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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 lonenkanale als Grundlage erregbarer Strukturen

Eine wesentliche Aufgabe der Neurone des menschlichen Korpers ist die Informationsweitergabe.
Informationen werden durch Polaritdtsdnderungen des Zellinneren gegeniiber dem —4ulleren weiter-
gegeben. Dies geschieht unter anderem iiber lonenkanéle. Das Innere einer Zelle (IZR) wird vom
Extrazellularraum (EZR) durch die Zellmembran getrennt, die unpolar ist. Sie ist aufgebaut aus
Lipiden, die sich in wéssriger Losung spontan zu einer Doppellipidschicht zusammenlagern. Aus
diesem Grund ist die Membran fiir lonen, die Ladungstridger und somit polar sind, undurchlissig.
Damit die Ionen zur Informationsweitergabe die Zellmembran passieren konnen, sind als
regulierende Durchtrittsstellen Ionenkanile vorhanden, die weitgehend selektiv fiir eine bestimmte
Ionenart durchldssig sind. Schon 1902 beschrieb J. Bernstein die gerichtete Weiterleitung von
Informationen mittels einer Ladungsverschiebung iiber eine Membran. Diese Hypothese wurde von
Cole und Curtis (1939) sowie von Hodgkin, Huxley und Katz (1949, 1952 a-d) weiterentwickelt
und vertieft. Neher und Sakmann (1976) sowie Hamill et al. (1981) wiesen mit der patch-clamp
Methode als erste lonenstrome iiber eine Zellmembran an einem einzigen Kanal nach und konnten
somit eine vorangegangene Hypothese verifizieren. Im weiteren Verlauf wurden viele verschiedene,
meist selektive Ionenkanédle nachgewiesen, liber die ein kontrollierter Austausch von Ionen moglich

ist (Hille, 2001).

1.2 Das Ruhemembranpotenzial neuronaler Zellen

Uber die unpolare Doppellipidschicht einer Zellmembran herrscht zwischen Intra- und Extra-
zellularraum eine Potenzialdifferenz von —55 mV bis —100 mV, die vom jeweiligen Zelltyp
abhingig ist und bei Neuronen etwa -70 mV bis -100 mV betrdgt (Schmidt, Thews, 1997). Das
Zellinnere ist dem ZellduBeren gegeniiber negativ geladen. Das Ruhemembranpotenzial wird durch
eine unterschiedliche Verteilung von Ionen im intra- und extrazelluliren Raum (IZR bzw. EZR)
hervorgerufen, welche aktiv durch Pumpen aufrechterhalten wird. Natrium-Kalium-Pumpen
transportieren unter Energieverbrauch Natrium aus und Kalium in die Zelle. Dadurch kommen die
unterschiedlichen Konzentrationen von Natrium und Kalium im [ZR bzw. EZR zu Stande. Im IZR
betrdgt die Konzentration von Natrium nur etwa ein Zwolftel der des EZR, dafiir ist die
Kaliumkonzentration im [ZR etwa 38 Mal hoher als im EZR. Stoffaustausche der Zellen finden

durch Diffusion, iiber Transportproteine und Kanile fiir Ionen statt. Bei der Permeation von Ionen



1.2 Das Ruhemembranpotenzial neuronaler Zellen

durch Kanéle flieBen messbare Strome. Einige Kanéle konnen spontan und hochfrequent zwischen
offenen und geschlossenen Zustinden hin- und herschalten, was sich in einer
Konformationsdanderung zeigt. Bei Kaliumkandlen kommt es beispielsweise zu einem Twist, bei
anderen Kanilen verschlie3t eine Aminosédure die Zellpore. Aufgrund reiner Diffusion konnten sich
die Konzentrationen der Ionen ausgleichen, da aber mit jedem Ion eine elektrische Ladung
verschoben wird, entsteht ein dem elektrochemischen Gradienten entgegengesetztes elektrisches
Potenzial. Im Inneren der Zelle gibt es negativ geladene Proteine, die zu groB sind, um die
Zellmembran zu passieren. Um einen Ladungsausgleich herbeizufiihren, kommt es dadurch im
Prinzip zu einem Kaliumionenstrom, der netto jedoch null betrigt, da die gleiche Anzahl von Ionen
in die Zelle und aus der Zelle diffundiert. Dieser Zustand beschreibt das Gleichgewichtspotenzial,
das sich nach Nernst (Kostyuk et al., 1981c) berechnen lédsst. Bei groBen Nervenzellen liegt der
Wert um —70 mV, da im Ruhezustand eines Neurons iiberwiegend Kaliumkanéle, jedoch zu einem
kleinen Anteil auch Chlorid, Natrium- und unspezifische Kationenkanéle offen sind, und es sich bei

dem Ruhemembranpotenzial vorwiegend um ein Kaliumgleichgewichtspotenzial handelt.

1.3 Das Aktionspotenzial neuronaler Zellen

Deﬂo/arisation

Omv

20mv

10ms

Abbildung 1:Aktionspotenzial eines kleinen
Spinalganglienneurons mit einem Durch-
messer von etwa 20 um in einer Diinnschicht-
prdparation bei Zimmertemperatur in einer
HEPES Losung. Ruhemembranpotenzial
-47,3 mV Aufgrund der Dauer des APs am
ehesten einem C-Typ Neuron entsprechend.
Eigenes Beispiel.



1.3 Das Aktionspotenzial neuronaler Zellen

Damit Nervenzellen Informationen weiterleiten, mit anderen Zellen Informationen vergleichen, und
die Funktionen anderer Zellen steuern konnen, bilden sie Aktionspotenziale (siche Abbildung 1). Zu
Beginn eines solchen Aktionspotenzials 6ffnen sich spannungsabhidngige Natriumkanile, um die
Membran bis an ein Schwellenpotenzial zu depolarisieren. Durch das Einstromen von Natriumionen
in die Zelle wird das Zellinnere positiv, wodurch weitere Natriumkanéle bis zum Natriumumkehr-
potenzial aktiviert werden. Vor der Spitze des Aktionspotenzials beginnt die Inaktivierung der
Natriumkanéle, spannungsabhéingige Kaliumkanéle 6ffnen sich und die Leitfdahigkeit fiir Kalium-
ionen steigt an. Es kommt zu einem Overshoot von +30 bis +40 mV und anschlieBend zur
Repolarisation. Bleiben Kaliumkanile ldnger gedffnet, kann es zu einer Nachhyperpolarisation
kommen, das heiBit, dass die Potenziale stirker negativ werden als das urspriingliche

Ruhemembranpotenzial.

1.4 Pathophysiologie des Schmerzes

In dieser Arbeit sollen exemplarisch Neurone, die an der Schmerzverarbeitung beteiligt sind,
untersucht werden. Das Schmerzsystem, oder auch das nozizeptive System, leitet im Korper
Schmerzreize weiter und verarbeitet sie. Gemessen werden kann die Weiterleitung solcher Reize
mit elektrophysiologischen Methoden. Freie Nervenendigungen in der Peripherie des Korpers
nehmen Schmerzreize auf und leiten sie, falls sie grof3 genug sind, mit Hilfe von Aktionspotenzialen
iiber Ad- und C-Fasern in das Hinterhorn, wo sie umgeschaltet und iiber den Thalamus in den
sensorischen Kortex weitergegeben werden. Es gibt einen physiologischen nozizeptiven Schmerz,
der entsteht, wenn das Gewebe verletzt oder entziindet ist. Bei diesem werden Nervenenden im
Gewebe gereizt werden. Unterschieden davon wird der neuropathische Schmerz, der bei einer
Verletzung oder Erkrankung des Nervs auftritt. Bespiele hierfiir sind ein Plexusschaden, eine Axon-
durchtrennung oder ein Diabetes mellitus. Dieser Schmerz hat héufig einen elektrisierenden oder
brennenden Charakter. Zusitzlich konnen bei Patienten mit neuropathischen Schmerzen
Missempfindungen im Sinne von Allodynien auftreten, die anders als bei Gesunden dermatom-
tiberschreitend sind. Sogenannte ektope Entladungen entstehen im Axon oder im Zellkdrper
geschédigter Spinalganglienneurone. Sie konnen intermittierend oder rhythmisch auftreten (Han et
al., 2000; Liu et al., 2000). Als Erkldrung fiir ektope Entladungen werden verschiedene
Mechanismen diskutiert. Durch eine erhdhte Expression TTX-sensitiver Natriumkanile, die das
Neuron schnell inaktivieren, und eine verminderte Ausbildung TTX-resistenter Natriumkanile, die

zu einer langsameren Inaktivierung fiihren, werden die Membranpotenziale zu einer erhohten



1.4 Pathophysiologie des Schmerzes

Erregbarkeit hin verdndert (Cummins et al., 2000). Zuséitzlich zeigen sich Verdnderungen an den
Kaliumkanélen (Everill et Kocsis, 1999). Eine andere Erklarung ist die vermehrte Erregung der
freien Nervenendigungen durch Entziindungsmediatoren, z.B. Bradykinin, NO und Zytokine.

Bei einem inflammatorischen Schmerz koénnen Natriumkandle von Entziindungsmediatoren wie
Prostaglandin und Serotonin verdndert werden. Dabei kommt es vermutlich iiber eine AMP-
Proteinkinase A-Kaskade (England et al., 1996) zu einer Modulation der TTX-resistenten
Natriumstrome in Spinalganglienneuronen (Gold et al.,, 1996). Aufgrund der hohen
Geschwindigkeit der Reaktion wird angenommen, dass vorbestehende Kanéle zum Beispiel durch
Phosphorylierung verdndert werden. Zusétzlich konnte eine verdnderte Genexpression der
Natriumkanéle nachgewiesen werden. So untersuchten Tanaka et al. (1998) die Natriumkanal-
expression in Spinalganglienneuronen von Ratten, in deren Hinterpfoten vier Tage zuvor Carrageen
gespritzt wurde. In den entsprechenden Spinalganglienneuronen konnte eine signifikante Erh6hung
der mRNA-Expression fiir Natriumkandle und der TTX-resistenten Natriumstromamplitude
gegeniiber unbehandelten Individuen oder den Neuronen der Gegenseite gefunden werden. Dies
konnte ebenfalls fiir eine erhdhte Anzahl von Natriumkanilen sprechen (Tanaka et al., 1998).

Es gibt mehrere Studien, die zeigen konnten, dass nach der Injektion von Freunds Adjuvant die
Expression von Natriumkanédlen in den entsprechenden Spinalganglienneuronen anstieg und
mindestens zwei Monate anhielt (Gould et al., 1998). Der genaue Mechanismus ist noch unklar, es
wird jedoch diskutiert, ob durch verdnderte Neurotrophinspiegel vermehrt Natriumkanile

exprimiert werden (Waxman et al., 1999).

1.5 Mit peripheren Neuropathien assoziierte Autoantikorper

Polyneuropathien (PNP) sind Erkrankungen des peripheren Nervensystems aus nicht traumatischer
Ursache. Die Ursachen sind sehr mannigfaltig und reichen von hereditir iiber diabetisch,
malnutritiv, infektios, endokrinologisch, toxisch, immunologisch bis entziindlich. Die haufigste
Ursache der axonalen PNP ist der Alkoholmissbrauch, die héufigsten Formen der
demyelinisierenden Polyneuropathie sind die diabetische, entziindliche oder genetisch bedingte
PNP.

Die hier durchgefiihrten Experimente befasst sich mit den seltener auftretenden autoimmunen
Polyneuropathien. In klinischen und serologischen sowie in wenigen experimentellen Studien

konnte gezeigt werden, dass bei diesen Erkrankungen Antikérper in der Pathogenese eine
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maligebliche Rolle spielen, von denen einige bereits identifiziert wurden (siche nachfolgende
Abschnitte). Nach ihrem Wirkungsort unterscheidet man
1. Autoimmune Neuropathien wie das Guillain-Barré Syndrom (GBS), die chronische
inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) und ihre Varianten, die
multifokale motorische Neuropathie und die paraproteinimische demyelinisierende
Neuropathie.
2. Autoimmune Erkrankungen der neuromuskuldren Synapse wie die Myasthenia gravis (MG)
mit Autoantikérpern gegen Acetylcholinrezeptoren (Newsom-Davis, 1988; Wang et al.,
2007) und das Lambert-Eaton-Syndrom (LEMS), bei dem Antikérper gegen
spannungsabhingige Kalziumkanile gebildet werden (Vernino, 2007, Wirtz et al., 2005,
Newsom-Davis, 2004; Lang et al., 2003a, b).
Diese Erkrankungen werden in den folgenden Kapiteln beziiglich der Fragestellung noch

ausfuhrlich besprochen.

1.6 Entziindliche und paraneoplastische Polyneuropathien

1.6.1 Guillain-Barré Syndrom (GBS)

Epidemiologie

Die jdhrliche Inzidenzrate des Guillain-Barré Syndroms (GBS) liegt verschiedenen Studien nach
zwischen 0,4 bis 4,0 (Median 1,3) pro 100000 Einwohner (Hahn, 1998; Hughes & Rees, 1997),
wobei Ménner leicht hiufiger betroffen sind als Frauen (5:4) (Hughes & Rees, 1997). Es gibt keine
regionalen Haufungen, und GBS kann in jedem Alter auftreten. Haufigkeitsgipfel finden sich jedoch
besonders oft bei jungen Erwachsenen, da in dieser Altersgruppe die Inzidenz von
Zytomegalievirus- und Campylobacter-jejuni- Infektionen hoch ist, sowie bei dlteren Menschen mit
geschwichter Immunabwehr (Alter 1990; Hughes & Rees, 1997).

Eine Enteritis mit Campylobacter jejuni oder eine Erkrankung der oberen Atemwege gehen dem
GBS sehr haufig (14%, Kuwabara et al. 2004; 45%, Hao et al., 1998; 66% GBS-Study-Group,
2000) voran, filhren aber nicht zwangslaufig zu einem GBS. Bei Patienten, die an einem GBS
erkrankten, nachdem diese eine C. jejuni-Enteritis hatten, konnte auf Gangliosiden von Neuronen
eine Struktur nachgewiesen werden, die den Lipopolysacchariden der Oberflichenmembran der C.
jejuni dhnlich ist (Sheikh et al., 1998). Die C. jejuni, die diese Struktur nicht besaflen, konnten bei

ihren Wirten kein GBS auslosen. Das Serum der Patienten, die an GBS erkrankten, ergab erhohte
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Anti-Gangliosid-Antikorper-Titer. Dies zeigt, dass Patienten, die GBS entwickeln, bestimmte
Vorraussetzungen in ihrer Immunantwort besitzen (Feasby & Hughes, 1998). Weitere Ursachen fiir
das Auftreten eines GBS konnen Impfungen sein, z.B. gegen HIN1-Grippe (Kuwabara, 2004),
Influenza, Hepatitis, Meningokokken (Schonberger et al.; 1979, Langmuir et al.; 1984, Breman et
al.; 1984, Marks et al.; 1980, Lasky et al. 1998; Souayah et al., 2007); hierbei betrug das Risiko bei
der Schweinegrippewelle 1976-77 etwa 7,6 Prozent (Safranek et al., 1991).

