schwierig. Deshalb wurde ein weiterer verlasslicher Marker
der B-Zell Aktivitdt im Liquor gesucht.

Vor kurzem wurden zwei Proteine identifiziert, welche auf das Uberleben und die
Differenzierung von B-Zellen Einfluss nehmen, BAFF und APRIL (Castigli 2005). Ebenfalls
konnen BAFF und APRIL den Isotypenwechsel der Immunglobuline auf B-Zellen auslosen
(Castigli 2005). Jedes der beiden Proteine bindet an drei spezifische Rezeptoren, welche
hauptsachlich von B-Zellen exprimiert werden (Kalled 2005). APRIL bindet an BCMA,
TACI und Proteoglykane, BAFF an BCMA, TACI und BAFF-R. BAFF wie auch APRIL sind
involviert bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen. Unter anderem wurden erhohte
Konzentrationen beider Proteine im Serum von Sjogrens-Syndrom-Patienten gefunden
(Jonsson 2005). Besonders BAFF scheint eine sehr grofle Rolle bei der Autoimmun-
Pathogenese zu spielen, APRIL ist hier, wenn iiberhaupt, nur in geringem Ausmal beteiligt.
Dies konnte durch unsere Daten bestdtigt werden, einen Unterschied in der APRIL-
Konzentration im Liquor oder Serum von OMS-Patienten zu Kontroll-Patienten konnte nicht
festgestellt werden.

Im Tiermodell induziert eine Uberexpression von BAFF Autoimmunerkrankungen (Strohl
2005). Eine erhohte Menge BAFF wurde nicht nur bei Patienten mit dem Sj6grens-Syndrom,
sondern u.a. auch bei verschiedenen rheumatischen Autoimmunerkrankungen gefunden und
zusitzlich konnte in diesem Fall eine Korrelation mit der Menge an Auto-AK gezeigt werden
(Mariette (Ann Med Interne) 2003, Matsushita 2007). Innerhalb der vorliegenden Arbeit
konnte keine Erh6hung der BAFF-Konzentration im Serum von Kindern mit OMS detektiert
werden. Es wurde jedoch eine Erhohung der Liquor/Serum Ratio von BAFF gezeigt. Dass
diese Erhohung auf eine Stérung der Blut-Hirn Schranke zuriickzufiithren ist, konnte

experimentell ausgeschlossen werden. Bei Kindern mit entziindlichen Erkrankungen, bei
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denen die Liquor/Serum Ratio von BAFF ebenfalls erhoht war, konnte eine Stérung der Blut-
Hirn Schranke nachgewiesen werden. Aufgrund einer Storung der Blut-Hirn Schranke kann
ein passiver Transfer vom Serum in den Liquor stattfinden. Weil dies aber fiir OMS-Patienten
ausgeschlossen werden konnte liegt die Vermutung nahe, dass die erhohte Konzentration von
BAFF im Liquor durch eine intrathekale Synthese zustande kam. AbschlieBend konnte auch
eine Korrelation zwischen der BAFF-Menge und der Menge an Auto-AK im Liquor von
OMS-Patienten nachgewiesen werden, welche an die Oberflaiche von Granularisneuronen
binden. Diese Ergebnisse bestitigen die Resultate einer Studie von Pranzatelli ef al., in der
eine iiberwiegende B-Zell Antwort im Liquor, aber nicht im Serum von OMS-Patienten
gezeigt wurde (Pranzatelli 2004). In einer vor kurzem verdffentlichten Studie konnte gezeigt
werden, dass die BAFF-Konzentration im Liquor und die Hohe der Liquor/Serum Ratio von
BAFF von der Art der Behandlung der OMS-Patienten abhéngig ist. Durch eine Behandlung
mit ACTH oder Kortikosteroiden wird die BAFF-Konzentration bei Kindern mit OMS
gesenkt. Kinder, die in Intervallen mit Ivlig behandelt wurden hatten hohere BAFF-
Konzentrationen im Liquor (Pranzatelli 2008).

Eine Aktivierung des BAFF-Systems, wie sie innerhalb der vorliegenden Arbeit im Liquor
von padiatrischen OMS-Patienten gezeigt werden konnte, wurde auch in Multiple-Sklerose-
Lasionen beobachtet. In aktiven Lasionen konnte eine hohe BAFF-Expression von Astrozyten
gezeigt werden (Krumbholz 2005). Die starke Assoziation zwischen der BAFF-Konzentration
im Liquor und der Menge von Auto-AK im Liquor deutet darauf hin, dass eine quantitative
Analyse von BAFF als stellvertretender Marker fiir die Aktivierung des B-Zell Systems in
OMS-Patienten dienen kann.

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass einige OMS-Patienten aufgrund einer intrathekalen
BAFF-Synthese eine erhohte BAFF-Konzentration im Liquor aufweisen. Die APRIL-
Konzentrationen von OMS-Patienten unterscheiden sich weder im Serum noch im Liquor von
denen gesunder Kontroll-Patienten. Bei Kindern mit einer entziindlichen ZNS-Erkrankung
wurde im Liquor ebenfalls eine erhohte BAFF-Menge gemessen. Aufgrund einer deutlichen
Storung der Blut-Hirn-Schranke bei Kindern mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen muss man
annehmen, dass die BAFF-Erhohung im Liquor bei diesen Kindern durch einen passiven
Ubertritt aus dem Serum zustande kam. Des Weiteren zeigte sich bei den OMS-Kindern eine
Korrelation zwischen der Konzentration von Auto-AK gegen Kleinhirnneurone und der Hohe
der BAFF Liquor/Serum Ratio. Dies deutet darauf hin, dass BAFF intrathekal produziert wird

und dass bei OMS-Patienten im Liquor tiberwiegend eine B-Zell Aktivierung stattfindet.
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6.4 Expression und Synthese von BAFF, APRIL und
BAFF-R durch Neuroblastomzellen

Im vorherigen Abschnitt 6.3 wurden die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der
Konzentrationen von BAFF und APRIL in Serum und Liquor von OMS-Patienten diskutiert.
Es ist bekannt, dass APRIL, BAFF und ihre Rezeptoren nicht nur von Immunzellen
exprimiert und synthetisiert werden, sondern u.a. auch von Tumorzellen (Novak und Grote
2004, Novak und Darce 2004, Fu 2006, Kelly 2000, Roth 2001). BAFF steigert, u.a. durch die
Bindung an den von B-Zellen auf ihrer Oberflache exprimierten BAFF-Rezeptor BAFF-R, die
Uberlebensrate von B-Zellen, ohne BAFF findet keine B-Zellentwicklung statt (Avery 2003,
Gross 2001, Rolink 2002, Schiemann 2001, Schneider 1999, Shulga-Monskaya 2004,
Thompson 2001, Yan 2001, Yan 2000). APRIL spielt hauptsichlich fiir das Uberleben von
Plasmazellen eine Rolle (O'Connor 2004, Avery 2003, Ingold 2005). Ein Neuroblastom
scheint die Autoimmun-Erkankung OMS bei Kindern auslésen zu konnen (Rudnick 2001,
Pranzatelli 1996, Dale 2003, De Luca 2002, Solomon 1968). Da in Neuroblastomen von
péadiatrischen OMS-Patienten vermehrt B-Zell Follikel gefunden wurden, lag die Vermutung
nahe, dass auch NB-Zellen BAFF, APRIL oder ihre Rezeptoren exprimieren, welche
maBgeblich am Uberleben von B-Zellen beteiligt sind (Gambini 2003, Schneider 1999, Yan
2000, Yu 2000). Aus diesem Grund war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Uberpriifung der
Expression von BAFF, APRIL und BAFF-R sowie der Sekretion von APRIL und BAFF
durch NB-Zellen. Um ein eindeutiges Ergebnis zu erhalten wurde nicht nur eine, sondern je
nach Fragestellung und Methode 9-13 verschiedene NB-Zelllinien untersucht. Bei allen
Untersuchungen wurde mindestens eine Kontroll-Zelllinie mitgefiihrt, um einen
Vergleichswert zu erhalten.