Pathogenese und Subtypen

GBS ist eine klinische Diagnose, die in mehrere pathomorphologisch und elektrophysiologisch
charakterisierbare Subtypen unterteilt werden kann (Feasby et al.; 1986; Griffin et al., 1995, 1996b).
Die Immunpathogenese ist jeweils unterschiedlich. Die Hauptformen sind die akute
inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (AIDP), die akute motorische axonale
Neuropathie (AMAN) sowie die seltene akute motorische und sensorische axonale Neuropathie
(AMSAN).

Bei Patienten mit GBS tritt in der akuten Krankheitsphase eine Erhohung der Antikorper-
konzentration im Serum (Ilyas et al., 1988; Hartung et al., 1995) sowie im Liquor auf (Mata et al.,
20006), die fiir die Symptome verantwortlich gemacht wird (Yuki et al., 1990; Chiba et al., 1993;
Kornberg et al., 1994). Seit Kusunoki et al. 1994 anti-Gangliosid Antikérper (anti-GalNAc-GDla
Antikdrper) in den Seren von GBS Patienten gefunden hatte, schlossen sich zahlreiche Studien an,
in denen diese Antikdrper weiter untersucht wurden (Kusunoki et al., 1994; Hao et al., 1999; Ang et
al., 1999; Kaida et al., 2000). Im Serum von Patienten mit rein motorischen und axonal bedingten
Ausfillen wurden IgG anti-GalNAc-GDla-Ak (Yuki et al., 1996) gefunden; bei Patienten, die
auBerdem Hirnnerven- und sensible Beteiligungen aufwiesen, wurden Antikérper vom IgM Typ
gefunden (Kaida et al., 2000, 2001). AuBerdem wurden folgenden Subtypen der Erkrankung
bestimmte Antikorper zugeordnet. GD1a-, GalNAc GDla- und GM1-Ak treten bevorzugt bei der
AMAN auf (Ilyas et al., 1988; Yuki et al., 1990, 1996; Ho et al., 1995; Lugaresi et al., 1997,
Buchwald et al., 2007; Kaida et al., 2003; Kuwabara et al., 1998). Bei einer Unterform, dem Miller-
Fisher Syndrom, sind am héufigsten GQ1b vorzufinden (Chiba et al., 1992, 1993; Yuki et al., 1993;
Halstead et al., 2004). Bei der akuten und chronischen sensiblen ataktischen Neuropathie finden
sich GD1b Antikorper (Willison et al., 1994; O'Leary and Willison, 1997; Eurelings et al., 2001;
Pan et al., 2001; Susuki et al., 2001), die auch an verschiedene Neurone in DRGs binden. Das
Verteilungsmuster bestimmter Ganglioside im Nervensystem bestimmt auch die klinischen

Symptome bei Patienten, die bestimmte Antikorpertypen in ihrem Serum aufweisen. Da die dulleren
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Augenmuskeln zum Beispiel eine besonders hohe Dichte des Gangliosids GQ1b aufweisen, ist es
verstdndlich, dass beim Miller-Fisher-Syndrom eine Ophthalmoplegie auftritt (Chiba et al., 1993).
Das Gangliosid GM1 ist unter anderen an Hinterwurzelganglien-Neuronen lokalisiert (Gong et al.,
2002).

In der folgenden Tabelle sind jeweils die von bestimmten Antikorpern bevorzugten Bindungsstellen

an Hinterwurzelganglienneurone bestimmter Grof3en aufgefiihrt.

Ganglioside | GDla-1 GDla-2b GD]a/]S?T]b GMI-2b GDI1b-1 GTI1b-2b
-2
Grofeder | 132/17,3% | 124/16,2% | 109/14,3% | 134/17,5% | 137/17,9% | 128/16,8%
Neurone
15-30um 8/70 (11) | 54/59 (91) | 47/50 (94) | 65/76 (85) | 12/69 (17) | 57/67 (85)
31-42um 7/31 (22) 7/38 (18) 25/27(92) | 15/33 (45) | 37/39 (95) | 31/33 (94)
43-60um 7/31 (22) 3727 (11) | 32/32 (100) | 15/25 (60) | 29/29 (100) | 28/28 (100)

Tabelle 1: Hinterwurzelganglienneuronen: Fdrbung mit sechs verschiedenen Antikérpern (Gong et
al. 2002)

Dies ist insoweit interessant, als in unserer Studie kleine Hinterwurzelganglien-Neurone mit einem
Durchmesser von 20 um (sieche Zeile 3 in der Tabelle) nach Antikérperapplikation untersucht
werden. Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass die kleinen Neuronen die Ganglioside GD1a-2b,
GD1a/GT1b-2b, GM1-2b und GT 1b-2b aufweisen.

Die AIDP ist in der westlichen Welt die hédufigste Form mit anteilsméBig 85-90% der Patienten
(Hadden et al., 1998). Elektrophysiologische und pathomorphologische Studien ergaben, dass die
Myelinscheiden das typische Ziel der Immunreaktion sind. Es erfolgt eine ausgeprigte
Lymphozyteninfiltration des peripheren Nervs und eine Makrophageninvasion der Myelinscheide
(Prineas, 1972, 1981). Zwei komplementdre Mechanismen hierzu werden aktuell diskutiert. Die
erste  Hypothese besagt, dass aktivierte Helferzellen mit speziellen Antigenen an die
Schwannzelloberflache bzw. Oberfliche der Myelinscheiden binden und aktivierte Makrophagen
anlocken. Diese setzen Entziindungsmediatoren wie Metalloproteinasen und andere toxische
Mediatoren, verletzten so die Schwannzelle und infiltrieren den peripheren Nerv (Pritchard et al.,

2007). Die Alternativhypothese besagt, dass Antikorper an Epitope der Schwannzelloberfliche



1.6 Entziindliche und paraneoplastische Polyneuropathien

binden, Komplement aktivieren und anschlieBend Makrophagen anlocken (Hughes et al., 2005;
Hafer-Macko, 1996).

Die Diagnose einer AIDP wird klinisch sowie durch den gleichzeitigen elektrophysiologischen
Nachweis einer Demyelinisierung gestellt (Hadden et al., 1998; Ho et al., 1995).

AMAN ist in China (Ho et al., 1995; McKhann et al., 1991, 1993) und Japan (Kuwabara et al.,
1998; Ogawara et al., 2000) die vorherrschende Form des GBS. Elektrophysiologische und
pathomorphologische Studien zeigten, dass es sich bei dieser Form um eine rein axonale
Neuropathie handelt. Daraus schlie8t man, dass der Wirkort die Membran des peripheren Nervs ist
(Griffin et al., 1996a,b) und die axonale Dysfunktion durch einen reversiblen Leitungsblock an den
Ranvier'schen Schniirringen (Kuwabara et al., 1998) hervorgerufen wird. Einer AMAN geht hiufig
eine Enteritis mit C. jejuni voraus, und im Serum treten Antigangliosid-Antikdrper (GM1, GM1b,
GDl1a, GalNAc-GDla) auf (Ogawara et al., 2000). Die Diagnose wird elektrophysiologisch gestellt
und zeichnet sich durch ein reduziertes Muskelaktionspotenzial ohne signifikanten Leitungsblock
aus (Hadden et al., 1998; Ho et al., 1995). AMSAN ist eine Variante des AMAN, bei der sowohl
motorische als auch sensible Nerven betroffen sind, was sich elektrophysiologisch als axonale

Degeneration zeigt (Griffin et al., 1996a,b).

Klinik

Paristhesien und Hypisthesien treten hédufig und frith im Krankheitsverlauf auf, sind jedoch nicht
obligat. Die klinische Hauptmanifestation ist Muskelschwiche, die sich mehr oder weniger
symmetrisch iiber eine Periode von einer oder zwei Wochen, selten auch ldnger, entwickelt. Obwohl
einige Patienten sich vollstdndig erholen, kann die Krankheit bis zur Tetraplegie und im Rahmen
einer Parese der Atemmuskulatur zum peripheren Atemversagen fithren. Auch autonome Stérungen

im Rahmen einer Beteiligung der N. vagus sind nicht selten. Die klinischen Ausprigungen kdnnen

zwischen den einzelnen Typen variieren (Van Doorn et al., 2008).

Therapie
Die Behandlung wird eingeteilt in eine symptomatische und eine spezifische Therapie. Zur
spezifischen Therapie gehort die immunmodulatorische Therapie mit Hilfe von intravendsen

Immunglobulinen und Plasmapherese.
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1.6.2 Chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP)

Epidemiologie

Die CIDP ist eine eigenstindige Erkrankung, besitzt aber klinische und pathogenetische Gemein-
samkeiten mit dem GBS. Die Unterschiede bestehen in dem meist schleichenden Beginn und dem
Ansprechen auf immunsuppressive Medikamente. Schiatzungen zufolge liegt die jahrliche Inzidenz-
rate der chronisch inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie bei 0,25-0,5 pro 100 000
und die Privalenz bei 1-2 pro 100 000 Einwohnern in der westlichen Welt. Die Erkrankung kann in
jedem Lebensalter auftreten und betrifft, wie das GBS, Ménner geringfiigig hdufiger als Frauen.

Infektionen gehen auch bei der CIDP in einem Drittel der Félle voraus (McCombe et al., 1987).

Pathogenese

Die CIDP ist eine erworbene, multifokale, proximal betonte, entziindliche und demyelinisierende
Erkrankung, die die Spinalnervenwurzeln, die Spinalnerven, grofere Plexus und proximale Nerven-
biindel befdllt. Sie kann auch intramuskuldre Nervenanteile, den Truncus sympathicus sowie
autonome Nervenendigungen betreffen (Dyck et al., 1993). Wie beim GBS findet sich eine durch
Antikorper hervorgerufene segmentale Demyelinisierung mit mononukledren Zellinfiltrationen der
Nervenwurzel und des peripheren Nervs. Bei 32% der Erkrankten liegt eine vorangegangene
Erkrankung der oberen Luftwege oder eine maximal 6 Monate zuvor durchgefiihrte, nicht néher
bezeichnete Impfung zu Grunde. Bei CIDP-Patienten lagen signifikant hohere Cytomegalievirus
(CMV)-Titer vor als bei gesunden Probanden (McCombe et al., 1987). Bird et al. (1996) und Weiss
et al. (1998) fanden eine erhohte Koinzidenz der Erkrankung bei Patienten, die Melanome
aufwiesen. Sowohl Melanozyten als auch Neurone entstammen Geweben ektodermalen Ursprungs.
Sie teilen deswegen einige Epitope wie GM3, GM2, GD3, GD2.

Fiir die Pathogenese entscheidend sind sowohl zelluldre als auch humorale Faktoren. Antikdrper
stehen im Verdacht eine CIDP auszuldsen, da viele Patienten von einer Plasmapherese therapeutisch
profitiert haben (Toyka & Hartung, 1996; Hahn et al., 1996; Dyck et al., 1986). Allen et al. konnten
2005 ebenfalls nachweisen, dass Antikorper an Antigene peripherer Nerven binden. Auflerdem
wurden IgG und IgM sowie Komplementablagerungen in Nervenbiopsien entdeckt (Dalakas et al.,
1980; Hays et al., 1988). Tiere, denen von Patienten plasmapheretisch entfernte IgG Antikorper
injiziert wurden, entwickelten CIDP typische elektrophysiologische und pathologische Befunde.
Diese wurden teilweise durch IgG allein, teils durch IgG in Verbindung mit Komplement ausgeldst

(Yan et al., 2000, 2001).
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Die pathogenetische Relevanz dieser Antikorper wurde unterstrichen, als Takigawa et al. (2000)
nachweisen konnten, dass das anti-GM1-Antiserum eines CIDP-Patienten signifikant innerhalb von
10 Minuten und nach 45 Minuten reversibel Natriumstrome in einer Nervenfaser einer Ratte
unterdriickte.

Klinik

Die Symptome entwickeln sich progredient bis zu 8 Wochen nach Beginn der Erkrankung, und
konnen fluktuieren. Es Dbesteht meist eine symmetrische generalisierte Schwéche.
Muskeleigenreflexe sind in spateren Stadien abgeschwicht oder fehlen ganz. Sensibilitdtsstorungen
treten haufig auf und konnen unterschiedliche sensible Qualititen betreffen. Bei 10% der Patienten
dominieren sensible Ausfille die Klinik. Typischerweise stehen Storungen der Tiefensensibilitdt im
Vordergrund. Schmerzen werden von 20%, Pardsthesien von mehr als 50% der Betroffenen
angegeben (McCombe et al., 1987; Boukhris et al., 2007). Bei 10-20% der Patienten finden sich
Beteiligungen sowohl sensibler als auch motorischer Hirnnerven (Kokubun & Hirata, 2007).
Tremor, meist ein Haltetremor, tritt bei einigen Personen auf (Said, 2006). Liquoruntersuchungen
zeigen erhohte FEiweilwerte und in  Verbindung mit den elektrophysiologischen
Untersuchungsbefunden kann die Diagnose gestellt werden (Said, 2006; Mata et al., 2006; Merkies
et al., 2009).

Therapie

Prednison ist wirksam (Dyck et al., 1982), Plasmapherese ist wirkungsvoll (Dyck et al.,1986; Hahn
et al., 1996) fiir die Zeit der Behandlung, kann jedoch nach Ende der Therapie zu einer erneuten
neurologischen Verschlechterung fiihren.

Auch i.v.Ig konnten in placebokontrollierten Doppelblindstudien eindeutig positive Effekte erzielen,
die bis 48 Wochen Wirksamkeit zeigten, insbesondere in der Langzeit-Intervalltherapie (van Doorn

et al., 1990; Eftimov et al., 2002; Merkies et al., 2009).

1.6.3 Paraneoplastische neurologische Syndrome (PNS)

Ubersicht

Paraneoplastische neurologische Syndrome sind eine Gruppe seltener Erkrankungen (weniger als
1% aller Tumorpatienten; Tishler et al., 2000) des Nervensystems, die im Verlauf einer Tumor-
erkrankung auftreten. Sie konnen vom Gehirn bis zum Muskel jede Struktur des Nervensystems

befallen (Dalmau & Posner, 1997). Da gegen Tumorzellen und das Nervensystem kreuzreagierende
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Antikorper beschrieben wurden, geht man von einer autoimmunen Atiologie der paraneoplastischen
Syndrome aus (Dalmau & Clouston, 1992). Neuropathien treten oft im Zusammenhang mit
Tumoren auf, aber echte paraneoplastische Polyneuropathien stellen klinisch und immunologisch
eine weitere heterogene Gruppe von Erkrankungen dar (Sillevis et al., 1995; Antoine et al., 1999).
Sie werden nicht durch Infiltration des Tumors oder durch Metastasen ausgelost und auch nicht
durch damit zusammenhdngende Mechanismen wie Koagulopathien, GefdBerkrankungen,
Infektionen oder metabolische Faktoren. Paraneoplastische Neuropathien konnen jede klinische
Manifestation haben, wobei das Denny-Brown-Syndrom, die subakute sensible Neuropathie, am
haufigsten vorkommt. Sie treten in zwei Drittel der Fille Monate bis Jahre vor der Diagnose des zu

Grunde liegenden Malignoms auf (Rojas et al., 2000).

Pathogenese und Subtypen

Da sowohl im Serum als auch im Liquor von Patienten mit paraneoplastischen Syndromen
antineuronale Antikorper gefunden wurden, geht man davon aus, dass es sich um autoimmune
Erkrankungen handelt (Newsom-Davis et al., 1999; Dalmau & Posner, 1997; Dalmau et al., 1999,
Darnell & Posner, 2006).
Proteine, die normalerweise nur an neuronalen Strukturen vorliegen, konnen auch von Tumoren in
groflem Malle exprimiert werden. Gegen den Tumor gerichtete Antikdrper kreuzreagieren dann mit
bestimmten Neuronen, was ein spezifisches neurologisches Symptom verursacht. Eine durch
Antigene hervorgerufene oligoklonale T-Zell-Antwort (Voltz et al., 1998) oder ein Zusammenbruch
der Immuntoleranz durch tumorassoziierte immunsuppressive Faktoren (Sutton & Winer, 2002)
werden als andere Mechanismen diskutiert.
Verschiedene Tumore sind mit bestimmten Antikorpern assoziiert. In Tabelle 2 sind die jeweiligen
Antikorper mit ihren Antigenen, den assoziierten paraneoplastischen Syndromen sowie den zu
Grunde liegenden Tumoren aufgefiihrt.
Abhingig von der Lage des Antigens unterscheidet man zwei Gruppen von paraneoplastischen
Syndromen:
1. Das Antigen ist an der Zelloberfliche lokalisiert (z.B. spannungsabhingige Kalziumkanile
beim Lambert-Eaton-Syndrom).
Diese Erkrankungen involvieren hauptsédchlich das periphere Nervensystem und verbessern
sich bei Tumorbehandlung oder Entfernung der Antikorper, unter anderem durch Plasma-
pherese oder i.v.Ig.

2. Das Antigen liegt intrazellulér (z.B. Hu-, NOVA-, CDR 2 und PCRI).
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Diese Erkrankungen konnen nicht durch Entfernung der Antikorper oder des Tumors

gebessert werden.

Antikorper Tumor Zielantigene Paraneoplastische
Syndrome
Anti-Hu Kleinzelliges Hu-Antigene 35-40 kDa in allen Enzephalomyelitis,
(ANNA-1) | Bronchialkarzinom neuronalen Zellkernen sensorische und autonome
(SCLC) Neuropathie

Anti-Ri Mammakarzinom | NOVA-1 und NOVA-2, 55 und 80 Zerebelldre Ataxie,
(ANNA-2) kD Antigene in neuronalen Myoklonus, Opsoklonus
Zellkernen im ZNS

Anti-Yo Ovar-, Uterus-, CDR 2/ PCRI 32/62 Antigene im Paraneoplastische

(APCA-1) | Mammakarzinom Purkinjezellzytoplasma Kleinhirndegeneration
Anti-Tr Hodgkin Lymphom Antigene im Paraneoplastische
Purkinjezellzytoplasma Kleinhirndegeneration
Anti-VGKC | Hodenkarzinom, a-Subtyp des Limbische Enzephalitis
SCLC, Thymom spannungsabhdngigen
Kaliumkanals Neuromyotonia congenita
Anti-VGCC SCLC spannungsabhdngiger Lambert-Eaton-Syndrom

Kalziumkanal vom P/Q-Typ an
der motorischen Endplatte

Anti- SCLC und Recoverin, ein photorezeptor- Paraneoplastische
recoverin | malignes Melanom spezifisches Ca-bindendes Retinopathie (CAR)
Protein

Tabelle 2: Ubersicht der wichtigsten Autoantikorper, der mit ihnen assoziierten Tumore, ihr

Zielgewebe und die hdufigsten mit ihnen verbundenen Paraneoplasien (modifiziert nach Vincent et
al., 1998).

Der héufigste Autoantikorper, der mit Paraneoplasien und dem kleinzelligen Bronchialkarzinom
assoziiert ist, ist anti-Hu. (Dalmau et al., 1992). Die hdufigsten mit dem anti-Hu Antikérper
assoziierten paraneoplastischen Neuropathien sind die Enzephalomyelitis, die sensorische und
autonome Neuropathie (Graus et al., 1986; Lennon, 1991; Greenlee et al., 1993). Ursdchlich hierfiir
ist eine Entziindung der Hinterwurzelganglienneurone durch entziindliche Infiltrate, neuronale
Degeneration, Proliferation von Satellitenzellen und konsekutive Waller'sche Degeneration des

Riickenmarks (Wanschitz et al., 1997). Bereits zuvor wurden in pathologischen Praparaten auch IgG
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Antikorper an Hinterwurzelganglienneuronen im Rahmen paraneoplastischer Syndrome gefunden
(Dhib-Jalbut & Liwnicz, 1986). In einer Studie zeigte sich, dass die Sensitivitdt von anti-Hu
Antikorpern fiir paraneoplastische sensible Neuropathien 82% und die Spezifitit 99% betragen
(Molinuevo et al., 1998).

Anti-Ri, welcher mit den NOVA-1 und NOVA-2 Antigenen reagiert, ist hauptsidchlich mit dem
Mammakarzinom assoziiert. Anti-Ri positive Patienten leiden an zerebelldrer Ataxie, Opsoklonus
und Myoklonus (Anderson et al., 1988; Luque et al., 1991).

Zwei Antikorper, die mit dem Zytoplasma der Purkinjezellen im Kleinhirn reagieren, werden bei
Patienten mit subakuter Kleinhirndegeneration beschrieben, der anti-Yo Antikorper tritt im
Zusammenhang mit gyndkologischen Tumoren auf (Jaeckle et al., 1985). Anti-Tr wurde bei
Hodgkin-Lymphom Patienten beschrieben (Graus et al., 1997a).

AntikOrper gegen spannungsabhingige Kalziumkanile vom P/Q Typ (anti-Ca,), die den Kalzium-
einstrom an der prasynaptischen Membran der motorischen Endplatte und somit die Acetylcholin-
freisetzung hemmen, werden beim Lambert-Eaton-Syndrom gefunden, welches bei kleinzelligem
Bronchialkarzinom auftritt (Motomura et al., 1997).

AntikOrper gegen spannungsabhédngige Kaliumkanéle treten bei der limbischen Enzephalitis und bei
der Neuromyotonia congenita im Rahmen von Thymomen, dem kleinzelligen Bronchialkarzinom
und Hodentumoren auf (Senties-Madrid & Vega-Boada, 2001).

Anti-Recoverin sind Autoantikorper, die gegen das photorezeptorenspezifische Ca’-bindende
Protein Recoverin in Photorezeptoren der Retina gerichtet sind. Sie treten bei Patienten mit SCLC
und malignen Melanomen auf und verursachen die paraneoplastische Retinopathie (CAR), welche
zur Erblindung fiihrt (Adamus et al., 1997; Dalmau et al., 1997).

AuBerdem existieren bisher als “atypisch® beschriebene antineuronale Antikdrper. Das sind
Antikorper, welche nicht anti-Hu, anti-R1 oder anti-Yo entsprechende Anfarbungen von Neuronen in
der Immunhistochemie zeigen (Blaes et al., 1998).

Antikorper gegen neuronale Strukturen zeigen in verschiedenen Studien eine hohe Spezifitit zur
Erkennung maligner und paraneoplastischer Erkrankungen (Moll et al., 1990; Dalmau et al., 1992;
Blaes et al., 1998).

Graus et al. (1997b) haben gezeigt, dass anti-Hu positive SCLC-Patienten eine bessere Prognose als
anti-Hu negative Patienten haben. Das gilt auch fiir andere Autoantikdrper bei Patienten mit einem

nicht kleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC) (Blaes et al., 2000).
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Der pathogene Effekt von Autoantikdrpern, die gegen die neuromuskuldre Synapse gerichtet sind,
ist nachgewiesen. Dagegen ist die Rolle der Autoantikdrper, die bei zentralnervosen para-
neoplastischen Syndromen auftreten, noch unklar. Bekannt ist, dass das Hu-Antigen von SCLC-
Tumorzellen und Ganglienzellen des zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert wird
(Dalmau et al., 1992), dass Hu-dhnliche Molekiile an der Zelloberfliche exprimiert werden konnen
(Tora et al., 1997) und dass der anti-Hu Antikérper in SCLC-Zelllinien internalisiert werden kann
(Senties-Madrid & Vega-Boada, 2001). Es ist jedoch nicht geklért, ob die anti-Hu Antikdrper eine
Zellschiadigung oder Funktionsstdrung bewirken. Tatsdchlich rief eine Immunisierung von Mausen
mit rekombinanten HuD-Antigen zwar hohe Titer von anti-Hu Antikérpern hervor, aber es gab
keinerlei Anhaltspunkte fiir neurologische Erkrankungen bei diesen Tieren. Auch eine Immuni-
sierung von Méusen mit dem Yo-Protein flihrte zu einer hochtitrigen Antikorperantwort gegen
dieses Protein, hatte aber keine neurologischen Dysfunktionen zur Folge (Tanaka et al., 1995). Eine
Injektion von anti-Hu IgG von Patienten mit paraneoplastischen Erkrankungen in Tiere ruft keine
klinischen Symptome hervor (Smitt et al., 1995).

Da diese Autoantikorper gegen intrazelluldre Antigene gerichtet sind, wird ihre Pathogenitét bei
Paraneoplasien kontrovers diskutiert (Greenlee et al., 1993; Hormigo et al., 1994; Jaeckle, 1985;
Verschuuren et al., 1997).

Klinik

Die Klinik wird durch das jeweils betroffene Gewebe definiert. Liquoruntersuchungen bei Patienten
mit peripherer PNS zeigen hohe Proteinspiegel und Leukozyten-, insbesondere Lymphozytenzahlen
(Stefansson & Arnason, 2000; Bunn & Ridgway, 1989; Posner & Furneaux, 1990).

Bei paraneoplastischen Syndromen konnen das Grof3- und Kleinhirn (z.B. limbische Enzephalitis
und paraneoplastische zerebelldre Degeneration), die Hirnnerven und Photorezeptoren (z.B.
paraneoplastische Retinopathie), das Riickenmark (z.B. Myelitis) und die Hinterwurzeln (z.B.
Guillain-Barré-Syndrom), die Spinalganglien und die peripheren Nerven (z.B. sensorische
Neuropathie), die neuromuskuldren Synapsen (z.B. Lambert-Eaton-Syndrom) und auch das

autonome Nervensystem (z.B. gastrointestinale Pseudoobstruktion) betroffen sein (Dalmau et al.,

1996; Sodhi et al., 1989).

Therapie

Es gibt zwei Therapieansitze bei paraneoplastischen Neuropathien. Einer besteht in der Entfernung

des auslosenden Tumors, ein zweiter besteht in einer immunmodulatorischen Therapie mit i.v.Ig,
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einer Plasmapherese oder auch immunsupprimierenden Medikamenten (Voltz, 2002; Blaes 1999).
Es hat sich jedoch gezeigt, dass unterschiedliche paraneoplastische Neuropathien unterschiedlich
gut auf die i.v.Ig ansprechen. Patienten mit einem Lambert-Eaton-Syndrom sprechen sehr gut auf
diese Therapie an, wohingegen Patienten mit Anti-Hu assoziierten Neuropathien nur vereinzelt

profitieren (Voltz, 2006).

1.6.4 Lambert-Eaton-Syndrom (LEMS)

Epidemiologie

Das Lambert-Eaton-Syndrom (LEMS) ist eine autoimmunologische Erkankung des peripheren
Nervensystems, die ebenfalls paraneoplastischer Genese sein kann. Das Erkrankungsalter liegt
zwischen 17 und 79 Jahren, wobei sich eine Hidufung bei Patienten {iber 40 Jahren findet (O Neill et
al., 1988). Minner sind haufiger betroffen als Frauen sowohl bei den Patienten mit als auch ohne
begleitenden Tumor (Elmqvist & Lambert, 1968; O Neill et al.,1988).

Hiufig auftretende Tumoren sind das kleinzellige Bronchialkarzinom sowie Non-Hodgkin-
Lymphome. Das paraneoplastische Syndrom wird oftmals vor dem Tumor entdeckt (ONeill et al.,
1988), so dass beim Auftreten der Erkrankung immer eine Tumorsuche indiziert ist. Bei 66% wurde
im Abstand von 5 Monaten bis 3,8 Jahren eine Tumorerkrankung gefunden, zwei Jahre nach Beginn
der Krankheit nimmt die Wahrscheinlichkeit einen bislang unentdeckten Tumor zu finden stark ab,
nach fiinf Jahren strebt sie gegen Null. Die Prognose der Erkrankung wird durch den Tumor
bestimmt (O Neill et al., 1988).

Pathogenese

LEMS ist eine autoimmunologische neurologische Erkrankung, bei der die neuronal stimulierte
Acetylcholinausschiittung an der neuromuskulidren Synapse vermindert ist (Lambert et al., 1961;
Lambert & Rooke, 1965; O'Neill et al., 1988). Patienten leiden zunédchst unter Skelettmuskel-
schwiche, herabgesetzten Muskeleigenreflexen und autonomer Dysfunktion. Eine autoimmune
Genese ergibt sich aus der Wirksamkeit eines Plasmaaustauschs oder einer Immunsuppression und
aus der Tatsache, dass durch passiven Transfer von IgG-Antikdrpern kranker Patienten in Miuse
diese ebenfalls erkranken (Lang et al., 1981; Lennon et al., 1982; Newsom-Davis & Murray, 1984).
Da hiufig gleichzeitig mit dem LEMS ein kleinzelliges Bronchialkarzinom auftrat, wurde
angenommen, dass gegen den Tumor gerichtete Antikorper im Serum zirkulieren (Lambert &

Rooke, 1965; O'Neill et al., 1988). Obwohl die klinischen Beschwerden bei LEMS Riickschliisse
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1.6 Entziindliche und paraneoplastische Polyneuropathien

auf verschiedene Angriffsorte fiir die Antikdrper zulassen, scheint die Sensitivitdt der
neuromuskuldren Synapse gegeniiber ACh nicht verdndert zu werden (Cull-Candy et al., 1980;
Lang et al., 1987). Auch die GroBe cholinerger Vesikel sowie Inhalte und intraterminale Prozesse
bleiben bei LEMS unverindert (Lang et al., 1984; Molenaar et al., 1982). Bereiche der Synapsen,
die spannungsabhingige Kalziumkanile (Cay) beinhalten sollen, sind bei Patienten mit LEMS
umorganisiert und zahlenmifBig reduziert (Engel et al,, 1980). In immunologischen und
funktionellen Studien konnte das Vorhandensein von Antikdrpern gegen spannungsabhingige
Kalziumkanéle (Cay) belegt werden.