Zur Untersuchung der Transkription des BAFF-Gens wurde eine Realtime-PCR verwendet.
BAFF-RNA konnte sowohl in den getesteten NB-Zelllinien, wie auch in den Kontroll-
Zelllinien nachgewiesen werden. Bei 11 von 12 NB-Zelllinien konnte verglichen mit den
Kontroll-Zelllinien eine erhdhte Transkription des BAFF-Gens gezeigt werden.

Um zu tiberpriifen, ob die transkribierte BAFF-RNA auch translatiert wird und zum Nachweis
von APRIL und BAFF-R wurde die Durchflusszytometrie verwendet. In einigen Studien
wurde diese Methode bereits erfolgreich zum extrazellularen Nachweis von BAFF-R und zum
extrazellularen Bindungsnachweis von BAFF durchgefiihrt (Craxton 2005, Gorelik 2004,
Hase 2004, Matsushita 2006). BAFF-R wurde in dieser Arbeit ebenfalls extrazelluldr mit dem
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Durchflusszytometer gemessen, um eine Expression von BAFF und APRIL durch NB-Zellen
zu zeigen wurde eine intrazelluldre Farbung durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Ergebnisse
wurde fir BAFF und APRIL zusétzlich ein Western Blot durchgefiihrt. Mit beiden Methoden
wurden BAFF-Proteine in fast allen NB-Zelllinien nachgewiesen, bei einer von zwei
Kontroll-Zelllinien wurden keine BAFF-Proteine gefunden. Eine APRIL-Expression wurde
nicht nur bei allen getesteten NB-Zellen nachgewiesen, sondern auch bei beiden Kontroll-
Zelllinien. Diese Ergebnisse bestdtigen die Resultate verschiedener Autoren, dass auch
Tumorzellen, z.B. B-Zell und Mantel-Lymphome und maligne Gliomzellen, BAFF oder
APRIL exprimieren konnen (Novak und Grote 2004, Fu 2006, Kelly 2000, Roth 2001). Eine
Oberflachen-Expression von BAFF-R konnte weder bei den NB-Zelllinien noch bei den
Kontroll-Zelllinien gezeigt werden. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnte bei anderen
Tumorzellen, z.B. bei einem Myelom und bei unterschiedlichen Lymphomen, eine
Oberflachen-Expression der drei BAFF-Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA
nachgewiesen werden (Novak und Grote 2004, Novak und Darce 2004). Im Weiteren wire es
interessant die Oberflachenexpression der beiden anderen BAFF-Rezeptoren TACI und
BCMA auf NB-Zellen zu tiberpriifen.

Zum Nachweis einer BAFF- bzw. APRIL-Sekretion wurde ein ELISA durchgefiihrt. Diese
Methode hat sich in der Vergangenheit zum Nachweis dieser Proteine im Serum und Liquor
von Patienten sowie zur Messungen der Proteinkonzentration von Zellkulturiiberstinden
bewihrt (Ittah 2006, Krumbholz 2005). Eine Sekretion von BAFF und APRIL konnte weder
bei NB-Zelllinien noch bei einer der Kontroll-Zelllinien nachgewiesen werden.

Somit konnte zwar gezeigt werden, dass NB-Zelllinien BAFF und APRIL intrazellular

exprimieren, allerdings scheinen sie diese nicht zu sezernieren.

Die Expression sowie die Freisetzung von BAFF und APRIL wird von verschiedenen
Zytokinen beeinflusst. Bei einigen BAFF-produzierenden Zell-Typen (myeloide Zellen,
Speicheldriisen-Epithelzellen und Astrozyten) konnte durch eine Stimulation mit IFNy die
BAFF-Expression gesteigert werden (Nardelli 2001, Craxton 2003, Scapini 2003, Litinskiy
2002, Ittah 2006, Krumbholz 2005). Deshalb wurden im Anschluss an die Untersuchung der
basalen Expression und Sekretion von BAFF, APRIL und BAFF-R, NB-Zellen mit I[FNy
stimuliert. Dadurch sollte tiberpriift werden, ob auch NB-Zellen auf die Behandlung mit IFNy
mit einer Steigerung der BAFF- und APRIL-Expression oder mit einer erhohten BAFF-R-

Expression reagieren.
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Durch die IFNy-Stimulation konnte eine Transkriptionssteigerung des BAFF-Gens bei vier
NB-Zelllinien sowie der Kontroll-Zelllinie nachgewiesen werden. Auch bei anderen Zelltypen
konnte durch eine solche Behandlung ein erhohte Menge BAFF-RNA detektiert werden
(Scapini 2003, Ittah 2006, Krumbholz 2005). Intrazelluldr wurde bei keiner der getesteten
NB- und Kontroll-Zelllinien eine erhohte Konzentration des BAFF-Proteins gefunden.
Sezerniertes BAFF konnte auch nach einer IFNy-Stimulation in keinem Uberstand der NB-
Zelllinien nachgewiesen werden, allerdings bei der Kontroll-Zelllinie. Wie bereits erwéhnt
konnte bei anderen Zelltypen durch eine IFNy-Stimulation eine erhohte Freisetzung von
BAFF bewirkt werden (Nardelli 2001). Bei Astrozyten fiihrte eine Stimulation mit IFNy und
TNFa zu einer messbar erhéhten BAFF-Sekretion (Krumbholz 2005). Eine Behandlung mit
TNFo kann allerdings auch zur Apoptose der Zellen fithren. Es ist deshalb schwer
sicherzustellen, dass die in den Uberstinden ermittelten BAFF-Konzentration wirklich durch
Sekretion zustande kommen. Eine Stimulation mit IFNa oder Interleukinen konnte auch zu
einer erfolgreichen Transkriptions-, Expressions- und Sekretions-Steigerung von BAFF
fithren.

Die Stimulation mit IFNy hatte keine Steigerung der APRIL-Expression zur Folge, auch die
Sekretion von APRIL durch die NB-Zelllinien oder die Kontroll-Zelllinie konnte nicht
induziert werden. Die Verwendung eines anderen Zytokins oder einer Doppelstimulation zur
Erhohung der Expression und Sekretion von APRIL koénnte auch hier in Erwadgung gezogen
werden.

Eine Expression von BAFF-R auf der Zelloberflache konnte durch die IFNy-Stimulation nicht
induziert werden. Weil BAFF-R aber hauptsiachlich von B-Zellen auf der Zelloberflache

exprimiert wird, war dieses Ergebnis eher erwartet.
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7. Zusammenfassung

Das padiatrische Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (OMS) ist eine seltene neurologische
Erkrankung mit Augenbewegungs- und Koordinationsstorungen, die oft in Zusammenhang
mit Neuroblastomen (NB) als paraneolastisches Syndrom auftritt. Nachdem im Serum einiger
Patienten auch Auto-Antikorper (Auto-AK) gegen Oberflachenepitope von NB-Zellen und
Kleinhirnneuronen nachgewiesen wurden, wird eine Autoimmunpathogenese des OMS
diskutiert. Ein gemeinsames Auto-Antigen konnte bisher noch nicht identifiziert werden.

Zur Eingrenzung der moglichen Auto-Antigene wurde in der vorliegenden Arbeit zuerst eine
IgG-Subklassen-Analyse durchgefiithrt. Sowohl die Auto-AK gegen intrazelluldre als auch
gegen Oberflachen-Epitope von zerebellaren Neuronen gehorten hauptsachlich zur IgG-
Subklasse 3 und IgG-Subklasse 1, was auf ein Protein-Antigen hindeutet.

IgG1 und IgG3 werden u.a. von Makrophagen und NK-Zellen erkannt. Da OMS-Patienten
eine bessere Prognose hinsichtlich des zugrunde liegenden Tumorleides haben, wurde
postuliert, dass die Auto-AK von OMS-Patienten eine Erhohung der NK-vermittelten
Tumorzelllyse zur Folge haben. Wenn NB-Zellen vor der Ko-Kultivierung mit NK-Zellen
mit OMS-IgG inkubiert wurden, war eine signifikante Steigerung der Zytotoxizitit
nachweisbar (Zytotoxizitat: gesunde Kontroll-Patienten = 34,02 %, OMS-Patienten = 53,09
%:; p < 0,005).