Der Einstrom von Kalziumionen in die Nervenendigung ist notwendig fiir die Koppelung des
Aktionspotenzials zur ACh-Ausschiittung (Augustine et al., 1987; Katz & Miledi, 1970; Llinas et
al., 1976). Die herabgesetzte ACh-Freisetzung bei LEMS-Patienten kann mit einer (funktionellen)
Verminderung der Cay vom P/Q-Typ erkléart werden (Pinto, 2002).

Klinik

Das am haufigsten auftretende Symptom ist die proximal betonte, die untere Extremitit
bevorzugende Skelettmuskelschwiéche (Elrington et al., 1994; Lambert et al., 1961; Lambert &
Rooke, 1965; Wise & MacDermot, 1962). Nach Muskelkontraktion ist die maximale Kraft-
entfaltung groBer als wenn der Muskel aus der Ruhe heraus kontrahiert wird.

Muskeleigenreflexe sind abgeschwicht oder erloschen, konnen aber nach Muskelkontraktion
wieder auslosbar oder sogar verstérkt sein (Lambert et al., 1961; Lambert & Rooke, 1965; Wise &
MacDermot, 1962).

Autonome Dysfunktionen (trockener Mund, Impotenz, vermindertes Schwitzen, Obstipation,
Miktionsstérungen und Akkommodationsschwéche) treten bei 80% der Patienten auf (Henriksson et
al., 1977, Khurana et al., 1988; Lambert & Rooke, 1965; Rubenstein et al, 1979). Sensorische
Storungen sind selten.

Die elektrophysiologische Untersuchung zeigt typischerweise ein primér niedriges Muskelaktions-
potenzial, dessen Stromamplitude bei niedriger Reizrepetition (2-3Hz) weiter abnimmt. Nach
starker Willkiirkontraktion wird bei erneuter Reizung eine Zunahme der Stromamplitude beob-
achtet. Bei hoherfrequenter Reizung (20-50 Hz) steigt die Stromamplitude bei 95% der Patienten

um ein Mehrfaches an, was als Inkrement bezeichnet wird.
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Therapie

Die Patienten sprechen auf eine Therapie mit dem Kaliumkanalblocker 3,4-Diaminopyridin an.
Hierdurch wird indirekt die Freisetzung von ACh erhoht, da durch die erniedrigte Kalium-
leitfahigkeit das Aktionspotenzial verlingert wird. Die Therapie erfolgt mit Immunsuppressiva.
Wenn die Behandlung keinen Erfolg zeigt, kann ein Versuch mit Plasmapherese oder mit i.v.Ig

erfolgen.

1.6.5 Paraneoplastische limbische Enzephalitis

Pathogenese

Anders als bei den zuvor beschriebenen Neuropathien handelt es sich bei der limbischen
Enzephalitis (LE) um eine Erkrankung des zentralen Nervensystems. Die LE ist eine Erkrankung,
die idiopathisch oder paraneoplastischen Ursprungs ist, und héufig mit der Produktion von Auto-
antikdrpern einhergeht. Tumoren, die mit ihr assoziiert sind, sind das kleinzellige Bronchial-
karzinom, Hodenkarzinome und Brustkrebs (Gultekin et al., 2000). Die Hilfte der Patienten mit
kleinzelligem Bronchialkarzinom und LE weisen in ihrem Blut anti-Hu-Antikorper auf
(Alamowitch et al., 1997). Ahnlich wie bei der das periphere Nervensystem betreffenden
erworbenen Neuromyotonie oder dem Isaacs Syndrom finden sich hier Antikorper, die sich gegen
spannungsabhingige Kaliumkanéle richten. Im Falle der LE liegen die Antigene im Hippocampus,
im gyrus dentatus (Buckley et al., 2001; Vincent et al., 2004) und entsprechen den spannungs-
abhingigen Kaliumkanalsubtypen Kv 1.1 und Kv 1.2 (Rhodes et al.; 1996; Monaghan et al., 2001).
Es konnen aber auch andere Areale des Nervensystems betroffen sein. So kann die Erkrankung mit
einem Befall des limbischen Systems beginnen und {iber eine Meningoenzephalitis zu einer
Entziindung der Spinalganglienzellen fithren (Corsellis et al., 1968; Bakheit et al., 1990; Henson et
al., 1965). Assoziiert mit der LE sind zwei Arten von Antikorpern. Es gibt intrazelluldr gelegene
Antikorper wie anti-Hu, anti-Ma2 und CV2/CRMPS5 sowie Amphiphysin-Antikérper. Aullerdem
gibt es extrazelluldr gelegene Antikdrper wie die gegen spannungsabhingige Kaliumkanile und
NMDA-Antikorper, die in immunhistochemischen Untersuchungen auf Hippocampus und
Zerebellum nachgewiesen werden konnten (Tiiziin & Dalmau, 2007). Die fiir diese Studie
interessanten AntikOrper gegen spannungsabhidngige Kaliumkanéle sind in 30% der antikorper-
vermittelten LE vorhanden. In diesen Fillen liegen auch bei 30% der Patienten Tumoren vor.

Spannungsabhédngige Kaliumkanéle gibt es in zahlreichen Varianten, die noch nicht alle beschrieben

sind. Kv 1.1, Kv 1.2 und Kv 1.6 sind bereits identifiziert. Kv 1.1 und Kv 1.2 werden im peripheren
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1.6 Entziindliche und paraneoplastische Polyneuropathien

Nervensystem exprimiert, insbesondere juxtaparanodal an den Ranvier'schen Schniirringen und an
der neuromuskulidren Synapse (Devaux et al., 2004). Kv 1.2 treten bei 0-3 Tage alten Tieren zu
100% und bei bis zu 60 Tage alten Tieren zu 85-90% an Spinalganglienneuronen auf. Durch die
Blockade der spannungsabhédngigen Kaliumkanaile, die mit a-Dendrotoxin erfolgt, kommt es zu
einer erhohten Erregbarkeit bei Neuronen vom C-Typ und einer vermehrten Bildung von
Aktionspotenzialen bei Neuronen vom A-Typ (Glazebrook et al., 2002). Dies ist klinisch gut mit
einem vermehrten Schmerzempfinden vereinbar.

AntikOrper an spannungsabhidngigen Kaliumkanidlen (Kv) konnen immunhistochemisch auf
Xenopus Oozyten und speziell hergestellten Zelllinien nachgewiesen werden (Hart et al., 1997,
Kleopa et al., 2006). Es wurde nachgewiesen, dass Antikorper oder IgG Fraktionen Kaliumstrome
in Zellen, die den Kv 1.2 aufweisen (Sonoda et al., 1996), komplementunabhingig reduzieren
(Tomimitsu et al., 2004). Weiterhin gibt es bei motorischen und sensiblen Nerven unterschiedliche
Kaliumstrome, was sich in elektrophysiologischen Studien gezeigt hat (Wang et al, 1993; Sheng, et
al., 1992; Drewe et al., 1992; Veh et al., 1995). So konnte es sein, dass von bestimmten Patienten
Antikorper gegen Kaliumkanéle an motorische Nerven und bei einigen Patienten Antikdrper gegen
Kaliumkanéle an sensible Strukturen, wie sensible Nerven, Hinterwurzelganglien und Neurone des

zentralen Nervensystems binden (Kocsis et al., 1986; Applegate & Burke, 1989).
Klinik
Die LE ist eine Erkrankung, die klinisch mit einem Verlust des Kurzzeitgedédchtnisses, epileptischen

Anfillen, Wesensverdnderung und Verwirrtheit einhergeht.

Therapie

Primédr sollte bei der paraneoplastischen LE der zu Grunde liegende Tumor entfernt werden.
Weiterhin wirksam sind Corticosteroide, 1.v.Ig und Plasmapherese (Vedeler & Storstein, 2009). Je
nach Lage des Antikorpers sind die Ansprechraten auf die immunsupprimierende Therapie unter-
schiedlich. Bei Patienten mit Antikdrpern gegen spannungsabhingige Kaliumkandle betrdgt die
Ansprechrate 80%, (Tiiziin & Dalmau, 2007), bei Patienten, deren Antikorper intrazelluldr liegt, ist

sie bedeutend niedriger.
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1.6 Entziindliche und paraneoplastische Polyneuropathien

1.6.6 Neuropathien assoziiert mit monoklonalen Gammopathien

Pathogenese

Hierbei handelt es sich um eine heterogene Form von Neuropathien, die mit einer heterogenen
Gruppe monoklonaler Gammopathien assoziert sind.

Das Spektrum der monoklonalen Gammopathien umfasst die nicht malignen Gammopathien vom
Typ IgM, IgG und IgA sowie die malignen Gammopathien vom Typ des multiplen Myeloms, dem
Morbus Waldenstrom, der B-Zell-Leukdmie und der chronisch lymphatischen Leukimie.
Neuropathien treten hiufiger bei den nicht malignen Formen der Erkrankung auf. Die Prévalenz
steigt mit dem Alter von 0,1% in der dritten Dekade auf 3% in der achten Dekade und 19% bei tiber
95-Jahrigen (Axelsson et al., 1966; Radl et al., 1985, 1975; Kyle et al., 1972). Am hiufigsten (60%
der Fille) liegen bei den Gammopathien Antikdrper vom Typ IgG vor, je nach Literatur gleich
hiufig treten Antikdrper vom Typ IgM (10-27%) und vom Typ IgA (13-30%) auf (Radl, 1985; Kyle
et al., 1972; Ameis et al., 1976). Die assoziierten Neuropathien sind ebenfalls heterogen. Etwa 60%
der Neuropathien haben IgM M-Proteine, 30% weisen IgG M-Proteine auf und 10% IgA M-
Proteine (Gosselin et al, 1991; Yeung et al., 1991; Suarez & Kelly, 1993). Das in dieser Studie
vorliegende Serum wurde von einem Patienten entnommen, der an einer Gammopathie vom IgG-
Typ litt und Antikdrper vom IgG und IgM-Typ enthielt. Im weiteren Verlauf wird hierauf ndher
eingegangen.

Die Ursachen fiir Neuropathien von Patienten mit Gammopathien sind noch weitgehend ungeklért,
es finden sich jedoch Hinweise auf eine Kreuzreaktion von M-Proteinen, die in 50% der Fille anti-
MAG-Antikorpern entsprechen, mit neuronalen Antigenen wie dem myelinassoziierten Antigen.
Dieses befindet sich in der Myelinscheide zentraler und peripherer Nerven. Eine nachfolgende
Komplementreaktion fiihrt dann zu einer Nervenschiddigung. AuBerdem wird diskutiert, ob die
Nervenschiddigung durch einen sekundéren toxischen oder metabolischen Effekt hervorgerufen wird
(Ramchandren & Lewis, 2009). Hinweise auf die Immunpathogenese der Erkrankung ergaben sich
durch Haufungen von Antikérpern gegen neuronale Strukturen im Patientenserum, durch den
immunfluoreszenztechnischen Nachweis von Immunglobulinen und Komplement im Endoneurium
(Latov et al., 1988; Nobile-Orazio et al., 1994; Ellie et al., 1996) und durch die klinische Besserung
nach Plasmapherese oder im Rahmen einer Immunsuppression auftritt (Oksenhendler et al., 1995;
Notermans et al., 1996). Fiir eine autoimmune Genese sprechen ebenfalls die durch systemische

Applikation oder durch direkte neurale Injektion von Autoantikdrpern hervorrufbare
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1.6 Entziindliche und paraneoplastische Polyneuropathien

demyelinisierende Polyneuropathie (Hays et al., 1987; Tatum, 1993) bei Ratten. In pathologischen
Studien treten im Zusammenhang mit IgM-MAG-Antikorpern eine Erweiterung der Myelinlamelle
auf oder eine Ablagerung von IgM und Komplement an der Myelinscheide sowie eine segmentale
Myelinierung und Demyelinierung (Gross et al., 1983). Anti-Chondroitinsulfat-Antikorper rufen
intraneurale IgM-Ablagerungen hervor. Bei peripheren Nervenbiopsien wurden teilweise
Antikorper in  den demyelinisierten Myelinscheiden gefunden ohne Nachweis von

Entziindungszellen, was fiir einen primér Antikorper vermittelten Prozess sprechen konnte.

Klinik und Diagnostik

Elektrophysiologisch findet sind bei der monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz vom
IgG-Typ (IgG-MGUS) hiufig eine distale sensible Polyneuropathie. Manche Patienten weisen
hauptsdchlich eine small-fiber-Neuropathie mit ausgeprigten neuropathischen Schmerzen auf. In
anderen Fillen dhnelt das klinische und elektrophysiologische Bild dem einer CIDP. Teilweise
werden Antikorper vom IgG und IgM-Typ nachgewiesen, die gegen Antigene am neuronalen Axon
oder gegen die Oberfliche von Spinalganglienneuronen gerichtet sind (Gorson et al., 1997;
Quattrini et al., 1992).

Diagnostiziert werden monoklonale Gammopathien durch Serumproteinelektropherese und Immun-
elektropherese. In der Urinproteinelektropherese konnen Bence-Jones-Proteine nachgewiesen

werden.

Therapie

Therapeutisch wirksam sind i.v.Ig, Plasmapherese, Prednison oder Chemotherapeutika (Dyck et al.,

1991).

1.7 Anatomie der Spinalganglien

Spinalganglien oder Hinterwurzelganglien sind makroskopisch spindelformige Auftreibungen im
Bereich der hinteren Spinalnervenwurzel. Sie liegen bei der Ratte in den Foramina intervertebralia
proximal der Vereinigung der vorderen mit der hinteren Wurzel, und sind von den Riickenmarks-
hiuten umgeben. Die Hinterwurzeln enthalten iiberwiegend marklose Fasern und die Hinterwurzel-
ganglienzellen sind die ersten Neurone der afferenten sensiblen Fasern. Die Spinalganglien werden
von einer Bindegewebskapsel, dem Perineurium, umgeben und sind von mit Bindegewebe
umgebenen GefdBlen durchzogen. Die pseudounipolaren Neurone liegen zumeist am Rande des

Ganglions, den zentralen Teil bilden die Nervenfortsitze, die sich bei Austritt aus dem Ganglion in
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einen zentralen und einen peripheren Fortsatz aufteilen (Andres, 1961). Der zentrale Teil, das
urspriingliche Axon des Neurons, zieht als Hinterwurzel ins Riickenmark, der periphere Teil, der
sich aus einem in der Peripherie verzweigten Dendriten entwickelt hat, bildet den Spinalnerv. Die
Fortsétze lassen sich den Neuronen nicht immer direkt zuordnen, da sie oft ineinander verwunden
verlaufen und andere Neurone umschlingen. Die Neurone in den Ganglien werden von flachen bis
isoprismatischen Mantel- und Gliazellen umhiillt, die Axone distal des Ganglions werden von
Schwannzellen ummantelt (Pannese, 1960). In Spinalganglien unterscheidet man nach licht- und
elektronenmikroskopisch morphologischen Kriterien verschiedene Zelltypen. Eine Einteilung nach

Andres (1961) zeigt Tabelle 3.

Zelltyp | Zelldurch- Nissl-Substanz/ Zytoplasma Vorkommen
messer [LUm] [7o]
Al 40-75 Helles Zytoplasma, gleichmdf3ig verteilte Nissl-Schollen 37
A2 45 Weite, helle Neuroplasmazonen zwischen den Nissl-Schollen, 2

dicker markhaltiger Neurit

A3 30-40 Helles Zytoplasma, kleiner markhaltiger Neurit 7

Bl 25-40 Dunkles Zytoplasma, dadurch Maskierung der Niss!- 47
Schollen, diinne markarme/-lose Neuriten

B2 18-30 Geringer ausgeprdgte Maskierung der Nissl-Schollen 6

B3 <I8 Dunkles Zytoplasma 1

Tabelle 3: Morphologische Kriterien verschiedener Spinalganglienzellen (Ratte/Katze) nach Andres
1961

Den kleinen Neuronen (B1, B2 und B3) der Hinterwurzelganglien mit einem Durchmesser von etwa
20 mm sind die diinn myelinisierten Ad- (Hautafferenzen fiir Temperatur und Nozizeption) und die
marklosen C-Fasern (Hautafferenzen fiir Nozizeption) mit einer Leitungsgeschwindigkeit von 2 - 8
m/s, bzw. <lm/s zugeordnet. Ihre Somata weisen eine dunkle Farbung auf (Harper & Lawson, 1985
a, b; Villiere & McLachlan, 1996).

Die A-Typ-Zellen, grofle und mittelgroBe Neurone, reprasentieren die epikritische Sensibilitét
(Clark, 1926; Hirt, 1928) und die Somato- und Viszerosensibilitit. Aa- und AB-Fasern konnen den

groBeren helleren Neuronen zugeordnet werden. Fiir Ad-Fasern findet sich keine eindeutige
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Zuordnung zu einer bestimmten Zellgrofe bzw. —farbung (Harper & Lawson, 1985 a, b; Reeh et al.,
1987). In dieser Arbeit wurden hauptsédchlich kleine Spinalganglienneurone vom Typ B1, B2 und

B3 untersucht.

1.8 Fragestellung

Das Guillain-Barré-Syndrom, die chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
und paraneoplastische Polyneuropathien sind Erkrankungen, die mit Schmerzen einhergehen
konnen.

Patienten mit Guillain-Barré-Syndrom klagen iiber nichtlich betonte (Ropper et al. 1984) starke
Schmerzen mit unterschiedlichen Charakteristika und Lokalisationen (Riickenschmerzen 33%,
interskapuldr 28%, muskuldr (24%), radikuldre Schmerzen (18%) und schmerzhafte Par- und
Dysisthesien (Ruts et al., 2007; Moulin et al., 1997; Trojaborg 1998)). Da schmerzleitende Fasern
weder dick myelinisiert sind noch Acetylcholin als Neurotransmitter agiert, liegt wahrscheinlich ein
anderer Pathomechanismus zu Grunde als eine primédre Demyelinisierung.

Auch die chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie ist eine Erkrankung, in
deren Verlauf schmerzhafte Episoden auftreten konnen (Boukhris 2007; McCombe et al., 1987),
ohne dass der Pathomechanismus dafiir bekannt ist.

Bei paraneoplastischen Polyneuropathien, bei denen in der Pathogenese ebenfalls Autoantikorper
gegen neuronale Strukturen eine Rolle spielen, treten ebenfalls Schmerzen auf (Oki et al., 2007;
Camdessanché et al., 2002), so dass auch hier geklart werden muss, ob Antikdrper diese direkt
auslosen, indem sie an kleine Neurone in Hinterwurzelganglien (DRG) binden oder ob Komplement
und zelluldre Mechanismen zusétzlich vorhanden sein miissen (Vernino, 2007).

Da der Mechanismus zur Schmerzentstehung bei entziindlichen und paraneoplastischen Neuro-
pathien ungeklart ist, jedoch eine therapeutische Bedeutung haben kann, soll in dieser Arbeit unter-
sucht werden, ob die von humanen Individuen gebildeten IgG Antikorper, die beim Guillain-Barré-
Syndrom, der chronischen inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie und bei para-
neoplastischen Polyneuropathien vorkommen, nicht nur an bestimmte Epitope des priméren
sensorischen Neurons von Ratten binden, sondern dort auch eine antikoérpervermittelte Reaktion
ausldsen.

Neben den IgG Antikdrpern, die aus dem Serum erkrankter Patienten (siehe Tabelle 4) isoliert

wurden, werden als Negativkontrollen Antikdrper vom Typ IgG klinisch gesunder Probanden und
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1.8 Fragestellung

als Positivkontrolle Antikorper, die gegen spannungsabhéngige Kalziumkanile gerichtet sind, von
Patienten mit einem Lambert-Eaton-Syndrom getestet.

Im voltage-clamp Modus werden bei verschiedenen Potenzialen die durch Antikdrper vermittelten
akuten Verdnderungen der gesamten Einwérts- und Auswirtsstrome untersucht. Im current-clamp
Modus werden die Aktionspotenziale abgeleitet, die sich nach Anlage eines Stroms bilden. Diese
werden nach Applikation der IgG-Fraktionen hinsichtlich der verdnderten Ruhepotenziale, der
Schwelle zur Auslosung von Aktionspotenzialen (threshold), ihrer Dauer und Amplitude
ausgewertet. Neurone, die wihrend eines 40 ms dauernden Reizes in der Lage waren, mehrere
Aktionspotenziale zu bilden, wurden auBlerdem iiber eine Dauer von 1000 ms gereizt, um die

Verénderung der Feuerfrequenz nach Antikdrperapplikation zu dokumentieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientengruppen und Probenzusammenstellung

In dieser Arbeit wurden IgG-Fraktionen aus Seren und Plasmapheraten, die jeweils im Rahmen der
Therapie anfielen, von insgesamt 14 Patienten und sechs gesunden Probanden verwendet. Die
untersuchten IgG-Fraktionen verteilen sich auf verschiedene Erkrankungsgruppen. Diese wurden
anhand von klinischen Angaben, einem klinisch neurologischen Untersuchungsbefund,
elektrophysiologischen Untersuchungen sowie laborchemischen Parametern, die allesamt aus den
Arztbriefen der Patienten wihrend der entsprechen Aufenthalte in der neurologischen

Universititsklinik GieBen entnommen wurden, in Tabelle 4 zusammengestellt.

Patient/ Erkrankung Autoantikorper i.d. | Anzahl der unter- Betroffenes
Geschlecht Immunfluoreszenz suchten Zellen System

1w Gesund 4

2w Gesund 4

3w Gesund 2

4w Gesund 4

SM Gesund 4

6 M Gesund 3

7M LEMS VGCC P/Q-Tip | 5 (1,5 g/l) 6(0,5 g/l) Motorik
/4 Limbische Enzephalitis VGKC 4

IM GBS 8 Motorik
10M GBS 12 Sensomotorik
1w GBS 5 Sensomotorik
127 GBS 7 Sensomotorik
I3M GBS 4 Sensomotorik
4w CIDP 6 Motorik
15w CIDP 6 Sensomotorik
16 ? PNP 3 Motorik
17M PNP anti-Hu 5 Motorik
18w PNP anti-Hu 4 Sensomotorik
I9M PNP 6 Sensomotorik
207 PNP IgM 5 Sensorik

Tabelle 4: Klinische Daten der untersuchten Patienten
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2.2 IgG Aufreinigung
2.2 1gG Aufreinigung

Die IgG-Fraktionen wurden aus dem Serum oder Plasmapheraten gewonnen.

Dazu wurde das Serum bzw. das Plasmapherat mit einem Glycinpuffer (0,1 molar) pH 9 im
Verhiltnis 1:2 bzw. 1:3 verdiinnt und auf eine Protein G Saule (Pharmacia Hi Trap) aufgetragen. An
diese binden die IgG Antikorper mit threm Fc-Teil. Das restliche Serum wurde mit Glycinpuffer
pH 9 herausgewaschen. Im nédchsten Schritt wurde die Proteinsdule mit einem Glycinpuffer (0,1
molar) pH 2,7 gespiilt, um die gebundenen Antikérper in Milliliterfraktionen aus der Sdule zu
eluieren. Bei 280 nm Wellenldnge wurde im Photometer die Extinktion bestimmt, und nur die
Fraktionen, die einen supramaximalen Wert erzielten, wurden verwendet. Um den pH-Wert der
IgG-Fraktionen wieder auf physiologische Werte einzustellen, wurden sie in einen semipermeablen
Dialyseschlauch gefiillt und im Volumenverhéltnis 1:200 gegen PBS-Puffer (Phosphate-Buffered
Saline, pH 7,4) dialysiert. Dieser Schritt wurde insgesamt flinfmal fiir jeweils 24 Stunden
durchgefiihrt. Danach wurden die IgG-Fraktionen gegen HEPES-Puffer (pH 7,4) im Verhéltnis
1:100 nochmals 24 Stunden dialysiert. Nach der Dialyse wurde der IgG Wert nephelometrisch
bestimmt und auf eine bestimmte Konzentration verdiinnt, die in den jeweils durchgefiihrten

Experimenten angegeben ist.

2.3 Lodsungen

2.3.1 Die Innenlésung

Die Innenlésung fiir die Patchpipette enthielt 10 mmol/l HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-
ethansulfonsédure)) als Puffer und wurde mit KOH-Losung mit einer pH-Elektrode (Ingold
Elektrode, Merck, Deutschland) auf einen pH-Wert von 7,30 eingestellt. Die Substanzen wurden bei
der Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen) bezogen. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht iiber die

Zusammensetzung.
Losungsname Na* K" Ca** Mg Chelator Puffer
High-K; 5 155 1 3 10 EGTA 10 HEPES

Tabelle 5: Zusammensetzung der Innenlésung (Konzentrationen in mmol/l)

25



2.3 Losungen
2.3.2 Ubersicht der AuBenlésungen

Die Kontroll-CO,-Lésung wurde mit Carbogen-Gas (95% O,, 5% CO,) auf einen pH zwischen 7,25
und 7,30, die HEPES-L6sung wurde mit 10 mmol/l HEPES auf einen pH-Wert von 7,40 eingestellt
(Tabelle 6). Um ein Aufschdumen der IgG-Fraktionen durch die Begasung zu vermeiden, wurden
diese mit HEPES-Losung gepuffert, da diese zur pH-Wert Einstellung keine Begasung benétigt. Die
erste Messung wurde immer in der Kontroll-CO, gepufferten Losung durchgefiihrt, die daraufhin

gegen Kontroll HEPES getestet wurde.

Losungsname Na* K" Ca™ Mg Glucose Puffer
Kontroll-CO, 141 5,6 2,2 1 11 25 NaHCO3
Kontroll-HEPES 141 5,6 2,2 1 11 10 HEPES

Tabelle 6: Zusammensetzung der Auflenlosung (Konzentrationen in mmol/l); Anionen entsprechen
Chloridionen.

2.3.3 Praparation der Ganglienzellen

Fiir die Schnittpraparation wurden Hinterwurzelganglien von Laborratten (Wistar) aus der Zucht
des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universtitit verwendet, und wie beschrieben
prapariert (Safronov et al., 1996). Das Tdten der Ratten erfolgte gemiB3 den Bestimmungen des
Deutschen Tierschutzgesetzes (25.05.1998, §7). Hierbei wurden zwischen drei und neun Tage alte
weibliche und minnliche Ratten gleichermallen verwendet. Sie wurden dekapitiert und sofort in
eine mit eiskalter (2-6° C) Kontroll- CO, gefiillte Petrischale gelegt, die stindig mit Carbogen-Gas
(95% Sauerstoff, 5% Kohlenstoffdioxid) begast wurde. Die folgenden Préparationsschritte fanden
unter den genannten Bedingungen statt, um durch die niedrige Temperatur den Sauerstoffverbrauch
und den Schadstoffanfall in der Zelle zu vermindern und durch die Carbogenbegasung den
Sauerstoffgehalt und den pH-Wert der Prédparationslosung zu gewéhrleisten. Dann wurde von
kaudal aus die Wirbelsdule als Ganzes herausgeschnitten. Unter einer Lupe (6,4- bis 40-fache
Vergroferung, Wild M3, Heerbrugg, Deutschland) wurde dann mit Hilfe von Irisschere und Pinzette
der Spinalkanal von ventral her gedffnet. Die Vorder- und Hinterwurzeln wurden vorsichtig mit der
Schere durchtrennt und das Riickenmark aus dem Spinalkanal entnommen, wobei die Spinal-
ganglien in den Intervertebrallochern verblieben. Von distal aus wurden bis zu fiinf lumbale Spinal-

ganglien dann mit einer Pinzette an den Spinalnerven aus den Intervertebrallochern gezogen.
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2.3 Losungen

Anschlieend wurden die Nervenfortséitze abgetrennt und die Ganglien von ihrer Bindegewebshiille
befreit.

Die Ganglien wurden in 40° C warmen und fliissigen Agar gebettet. Dieser Agar (2%, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) wurde zuvor in 20 ml carbogenisierter Ringer-
16sung unter stindigem Riihren zweimalig aufgekocht und auf 40° C abgekiihlt.

Das Becherglas mit den in Agar eingebetteten Ganglien wurde nun in eine 23%ige NaCl-Losung
gestellt, die zuvor mehrere Stunden im Eisfach auf —18 bis —22° C abgekiihlt war, bis der Agar fest
wurde. Beachtet wurde, dass die Ganglien von allen Seiten gut mit Agar bedeckt waren und der
Agar nicht am Becherglas festfror.

Anschliefend wurde der Agar als Ganzes aus dem Becherglas herausgeldst und die Ganglien mit
einer Skalpellklinge grob quadratisch umschnitten. Unter der Lupe wurden die Quader zu
Pyramiden zurechtgeschnitten, wobei die Ganglien sich etwa in der Mitte befanden. Nun wurden
die Pyramiden mit der Pinzette aus der Préparierschale genommen und kurz an der Basis
getrocknet, damit der Kleber besser haftete. Mit Acrylcyanat (,,Sekunden-Alleskleber, UHU
GmbH, Biihl, Deutschland) wurden die Pyramiden an der Basis auf ein Metallplédttchen geklebt,
welches in die Halterung des Vibratoms (FTB 1.4, Ulrich Meier, Bensheim, Deutschland)
eingespannt wurde.