OMS-Patienten zeigen im Liquor hauptsachlich eine B-Zell Antwort. Wegen der geringen
Anzahl B-Zellen im Liquor ist eine durchflusszytometrische Analyse der B-Zellen im Liquor
schwierig und die Liquor-Menge bei Kleinkindern ist limitiert. Deshalb wurde ein weiterer
verléasslicher Marker der B-Zell Aktivitat im Liquor gesucht.

Einiges deutet darauf hin, dass an der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zwei Proteine
der Tumor-Nekrose-Faktor-Familie (TNF-Familie) beteiligt sind, BAFF (B-Zell aktivierender
Faktor aus der TNF-Familie) und APRIL (A proliferation inducing ligand). Beide Proteine
wirken in unterschiedlichem MaBe an der Entwicklung und dem Uberleben von B-Zellen mit.
Ich konnte eine erhohte BAFF-Konzentration im Liquor von OMS-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen nachweisen (Mittelwerte: GK = 0,09 ng/ml, OMS = 0,36 ng/ml). Da bei
den OMS-Patienten keine Stérung der Blut-Hirn-Schranke nachweisbar war, muss die erhohte
Menge BAFF intrathekal produziert worden sein. Die APRIL-Konzentrationen von OMS-
Patienten unterschieden sich nicht von denen gesunder Kontroll-Patienten. Weitere Versuche

zeigten, dass eine Korrelation zwischen den Oberflichen-bindenen AK gegen
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Kleinhirnneurone mit der BAFF-Konzentration im Liquor bestand. Dies macht eine
quantitative Analyse von BAFF als stellvertretendem Marker fiir die Aktivierung des B-Zell
Systems in OMS-Patienten moglich.

Es ist bekannt, dass APRIL, BAFF und ihre Rezeptoren von Immunzellen sowie Tumorzellen
exprimiert und synthetisiert werden. Die Neuroblastome von pédiatrischen OMS-Patienten
enthalten vermehrt aktive Lymphfollikel, die vorwiegend B-Zellen enthalten. Daher wurde
die Synthese und die Sekretion von BAFF und APRIL, sowie die Oberflachenexpression von
BAFF-R durch NB-Zellen iiberpriift. Es konnte sowohl fiir NB- als auch fiir Kontroll-
Zelllinien eine Synthese von APRIL gezeigt werden. Eine Sekretion von APRIL konnte bei
keiner der getesteten Zelllinien nachgewiesen werden. BAFF wurde von fast allen getesteten
NB-Zelllinien synthetisiert, aber nur von einer der zwei Kontoll-Zelllinien. BAFF-RNA
konnte sowohl bei allen getesteten NB-Zelllinien, als auch bei den Kontroll-Zelllinien
nachgewiesen werden, wobei im Schnitt die Menge an BAFF-RNA in NB-Zelllinien hoher
war als in den Kontroll-Zelllinien. Eine BAFF-Sekretion oder eine Oberflachen-Expression
von BAFF-R konnte in keiner NB-Zelllinie gemessen werden. Eine Stimulation von NB-
Zellen mit dem proinfammatorischen Zytokin Interferon (IFN)-y hatte keine Erhohung der
APRIL-Expression zur Folge. Die Sekretion von APRIL und BAFF konnte nach Stimulation
mit IFN-y bei keiner NB-Zelllinie nachgewiesen werden, obwohl auf RNA-Ebene eine
Transkriptions-Steigerung des BAFF-Gens bei vier NB-Zelllinien nachgewiesen werden
konnte. Allerdings wurde weder bei den NB-, noch bei der Kontroll-Zelllinie eine erhohte
Menge intrazelluldr exprimiertes BAFF gefunden. Auch eine Expression von BAFF-R auf der

Zelloberflache konnte durch die IFNy-Stimulation nicht induziert werden.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass beim padiatrischen
OMS vorwiegend Oberflaichen-bindende Auto-AK der Subklassen IgG1 und IgG3 vorliegen,
welche die NK-Zell-vermittelte Tumorzelllyse von NB-Zellen steigern kénnen. Diese Auto-
AK korrelieren im Liquor mit der Konzentration des B-Zell-aktivierenden Faktors BAFF, der
moglicherweise als Surrogatmarker fiir die Aktivitat des B-Zell-Systems im Liquor geeignet

ist.
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9. Abkiirzungsverzeichnis