Diese Halterung besteht aus einer runden Aluminiumschale mit Metalluntersatz, welcher iiber einen
Magneten am Vibratom befestigt ist. Auch die Schale des Vibratoms war mit eiskalter begaster
Ringerlosung gefiillt. Nun wurde das Messer (Rasierklinge, Wilkinson) in einem Winkel von 15°
zur Horizontalen festgestellt und parallel zur Basis der Agarstiicke ausgerichtet. Die Schnitt-
geschwindigkeit betrug 3-4 mm/min, die Schichtdicke der Schnitte betrug 150 pm, womit die
Schnitte mechanisch stabil genug und unter dem Mikroskop ausreichend lichtdurchldssig waren.
Die beim Slicen mit dem Vibratom entstandenen Schnitte wurden mit einer Glaspipette in ein mit
begaster Ringerlosung gefiilltes Becherglas gegeben und dieses 30 Minuten lang im Wasserbad
(Colora Kryothermostat WKS5, Colora Messtechnik GmbH, Lorch, Deutschland) bei 37° C
inkubiert. Danach konnten sie in begaster Losung bis zu zehn Stunden bei Temperatur (ca.
21-25° C) aufbewahrt werden. Eine mit Standard-Losung gefiillte Pasteur-Pipette diente dem

Transport der Schnittpréparate in die Experimentierkammer.
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2.4 Die patch-clamp Technik

Alle Experimente in dieser Arbeit beruhen auf der patch-clamp Technik (Hamill et al., 1981), die
von Neher und Sakmann 1976 zuerst beschrieben wurde. Thnen gelang es, mit Hilfe von Elektroden,
die sich in speziell hergestellten Pipetten befanden, einen Abdichtwiderstand zur Zellmembran im
Gigaohmbereich zu erzielen und mit einer entsprechenden Verstarkertechnik Stréme im pA-Bereich
darzustellen.

Ein Teil der Experimente wurde im voltage-clamp Modus, der Spannungsklemme, durchgefiihrt,
dessen Grundlagen von Huxley, Hodgkin und Katz beschrieben wurden (Hodgkin & Huxley, 1952
a-d; Hodgkin et al., 1952).

Als Vereinfachung der voltage-clamp Methode kann man die Zellmembran als elektrischen
Schaltkreis annehmen, bei dem die Doppellipidschicht als Kondensator, der lonenkanal als
Widerstand und das Membranpotenzial als Spannungsquelle betrachtet wird. Aus dem elektrischen
Widerstand der Pore kann man iiber eine Wheaton'sche Briickenschaltung mit der Messelektrode
deren Leitfahigkeit berechnen. Die Membran kann man somit als RC-Glied vereinfacht darstellen.
Wihrend des voltage-clamp Modus wird das Potenzial {iber der Membran durch den Riick-
koppelungsmechanismus des patch-clamp Verstirkers bei einem innerhalb von Grenzen beliebig
einstellbaren Potenzial konstant gehalten und der iiber die Zellmembran flieBende Ausgleichsstrom
mit dem Verstirker gemessen. Dieser Ausgleichsstrom besteht aus dem Strom durch die Ionen-
kandle und dem Leckstrom, der iiber den Abdichtwiderstand flie8t. Einen Gigaseal erreicht man,
indem ein Unterdruck an die Pipette angelegt wird, durch den der Abdichtwiderstand sprunghaft auf
bis zu 100 GQ ansteigt (cell attached Konfiguration) und der Membranfleck unter der Pipette von
dem Rest der Zellmembran nahezu komplett elektrisch isoliert ist.

Durch von dem eingestellten Potenzial ausgehende depolarisierende Potenzialspriinge koénnen
spannungsabhingige lonenkandle aktiviert werden, worauthin sich die Leitfdhigkeiten fiir
bestimmte Ionen dndern. Im current-clamp Modus wird ein Membranpotenzial aufgezeichnet,
nachdem mittels der Elektrode Strom in die Zelle appliziert wird. Entgegen dem voltage-clamp
Modus, in dem das Membranpotenzial von dem Untersucher vorgegeben wird, kann es im current-
clamp Modus variieren und der Verstirker zeichnet auf, was die Zelle selbst generiert oder nach
Stimulation auftritt. Mit Hilfe des current-clamp Modus kann die Reaktion einer Zelle auf Strome

untersucht werden, die ein Aktionspotenzial auslosen kann.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einer patch-clamp Anordnung (nach Grufs 1998)

Mit der patch-clamp Technik kdnnen vier verschiedenen Sealkonfigurationen gemessen werden.

Fiir die Experimente wurde die whole-cell Konfiguration verwendet. Bei dieser wird nach Erreichen
des Gigaseals in der cell-attached Konfiguration mit Hilfe eines Unterdrucks auf die Pipette die
Zellmembran angesogen. Diese reift an dieser Stelle durch und somit ist ein elektrischer Zugriff auf

die ganze Zelle moglich.

Abbildung 3: Spinalganglienneuron mit patch-Pipette, Messbalken entspricht 10 um
(eigenes Beispiel)

29



2.5 Versuchsstand

2.5 Versuchsstand

2.5.1 Experimentierkammer

Die Experimentierkammer (Werkstatt, Physiologisches Institut, Justus-Liebig-Universitit Gie3en)
besteht aus einer 2 mm dicken, im Durchmesser 30 mm grofen Delrinscheibe (Kriiger, Hamburg),
in die in der Mitte ein Loch mit einem Durchmesser von 8§ mm gefrédst ist. Das Volumen der
Kammer betrdgt etwa 1,5 ml. Der Boden wird aus einem mit Silikonkleber festgeklebten
Deckglidschen gebildet (Abb. 3).

In das Innere der Kammer miindet eine Zuleitung (Werkstatt, Physiologisches Institut, Justus-
Liebig-Universitidt GieBen), die aus einer speziell gebogenen Kaniile aus inertem Material mit
einem Innendurchmeser von 0,8 mm besteht. Von drei verschiedenen Perfusorspritzen (50 ml), die
sich in einer Halterung im oberen Teil des Versuchsstandes befinden, erhilt die Zuleitungskaniile
iiber einen Verteiler (Werkstatt, Physiologisches Institut, Justus-Liebig-Universitit GieBBen), die
jeweilige Testlosung. Die Absaugung der AuBenlosung aus der Experimentierkammer erfolgt
ebenfalls iiber eine speziell gebogene Metallkaniile mit einem Innendurchmesser von 0,5 mm
(Werkstatt, Physiologisches Institut, GieB3en), die durch einen Teflonschlauch mit einer einen Unter-
druck erzeugenden Pumpe (Wisa, Wuppertal) verbunden ist. Die Zulaufgeschwindigkeit betrigt
etwa 3,5 ml pro Minute, die Ablaufgeschwindigkeit liegt geringgradig hoher, damit im Abfluss-
schlauch Luftblasen auftreten, die eine Antennenwirkung und somit elektrische Storungen in der
Kammer verhindern sollen. Der Schnitt wird mit Hilfe eines Grids, das einem mit ca. vier bis fiinf
Einzelstringen eines Zahnseidefadens bespannten Platinrahmens entspricht, am Boden der

Experimentierkammer fixiert.
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Abbildung 4: Die Objektkammer in Aufsicht und Querschnitt. Das Schnittprdparat befand sich in
der Kammer und wurde von einem mit Zahnseidefdden bespannten Gitter (grid) aus Platindraht am
Boden der Kammer gehalten. In dieser Kammer wurden alle patch-clamp Experimente
durchgefiihrt. Modifiziert nach Gruf3, 1998.

2.5.2 Pipetten

Die Pipetten wurden aus Borosilikatglas (GC150F-7,5, mit Filament, Clark Medical Instruments,
Pangbourne, England) hergestellt, da es wegen seiner geringen Leitfdhigkeit und seiner giinstigen
kapazitiven Eigenschaften sehr gut fiir patch-clamp Registrierungen geeignet ist. Die Rohpipetten
wurden aus Kapillaren von 75 mm Léinge (AuBendurchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser
0,86 mm) hergestellt, wobei mit Hilfe eines Horizontalziehers (Modell P97, Instrument Co., Sutter,
USA) in mehreren Stufen gezogen wurde (pulling).

Diese wurden unmittelbar vor der Verwendung ,.feuerpoliert unter mikroskopischer Kontrolle

mittels eines von Strom durchflossenen Platindrahtes (0,127 mm, Johnson Matthey GmbH,
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2.5 Versuchsstand

Karlsruhe, Deutschland), der von einer Glaskugel eingeschlossen war. Die so erhaltenen Pipetten
hatten einen Eingangswiderstand von 3-4 MQ, gemessen in der Badlosung (CO,-Kontrolllosung)
AnschlieBend wurden die Pipetten von der Riickseite durch 2 ml oder 5 ml Spritzen mit
aufgesetzten Filtern (0,2 um, Renner, Dannestadt, Deutschland) und speziellen nicht
metallisierenden Nadeln (Microfil, World Precision Instruments, Berlin, Deutschland) mit der
Innenlosung (Kap. 2.3.1) befiillt.

Dabei wurde die Pipette nur so weit gefiillt, dass der Elektrodendraht etwa 3-4 mm tief in die
Losung eintaucht, wodurch das Hintergrundrauschen und der Offset-Spannungsfehler verringert
wurden.

Als Pipettenelektrode und als Badelektrode dienten Silberdréhte (0,5 mm, Johnson Matthey GmbH,

Karlsruhe, Deutschland), die regelméBig in 1 molarer KCl- Losung chloriert wurden.

2.5.3 Manipulator, Pipettenhalter und Mikroskop

Der Pipettenhalter bestand aus Kunststoffen mit relativ hoher Dielektrizitdtskonstante, um das
Rauschen moglichst gering zu halten. Das hydrophobe Oberflichenmaterial (Delrin, Kriiger,
Hamburg, Deutschland) sollte die einzelnen Anteile vor einem Wasserfilm schiitzen. Dieser Halter
wurde auf einem dreiachsigen Mikromanipulator (ZSS 32-200-1.2, Mairzhduser, Wetzlar,
Deutschland) in einem Winkel von 30-50° gegen die Horizontale, montiert. Gesteuert wurde der
Mikromanipulator mit einer Handsteuerung (3-Achs-Joystick).

Das Mikroskop, ein aufrechtes Immersionsmikroskop (Axioskop FS, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit einer VergroBerung bis zu 400-fach war auf einem schwingungsgedimpften
Tischgestell (T250, Physik Instruments, Waldbrunn, Deutschland) montiert. Die Objektive sind vom
Mikroskop elektrisch isoliert, um Stérungen bei der Signalableitung des Ionenflusses zu vermeiden.
Mit Hilfe einer Videokamera (WV-BP500, Panasonic Deutschland GmbH, Deutschland), die das
Bild auf einen Bildschirm (WV-5410N, Panasonic Deutschland GmbH, Deutschland) iibertrug,

konnte die Zelle wihrend des gesamten Experiments weiter beobachtet werden.

2.5.4 Verstarker

Als patch-clamp Verstirker diente ein Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City, USA) mit
einem Verstirkungsbereich von 0,5-500 mV/pA. Mit diesem Verstirker kdnnen Strome bis zu 20 nA
gemessen werden und Potenziale von —200 bis +200 mV konnen an die Zellmembran gelegt

werden. Die Daten wurden vom Rechner {iber den Digital-Analog Wandler (Digidat 1200A, Axon
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Instruments, Foster City, USA) via Axopatch zur Headstage (CV201 AU, Axon Instruments, Foster
City, USA) in die Pipette iibermittelt. Zuerst wurde mittels kleiner Impulse der Pipettenwiderstand
ermittelt. Die bei whole-cell Ableitungen durch die Reizimpulse entstehenden relativ groflen
kapazitiven Strome konnten in zwei Zeitbereichen direkt elektronisch kompensiert werden. Die
Signale wurden durch den eingebauten Tiefpass-Filter des Axopatch 200A (-3 dB, 4-Pol Bessel)
und eine weitere Tiefpass-Filtereinheit mit Filterfrequenzen von 0,5-20 kHz (-3dB, 10-Pol Bessel,

Werkstatt Physiologisches Institut, Giessen, Chip: Maxim Integrated Products, USA) gefiltert.

2.5.5 Aufzeichnungs-, Auswertungs- und Darstellungsverfahren

Die experimentellen Rohdaten wurden mittels eines AD/DA-Wandlers (Digidat 1200A, Axon
Instruments, Foster City, USA) und der Aufzeichnungssoftware (Clampex 9, Axon Instruments,
Foster City, USA) auf dem Computer aufgezeichnet und gespeichert. Danach konnten sie graphisch
dargestellt und ausgewertet werden.

Mit dem Programm Clampfit (9, Axon Instruments, Foster City, USA) erfolgte die Ausmessung der
Stromamplituden und die Kurvenanpassung.

Ein Teil der Kurvenanpassung, die statistische Auswertung und die graphische Darstellung wurden
mit Origin (Version 7, Microcal Software Inc., Northampton, USA) durchgefiihrt. Die schema-
tischen Abbildungen wurden mit Corel Draw (Version 8, Corel, Ottawa, Kanada) erstellt. Alle Werte
sind als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des Mittelwertes) angegeben. Wenn die Fehlerbalken
kleiner waren als die Symbolgrofle, wurden diese im Graphen weggelassen. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mit Hilfe des gepaarten Students t-Test. Das Signifikanzniveau betrdgt 0,05.

Alle Potenziale in den Experimenten sind als tatsdchliche transmembranire Potenziale angegeben.
In den voltage-clamp Experimenten wurde zur Bestimmung des unspezifischen Leckstroms und zur
Korrektur der verbliebenen kapazitiven Artefakte 10 Potenzialspriinge in hyperpolarisierende
Richtung durchgefiihrt und die so erhaltenen passiven Membranantworten wurden gemittelt mit
einem Korrekturfaktor zu den Originalregistrierungen addiert. Die Originalregistrierungen in den

Abbildungen sind mit dieser Korrektur dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung von Neuronen mit Hilfe der patch-clamp Technik

In dieser Arbeit wurde anhand von 107 kleinen oberfldchlich gelegenen Neuronen aus Hinter-
wurzelganglien mit Hilfe der patch-clamp Technik an Diinnschichtpréparaten der akute Effekt von
Antikorpern verschiedener Polyneuropathien auf lonenkandle untersucht. Hierbei wurde aus
Patientenserum bzw. Plasmapherat aufgereinigtes IgG einer definierten Konzentration fiir jeweils
drei Minuten mit einer Flussrate von 3,0 ml/min iiber die sich in der Objektkammer befindlichen
Schnittpréparate geleitet, so dass der Inhalt der Objektkammer mehrfach ausgetauscht wurde. Zur
Kontrolle der Untersuchung diente IgG, das aus dem Serum von gesunden Probanden isoliert
wurde. Im voltage-clamp Modus wurden die Gesamteinwérts- und Auswaértsstrome gemessen, in
der current-clamp Einstellung wurden Ruhepotenziale, Schwellen und Dauer von Aktions-
potenzialen sowie bei repetitiv feuernden Neuronen die Feuerfrequenz betrachtet. Hierbei wurden

alle Aktionspotenziale gewertet, deren Spitze grofler als 0 mV waren.

3.2 Ergebnisse der gesunden Probanden

Fiir diese negative Kontrollgruppe wurde das Serum von neurologisch phianotypisch unauffilligen
menschlichen Individuen (davon 2 ménnliche und 4 weibliche) verwendet. Die Aufreinigung des
Serums erfolgte mit Hilfe einer Protein G-Sédule wie in Kapitel 2.2 beschrieben. Die Abbildung 5 ist
ein typisches Beispiel fiir voltage-clamp Registrierungen eines Spinalganglienneurons vor, wahrend
und nach der Applikation des IgGs einer Probandin der Kontrollgruppe. Ausgehend von einem
Haltepotenzial von -80 mV wurden 15 Potenzialspriinge um jeweils 10 mV bis + 70 mV durch-
gefilhrt und die Strome abgeleitet. AnschlieBend wurde jeweils ein Korrekturfile durchgefiihrt
(sieche Kapitel 2.5.5) und von den Stromen subtrahiert. Abgebildet sind die korrigierten
Registrierungen. Die negativ dargestellten Strome sind einwérts gerichtete Strome, also zu einem
groBen Teil Natrium- und eventuell Kalziumstrome. Die positiven StrOme reprasentieren zum
groflen Teil die spannungsabhidngigen Kaliumstrome. In dieser Studie werden die Gesamtstrome
betrachtet. Die Auswertung der Strom/Spannungskurven erfolgt jedoch getrennt fiir Einwérts- und
Auswirtsstrome. Bei einem gesunden Probanden erwarten wir keine antikorpervermittelte

Alteration der Strome an den Spinalganglienneuronen.
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Abbildung 5: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1g/l von einer gesunden Probandin fiir drei
Minuten superfundiert wurden. Auflenlésung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit
Aspartat. Temperatur 23°C, Haltepotenzial E= - 80 mV.

In Abbildung 6 sind die Strom-Spannungskurven (I/U-Beziehung) der gesamten gemittelten
Auswirtsstrome (links), die hauptséchlich die Kaliumstrome repriasentieren, und der Peakeinwarts-
strome (rechts), die Natriumstrome und Kalziumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus
Registrierungen im voltage-clamp Modus generiert. Bei den Auswartsstromen wird der Durch-
schnittswert der Stromamplitude zwischen 180 und 200 ms normiert zur maximalen Strom-
amplitude bei einem Potenzial von E =+ 70 mV und in Beziehung zum Testpotenzial gesetzt. Bei
den Einwirtsstromen werden die Peakstrome gemittelt und zum maximalen Wert der Strom-

amplitude (E = 10 mV) normiert und in Beziehung zum Testpotenzial gebracht.
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Abbildung 6: A.B. I/V-Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitts-
wert bei 180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem
Experiment fiir die Auswdrtsstrome und 10 mV fiir Einwdrtsstrome.

Bei den gesunden Probanden konnte, wie erwartet, weder eine signifikante Verdnderung der
Auswirtsstrome (Kontroll-HEPES 6481 + 676 pA; Kontroll-HEPES und IgG 6268 + 571 pA;
Auswasch mit Kontroll-HEPES 6187 + 629 pA) noch der Einwirtsstrome vor oder nach IgG-
Einwasch gefunden werden (Kontroll-HEPES -4157+432 pA; Kontroll-HEPES und IgG
-3886 + 460 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -3518 + 463 pA).

Die Abbildung 7 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-
ganglienneurons vor, wahrend und nach der Applikation des IgGs einer Probandin der Kontroll-
gruppe. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der 0 mV

QGrenze.
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Abbildung 7: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einer gesunden Probandin fiir drei
Minuten superfundiert wurde. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei

E = 0 mV am Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt.

Ruhepotenzial 51,8 mV Auflenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat.
Temperatur 23°C.

Aus den Originalregistrierungen im current-clamp Modus werden die durchschnittllichen Werte
berechnet und in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Grafik links). Als Aktionspotenzialschwelle
wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein vollstindiges
Aktionspotenzial ausgelost wurde (Grafik in der Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es
wurde tiber eine manuell gewdhlte Linge von 5 ms vor Auslésung eines Aktionspotenzials im
current-clamp Modus gemessen (Grafik rechts). Es sind jeweils der Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwertes angegeben.

Das Ruhepotenzial, die Schwelle zur Ausldosung von Aktionspotenzialen und die Aktionspotenzial-
dauer waren ebenfalls wie erwartet vor und nach IgG-Applikation nicht signifikant verdndert
(p<0,05). Das Ruhepotezial betrug in Kontroll-HEPES -52,4 + 2,1 mV, in Kontroll-HEPES und
IgG -51,8 £ 1,6 mV und im Auswasch mit Kontroll-HEPES -52.2 + 1,9 mV. Die Schwelle zum
Auslosen von Aktionspotenzialen betrug in Kontroll-HEPES 0,23+ 0,04 nA, in Kontroll-HEPES
und IgG 0,22 + 0,03 nA und im Auswasch mit Kontroll-HEPES 0,21 + 0,03 nA. Die Dauer des
Aktionspotenzials wurde ebenfalls nicht signifikant verdndert von 4,7 0,29 ms in Kontroll-
HEPES auf 4,4+ 0,29 ms in Kontroll-HEPES mit IgG und 4,5+ 0,30 ms im Auswasch mit
Kontroll-HEPES.
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3.3 Positive Kontroligruppen

3.3.1 Lambert-Eaton Syndrom (LEMS)

Nachdem durch Antikérper humaner gesunder Probanden keine signifikanten und relevanten
Veranderungen der gemessenen Parameter auffielen, wurde mit einer Positivkontrolle getestet, ob
iiberhaupt durch Antikorper akute und komplementunabhéngige Verinderungen der neuronalen
Ionenfliisse innerhalb von drei Minuten ausgeldst werden konnten. So wurde aus dem Plasmapherat
eines Patienten mit LEMS und nachgewiesenen Kalziumkanal-Antikorpern vom PQ-Typ die IgG-
Fraktion isoliert und getestet. In einer Konzentration von 1,5 g/l und einer Geschwindigkeit von
3 ml/min wurde die Immunglobulinfraktion iiber die Spinalganglienschnitte geleitet. Die
Abbildung 9 ist ein typisches Beispiel fiir voltage-clamp Registrierungen eines Spinal-
ganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit einem
Lambert-Eaton-Syndrom. Ausgehend von einem Haltepotenzial von - 80 mV wurden 15 Potenzial-

spriinge um jeweils 10 mV bis + 70 mV durchgefiihrt und die Stréme abgeleitet.
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Abbildung 9: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1,5 g/l von einem Patienten mit LEMS fiir
drei Minuten superfundiert wurden. Auflenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit
Aspartat. Temperatur 23°C, Haltepotenzial E= - 80 mV.

In Abbildung 10 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswiértsstrome (A), die
hauptsidchlich die Kaliumstrome reprasentieren, und der Einwirtsstrome (B), die groftenteils
Natriumstrome und Kalziumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus Registrierungen im
voltage-clamp Modus generiert. Bei den Auswértsstromen wird der Durchschnittswert der Strom-
amplitude zwischen 180 und 200 ms normiert zur maximalen Stromamplitude (E =+ 70 mV) und
in Beziehung zum Potenzial gesetzt. Bei den Einwirtsstromen werden die Peakstrome gemittelt und
zum maximalen Wert der Stromamplitude (E = 10 mV) normiert und in Beziehung zum Potenzial

gebracht.
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Abbildung 10: A.B. I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstrémen zum jeweiligen Potenzial.
Auflenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat. Temperatur 23°C, Halte-
potenzial E = - 80 mV. IgG von einem mdnnlichen Patienten mit LEMS wurde verwendet.

A. Bei Patienten mit Lambert-Eaton-Syndrom, die Antikdrper gegen spannungsabhingige Kalzium-
kandle vom P/Q-Typ aufweisen, konnte bei den Stromamplituden der Einwértsstrome eine
signifikante (p<0,05) reversible Erniedrigung bei 10 mV (Kontroll-HEPES -4186 + 377 pA;
IgG(LEMS) + Kontroll-HEPES -3124 + 432 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -4034 + 432 pA)
gezeigt werden. Dies ist als Hinweis auf eine Kalziumkanalblockade zu werten.

B. Bei den Stromamplituden der Auswirtsstrome konnte bei 40 mV keine signifikante Verdnderung
gemessen werden. (In Kontroll-HEPES 7589 + 1248 pA, in IgG(LEMS) + Kontroll-HEPES 9593 +
2527 pA und im Auswasch mit Kontroll-HEPES 7627 & 1342 pA).

Die Abbildung 11 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-

ganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit LEMS.

Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle .
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Abbildung 11: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1,5 g/l von einem Patienten mit LEMS fiir drei
Minuten superfundiert wurden. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei
E=0mV am Aktionspotenzial am zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt. Ruhepotenzial
-52,4 mV. Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat. Temperatur 23°C.

An den hier abgebildeten Originalregistrierungen lassen sich keine Unterschiede hinsichtlich der
Aktionspotenzialdauer in den verschiedenen Experimenten nachweisen. Auch wenn man die
Mittelwerte aus den gesamten Experimenten betrachtet, die in Abbildung 12 dargestellt sind, lassen

sich keine signifikanten Unterschiede der gemessenen Parameter finden.
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Abbildung 12: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E = 0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Graph links). Als Aktionspotenzialschwelle
wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein vollstindiges
Aktionspotenzial ausgelost wurde (Graph Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde
tiber eine manuell gewdhlte Linge von 5 ms vor Ausllosung eines Aktionspotenzials im current-
clamp Modus gemessen (Graph rechts). Mittelwert + Standardfehler.

Trotz der signifikanten Verminderung der Einwértsstrome unter IgG-Applikation waren das Ruhe-
potenzial, die Schwelle zur Auslésung von Aktionspotenzialen und die Aktionspotenzialdauer und
-amplitude vor und nach IgG-Applikation nicht signifikant verdndert. Das Ruhepotenzial
verminderte sich von -50,8+ 1,4 mV in Kontroll-HEPES auf -59,1+3,7mV in IgG auf
-52,6 £ 1,6 mV im Auswasch mit Kontroll-HEPES, die Aktionspotenzialschwelle betrug in
Kontroll-HEPES 0,39 £+ 0,06 nA, in I[gG+HEPES 0,39 + 0,07 nA und im Auswasch mit Kontroll-
HEPES 0,40 + 0,06 nA. Die Aktionspotanzialdauer wurde in IgG von 5,3+ 0,9 auf4,4+ 1,1 ms
reduziert und stieg im Auswasch mit Kontroll-HEPES auf 4,7 + 0,8 ms an. Die Amplitude des
Aktionspotenzials betrug in Kontroll-HEPES 55,0+5.4 mV, in Kontroll-
HEPES+IgG.54,0 = 3,9 mV und im Auswasch 51,5 + 3,5 mV (ohne Abbildung).
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3.3 Positive Kontrollgruppen

Aullerdem wurde als Kontrolle das IgG von Patienten mit Lambert-Eaton Syndrom in einer
Konzentration von 0,5 g/l verwendet. Hier ist paradoxerweise nach IgG-Applikation bereits in den

Originalregistrierungen eine Verminderung der Auswértsstrome zu beobachten.

200 ms

70 mV

- — -80mVv

IgG(LEMS)+ Auswasch mit
Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES 2nA
100 ms

Abbildung 13: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG-Antikorpern der Konzentration 0,5 g/l eines Patienten mit LEMS fiir drei
Minuten superfundiert wurde. Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit
Aspartat. Temperatur 23°C, Haltepotenzial E= -80 mV.

In Abbildung 14 sind die Strom-Spannungskurven analog zu den Untersuchungen in einer
Konzentration mit 0,5 g/l dargestellt. Hier ldsst sich eine signifikante partiell reversible Reduktion

sowohl der Auswirtsstrome als auch der Einwértsstrome erkennen.
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Abbildung 14: A.B. I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durch-
schnitt bei 180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem
Experiment. Aufenlésung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat. Temperatur
23°C, Haltepotenzial — 80 mV. Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, p<0,05.

A. Analog zu den Experimenten mit IgG von Patienten mit LEMS und einer Konzentration von
1,5¢g/l kann auch in einer deutlich geringeren Konzentration, ndmlich 0,5 g/l bei den
Einwértsstromen bei 0 mV (Kontroll-HEPES -3506 + 1467 pA; IgG(LEMS)+Kontroll-HEPES
-2471 £ 1139 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -2950 = 1382 pA) eine signifikante Erniedrigung
gezeigt werden (p<0,05).

B. Zusitzlich dazu konnte auch bei den Auswirtsstromen bei 40 mV (Kontroll-HEPES
5338 £ 1314 pA; IgG(LEMS)+Kontroll-HEPES 4211 + 1052 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES
5055 + 1311 pA) eine partiell reversible signifikante Reduktion nachgewiesen werden (p<0,05).

Die Abbildung 15 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-
ganglienneurons vor, wahrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit LEMS.
Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bei

einem 40 ms dauernden Reiz.
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Abbildung 15: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikérpern der Konzentration 0,5 g/l von einem Patienten mit LEMS fiir drei

Minuten superfundiert wurden. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei
E =0 mV am Aktionspotenzial bei dem 2. Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt. Ruhepotenzial

-40,7 mV. Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat. Temperatur 23°C.

Die Aktionspotenzialdauer, die Aktionspotenzialschwelle und die Héhe des Ruhepotenzials werden

im current-clamp Modus gemessen und in Abbildung 16 visualisiert.
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Abbildung 16: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E = 0 mV am
zweiten Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Graph links). Als
Aktionspotenzialschwelle wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein
Aktionspotenzial ausgelost wurde (Graph Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde
tiber eine manuell gewdhlite Linge von 5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im current-
clamp Modus gemessen (Graph rechts). Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes.