0
Z
%
G
Xg
ng
ul
um

Abb.
ACTH
ADCC
AK
ANA
AP
APC
APRIL
APS

BAFF
BAFF-R
BCIP/NBT

BCMA

BlyS (=BAFF)
BR3 (BAFF-R)
BSA

Bzw.

ca.
CD3
CD 16

Durchschnitt
Summe

Prozent

Grad Celsius

Mal die Gravitation
Mikrogramm, 10° g
Mikroliter, 10° L

Mikrometer, 10 m

Abbildung

Adreno-Coricotrope-Hormone
Antikorperabhangige zellulare Zytotoxizitat
Antikorper

Anti-nukleolare AK

Alkalische Phosphatase
Antigenprasentierende Zellen

A proliferation inducing ligand

Ammoniumpersulfat

B-Zell aktivierender Faktor aus der TNF-Familie
BAFF-Rezeptor, TNFRSF 13C

5-bromo 4-chloro 3-indolyl phosphate / nitro-blue tetrazolium
chloride

B cell maturation antigen, TNFRSF 17

B Lymphocyte Stimulator

BLyS receptor 3

Rinderserum-Albumin (Bovine Serum Albumine)

Beziehungsweise

Zirka
T-Zell-Marker
Feylll-Rezeptor



Anhang 164

cDNA
CGN's
cm
sz
CO,
CT

Cut-off

DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP

Dr. Arbeit

EDTA
ELISA
ENE
etal.

evtl.

FACS
FB
FCS
FDU
FITC

G
GAPDH
GD;

ggf.

GK
GM-CSF
gMFI

H,O

copy DNA

cerebelldre Granularis-Neurone

Zentimeter, 107 m

Quadratzentimeter

Kohlendioxid

Zyklen der ersten Detektion

Mittelwert der gesunden Kontrollen + (2,5 x Standardabweichung)

Dulbeccco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxide
Desoxyribonukleinsdure

Enzym, welches DNA zerstort
Deoxyribonukleotidtriphosphat
Doktorarbeit

Ethylendiamintetraessigsdure

Enzymgekoppelter Immunadsoptionstest

Patienten mit entziindlichen neurologischen Erkrankungen
und Andere

Eventuell

fluorescence activated cell sorting
Fachbereich

Fotales Kélberserum
5-Fluoro-2'-deoxyuridine

Fluoroisothiozyanat

Gramm

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Glykolipid-Antigen Gangliosid

Gegebenenfalls

Gesunde Kontrollpatienten
Granulocyte-Macrophage Colony stimulating factor

geometrisch gemittelte Fluoreszenzintensitat

Wasser
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HZOdcst / dHZ O
HRP
Hu-AK

IFNa, B, v
IgA

IgD

IgE

IeG
IgGl,2,3,4
IgM

IL

IVIG

kb

KClI
kDa
KH,PO4
Kontr.
KSRP

LDH

mA
mfi

mg
MgSO4
MHC
Min.
ml

mM

destilliertesWasser
Horseradish peroxidase

Autoantikorper nach Indexpatient benannt, tritt u.a. bei PNS auf,
bindet an verschiedene Proteine (HuC, HuD, Hel-N1) in Neuronen
und Tumorzellen, wie u.a. Neuroblastome

Interferon alfa, beta, gamma
Immunoglobulin A

Immunoglobulin D

Immunoglobulin E

Immunoglobulin G

Immunglobuline G der Subklassen 1, 2, 3, 4
Immunglobulin M

Interleukin

intravendse Immunglobuline

Kilobasen

Kaliumchlorid

Kilo-Dalton
Kaliumdihydrogenphosphat
Kontrolle

K-homology splicing regulator protein (RNA-bindendes Protein,
glykolytisches Enzym)

Liter
Laktat Dehydrogenase

Molar

Milliampere, 107 A

mittlere Fluoreszenz-Intensitit
Milligramm, 10~ g
Magnesiumsufat

Major Histocompatibility Complex
Minute(n)

Milliliter, 10~ L

Millimolar, 10~ M

Millimeter, 10 m



Anhang

166

mm’
MW

NaCl

NaHCO3
Na,HPO4
NaH,PO4

NaNj3

NB

N-CAM /CD 56
Ng

Nm

NK-Zellen

n.sign.

OD
OMS

PBGD
PBMC
PBS
PCR

PE /RPE
PerCP-Cy5
PFA

Pg

PLL
Pmol
PNS

Ri-AK
RNA
rpm

RT
RT-PCR

Kubikmillimeter

Mittelwert

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphoaphat

Natriumazid

Neuroblastom

Neural-cell adhesion molcule
Milligramm, 10” g
Millimeter, 10 m

Natiirliche Killerzellen

nicht signifikant

optische Dichte

Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom

Porphobilinogen Desaminase
Periphere monunukleare Blutzellen
Phosphate Buffered Saline

Polymerase-Kettenreaktion

Phytoerytrin

Peridinin-Chlorophyll-Protein-Cyanine 5

Paraformaldehyd

Pikogramm, 10™% g

Poly-L-Lysin

Pikomolar, 10> M

paraneoplastischen neurlogischen Syndromen

Autoantikérper nach Indexpatient benannt, tritt u.a. bei PNS auf

Ribonukleinsiure

rounds per minute

Raumtemperatur

Reverse Transcriptions-PCR
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s / Sek. Sekunden
Std. Stunde(n)
SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Tab. Tabelle
TACI transmembran activator and CAML interactor, TNFRSF13B
TAE Tris-Acetat-EDTA Puffer

TALL-1 (=BAFF)
TALL-2 (=APRIL)
THANK (=BAFF)

TNF

TNFSF13 (=APRIL)
TNFSF13b (=BAFF)
TNFRSF17 (BAFF-R)
TRDL-1 (=APRIL)
Tr-AK

Tris

U
u.a.
uv

\Y%

WB
WT

Yo-AK
z.B.

ZNS
ZTNF4 (=BAFF)

TNF- and ApoL related leukocyte-expressed ligand 1
TNF- and ApoL-related leukocyte-expressed ligand-2

TNF Homolog activates apoptosis, nuclear factor-kB und c-Jun
NH;-terminal kinase

Tumor-Nekrose-Faktor

TNF superfamily member 13

TNF-Superfamily Member 13b

TNF receptor superfamily member 17

TNF-related death ligand-1

Autoantikérper nach Indexpatient benannt, tritt u.a. bei PNS auf

Trishydroxymethylaminomethan
Units

unter anderem

Ultraviolet

Volt

WesternBlot
Wildtyp

Autoantikdrper nach Indexpatient benannt, tritt u.a. bei PNS auf
zum Beispiel

zentrales Nervensystem

z-tumor necrosis factor 4
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10. Anhang

10.1 Vorbereitende Versuche fiir weiterfithrende
Untersuchungen

6.2.2 Bestimmung der Oberflichen-Bindung von Patienten-IgG an NB-Zellen
der Zelllinie Kelly mit zusétzlichen OMS- und Kontroll-Patienten

p<0,01
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Abbildung 48: Bestimmung der IgG Oberfliichen-Bindung an NB-Zellen
Zellen der NB-Zelllinie Kelly wurden mit Patienten-Seren (Verdiinnung 1:50) inkubiert und die gebundenen AK

wurden mit einem fluoreszenzmarkierten Zweit-AK (rabbit anti-human IgG FITC von DAKO, Verdiinnung
1:75) detektiert. Fiir die Messung wurden Seren von OMS-Patienten (OMS), gesunden Kontroll-Patienten
(Kontrollen) und von Patienten mit einem NB aber ohne OMS (NB) verwendet. Die gemessenen IgG-Mengen
waren zwischen den gesunden Kontroll-Patienten und den OMS-Patienten signifikant unterschiedlich (p<0,01),
zwischen den gesunden Kontrollen und den NB-Patienten nicht (nicht signifikant). Der Cut-off (rote Linie) lag
bei einem gMFI-Wert von 5,07 / 3,94,

eMFI = geometrisch gemittelte Fluoreszenzintensitit; Cut-off = Mittelwert der Kontrollen + (2,5 x

Standardabweichung der Kontrollen)
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