Das Ruhepotenzial verminderte sich nicht signifikant (Kontroll-HEPES -49.3 +23 mV,
IgG(LEMS)+Kontroll-HEPES -43,0 +4,0 mV, Auswasch mit Kontroll-HEPES -49 +2.9 mV)
(p<0,05); die Schwelle zur Auslésung von Aktionspotenzialen (Kontroll-HEPES 0,2 & 0,04 nA,
IgG(LEMS)+Kontroll-HEPES 0,2 + 0,04 nA, Auswasch mit Kontroll-HEPES 0,19 + 0,03 nA) und
die  Aktionspotenzialdauer (Kontroll-HEPES 6,6 £0,9 ms, IgG(LEMS)+Kontroll-HEPES
8,7+ 1,8 ms, Auswasch mit Kontroll-HEPES 6,6 + 1,2 ms) waren vor und nach Applikation des
LEMS 1IgG mit einer Konzentration von 0,5 g/l trotz signifikanter Verminderung der
Einwirtsstrome und Auswiértsstrome nicht signifikant verdndert. Die Amplitude des
Aktionspotenzials allerdings verringerte sich reversibel und signifikant (Kontroll-HEPES
53,0+4,0 mV, Kontroll-HEPES+IgG 43,3 +2,5mV und im Auswasch 53,0 +3,3 mV; keine
Abbildung; p<0,05).
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3.3 Positive Kontrollgruppen

Interessant ist, dass sich unter den untersuchten Neuronen einige befanden, die in der Lage waren,
bei einem 1000 ms langen Reiz repetitiv Aktionspotenziale zu bilden. Abbildung 17 zeigt die

Aktionspotenziale eines solchen Neurons.
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Abbildung 17: Impulsprotokoll und current-clamp Originalregistrierungen, die durch eine
Depolarisation von 1000 ms in Kontroll-HEPES, IgG(LEMS)+Kontroll-HEPES sowie im
Auswasch in Kontroll-HEPES ausgeldst wurden mit einer Konzentration von 0,5 g/l (Graph links).
Ruhepotenzial -42,5 mV. Gemittelte Anzahl der Aktionspotenziale und Standardfehler des
Mittelwertes iiber alle Experimente (n=2), in denen mehrere Aktionspotenziale ausgeldst werden
konnten (Graph rechts).

Nach Applikation von IgG eines Patienen mit LEMS in einer Konzentration von 0,5 g/l konnte eine

reversible Erniedrigung der Feuerfrequenz gezeigt werden. Die Anzahl der Aktionspotenziale wurde

in der ersten Registrierung oberhalb der Schwelle bestimmt.
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3.3.2 Anti-Kaliumkanal-Antikorper bei limbischer Enzephalitis

Eine weitere Positivkontrolle wurde mit dem Plasmapherat von Patienten mit AntikGrpern gegen
spannungsabhingige  Kaliumkanédle verwendet. Das Plasmapherat wurde vor der
Immunglobulinisolation an der Protein G-Séule im Verhéltnis 1:3 mit Glycinpuffer verdiinnt, wie in
Kap. 2.2 beschrieben aufgereinigt und gegen PBS-Puffer und HEPES-Puffer dialysiert. In einer
Konzentration von 1 g/l und einer Geschwindigkeit von 3 ml/min wurde die Immunglobulinfraktion
iiber die Spinalganglienschnitte geleitet. Abbildung 18 ist ein typisches Beispiel fiir voltage-clamp
Registrierungen einer Spinalganglienzelle vor, wéhrend und nach Applikation des IgGs eines
Patienten mit Anti-Kalium-Kanal-Antikérpern. Ausgehend von einem Haltepotenzial von -80 mV

wurden 15 Potenzialspriinge um jeweils 10 mV bis +70 mV durchgefiihrt und die Strome abgeleitet.

200 ms

70 mV

[ uS——

Kontroll-HEPES IgG(anti-K )+ KAufWﬁSHCE Fr>nElts
Kontroll-HEPES ontroll- Q 5 A
75 ms

Abbildung 18: Impulsprotokoll und voltage-clamp Original-Registrierungen eines Hinterwurzel-
ganglienneurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einer Patientin mit anti-
Kaliumkanal-Antikérpern fiir drei Minuten superfundiert wurden. Aufenlosung Kontroll-HEPES,
Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat. Temperatur 23°C, Haltepotenzial E= -80 mV.
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In Abbildung 19 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswartsstrome (A), die haupt-
sdchlich die Kaliumstrome reprisentieren, und der Einwértsstrome (B), die groftenteils Natrium-

strome darstellen, abgebildet.
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Abbildung 19: A.B. I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt
bei 180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler. IgG von einer Patientin mit anti-Kaliumkanal-
Antikorpern wurde verwendet.

A. Bei der Patientin mit Anti-Kaliumkanal-Antikorpern konnten weder bei den Auswértsstromen
bei 40 mV (Kontroll-HEPES 6405 + 1 pA; IgG(K,)+Kontroll-HEPES 6202 + 1285 pA; Auswasch
mit Kontroll-HEPES 5381 + 1631 pA) noch bei den

B. Einwiértsstromen bei 10 mV (Kontroll-HEPES -4473 + 1414 pA; I1gG(K,)+Kontroll-HEPES
-4231 + 1252 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -3204 + 953 pA) eine signifikante Verdnderung

an den Hinterwurzelganglienneuronen gemessen werden (n=4 Zellen).

Die Abbildung 20 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-
ganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit Anti-Kalium-
kanal-Antikorpern. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial am zweiten Impuls oberhalb der

Schwelle.
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Abbildung 20: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglienneu-
rons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einem Patienten mit anti-Kaliumkanal-
Antikorpern fiir drei Minuten superfundiert wurden. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-
clamp Modus bei E=0 mV am Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle
bestimmt. Ruhepotenzial -56,3 mV. Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit
Aspartat. Temperatur 23°C.

Die Aktionspotenzialdauer, die Aktionspotenzialschwelle und die Héhe des Ruhepotenzials werden

im current-clamp Modus gemessen und sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Abbildung links). Als
Aktionspotenzialschwelle wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein
Aktionspotenzial ausgelost wurde (Abbildung Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es
wurde tiber eine manuell gewdhlte Linge von 5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im
current-clamp Modus gemessen (Abbildung rechts). Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes.

Das Ruhepotenzial war in Kontroll-HEPES mit -54,9 £ 1,3 mV, in IgG(K,)+Kontroll-HEPES mit
-55,5+£09mV und im Auswasch mit Kontroll-HEPES mit -50,5+ 5,9 mV nicht signifikant
verandert worden. Die Schwelle zur Auslosung von Aktionspotenzialen betrug in Kontroll-HEPES
0,4+ 0,1 nA, in IgG(K,)+Kontroll-HEPES 0,53 = 0,17 nA und im Auswasch mit Kontroll-HEPES
0,3+ 0nA. Die Aktionspotenzialdauer (Kontroll-HEPES 5,66 0,56 ms, in IgG(K,)+Kontroll-
HEPES 4,81 + 0,19 ms und im Auswasch mit Kontroll-HEPES 4,77 + 0,15 ms) war vor und nach
IgG-Applikation ebenfalls nicht signifikant verdndert. Auch die Amplitude der Aktionspotenziale
war nicht signifikant alteriert (Kontroll-HEPES 49,7 +4,6 mV, Kontroll-HEPES+IgG
50,9 +£ 0,05 mV, Auswasch 51,7 £ 0,8 mV; ohne Abbildung).
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3.4 Guillain-Barré-Syndrom

3.4 Guillain-Barré-Syndrom

3.4.1 Guillain-Barré-Syndrom mit rein motorischer Komponente

Fir diese Experimente wurde das Plasmapherat eines Patienten, der nur eine motorische
Beteiligung im Laufe ihrer Erkrankung aufwies, in einer Konzentration von 2g/l und einer
Geschwindigkeit von 3 ml/min iiber die Schnitte in der Objektkammer geleitet. Abbildung 21 ist ein
typisches Beispiel fiir voltage-clamp Registrierungen einer Spinalganglienzelle vor, wihrend und
nach Applikation des IgGs eines Patienten mit einem rein motorischen Guillain-Barré-Syndrom.
Ausgehend von einem Haltepotenzial von -80 mV wurden 15 Potenzialspriinge um jeweils 10 mV

bis +70 mV durchgefiihrt und die Strome abgeleitet.

200 ms

70 mV

Kontroll-HEPES IgG(GBS _)+  Auswasch mit
Kontroll-HEPES Kontroll-% A
75 ms

Abbildung 22: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglienneu-
rons, das mit IgG Antikérpern der Konzentration 2 g/l eines Patienten mit motorischem GBS fiir
drei Minuten superfundiert wurden. Auffenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit
Aspartat. Temperatur 23°C, Haltepotenzial E= -80 mV.
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3.4 Guillain-Barré-Syndrom

In Abbildung 23 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswartsstrome (A), die haupt-
sdchlich die Kaliumstrome repriasentieren, und der Einwértsstrome (B), die Natrium- und Kalzium-

strome darstellen, abgebildet.

Motorisches GBS
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Abbildung 23: I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt bei
180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler. IgG von einem mdnnlichen Patienten mit
motorischem GBS wurde verwendet.

Bei Patienten mit Guillain-Barré-Syndrom mit nur motorischer Beteiligung zeigten weder die
Auswirtsstrome bei 40 mV (Kontroll-HEPES 4729 + 753 pA; 1gG(GBS,)+Kontroll-HEPES
4841 + 901 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES 4776 + 856 pA) noch die Einwértsstrome bei 0 mV
(Kontroll-HEPES -3456 + 7212 pA; 1gG(GBS,,)tKontroll-HEPES -3092 + 730 pA; Auswasch mit
Kontroll-HEPES -3009 + 752 pA) eine signifikante Verdnderung.

Die Abbildung 24 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-

ganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit motorischem

GBS. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial am zweiten Impuls oberhalb der Schwelle.
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3.4 Guillain-Barré-Syndrom
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Abbildung 24: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einem Patienten mit motorischem
GBS fiir drei Minuten superfundiert wurden. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp
Modus bei E=0 mV am Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt.

Ruhepotenzial -61,2 mV Auflenlésung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat.
Temperatur 23°C.

Aus den Aufzeichnungen im current-clamp Modus wurden die Aktionspotenzialdauer, die Aktions-

potenzialschwelle und die Hohe des Ruhepotenzials bestimmt und gemittelt in den folgenden
Diagrammen dargestellt.

55



3.4 Guillain-Barré-Syndrom
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Abbildung 25: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (links). Als Aktionspotenzialschwelle wurde
im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein Aktionspotenzial ausgelost wurde
(Mitte). Es wurde tiber eine manuell gewdhlte Linge von 5 ms vor Auslosung eines
Aktionspotenzials im current-clamp Modus gemessen (rechts). Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes angegeben.

Das Ruhepotenzial (Kontroll-HEPES -52,6 £2,2 mV; IgG(GBS,,)+Kontroll-HEPES
-50,7 +2,3 mV; Auswasch mit Kontroll-HEPES -52,0 2,2 mV), die Aktionspotenzialschwelle
(Kontroll-HEPES 0,14 + 0,1 nA; IgG(GBS,)+Kontroll-HEPES 0,1 + 0,0 nA; Auswasch mit
Kontroll-HEPES 0,1 +£0,0 nA) und die Aktionspotenzialdauer (Kontroll-HEPES 4,9 + 0,3 ms;
IgG(GBS,)+Kontroll-HEPES 4,9 + 0,2 ms; Auswasch mit Kontroll-HEPES 4,84+0,3 ms) waren vor
und nach IgG-Applikation nicht signifikant verdndert. Auch die Aktionspotenzialamplitude war vor
und nach Einwasch der Immunglobulinfraktionen nicht signifikant verdndert (Kontroll-HEPES

57,6 £ 6,2 mV, IgG+HEPES 58,7 + 6,4 mV, Auswasch 58,8 + 3,8 mV (nicht abgebildet).
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3.4 Guillain-Barré-Syndrom

3.4.2 Guillain-Barré-Syndrom mit sensomotorischer Komponente

Fiir diese Experimente wurden die IgG-Fraktionen von vier Patienten, die eine sensible Beteiligung
in Form von Schmerzen im Laufe ihrer Erkrankung hatten, in einer Konzentration von 1 g/l und
einer Geschwindigkeit von 3 ml/min iiber die Schnitte in der Objektkammer geleitet. Abbildung 26
ist ein typisches Beispiel fiir voltage-clamp Registrierungen einer Spinalganglienzelle vor, wahrend
und nach Applikation des IgGs eines Patienten mit einem sensomotorischen Guillain-Barré-
Syndrom. Ausgehend von einem Haltepotenzial von -80 mV wurden 15 Potenzialspriinge um

jeweils 10 mV bis +70 mV durchgefiihrt und die Strome abgeleitet.

200 ms

70 mV

Kontroll-HEPES IgG(GBS )+ Auswasch mit
Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES
~ _]2nA
75 ms

Abbildung 26: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1g/l eines Patienten mit sensomotorischer
Beteiligung bei Guillain-Barré Syndrom fiir drei Minuten superfundiert wurden.
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3.4 Guillain-Barré-Syndrom

In Abbildung 27 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswiértsstrome (A), die
hauptsdchlich die Kaliumstrome reprasentieren, und der Einwirtsstrome (B), die Natrium- und
Kalziumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus Registrierungen im voltage-clamp Modus
generiert. Bei den Auswirtsstromen wird der Durchschnittswert der Stromamplitude zwischen 180
und 200 ms normiert zur maximalen Stromamplitude (E=+70 mV) und in Beziehung zum Potenzial
gesetzt. Bei den Einwirtsstromen werden die Peakstrome gemittelt und zum maximalen Wert der

Stromamplitude (E=10 mV) normiert und in Beziehung zum Potenzial gebracht.

GBS sensomotorisch
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Abbildung 27: I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt bei
180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aufienlésung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, p<0,05. IgG von zwei
Patienten und einer Patientin mit einem sensorischen GBS wurden verwendet.

Bei Patienten mit Guillain-Barré-Syndrom mit sensibler Beteiligung zeigten die Auswértsstrome bei
40 mV (Kontroll-HEPES 6334 + 580 pA; IgG(GBS;)+Kontroll-HEPES 6241 + 589 pA; Auswasch
mit Kontroll-HEPES 5888 + 578 pA) eine nicht signifikante Verminderung und die Einwértsstrome
eine signifikante (p<0,05) Verminderung bei 0 mV (Kontroll-HEPES -4202 + 323 pA; IgG(GBS;)
+Kontroll-HEPES -4248 + 340 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -3896 + 327 pA) jeweils nach

IgG Auswasch. Dies kann eine Verminderung der Natriumstrome darstellen.
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3.4 Guillain-Barré-Syndrom
Die Abbildung 28 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-
ganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit sensiblem

GBS. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle

40 ms

0mV L 0omVv B 0mV
fo I
//‘ \\ // ‘\
// \ M \\ / / \_/ /”‘\\

J .
Kontroll-HEPES lgG(GBS)+ Auswasch mit

Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES J 20my

10 ms

Abbildung 28: Impulsprotokoll und current-clamp Originalregistrierungen von Aktionspotenzialen

bei einem 40 ms dauernden Reiz in Kontroll-HEPES Losung, GBS sensomotorisch IgG+HEPES
sowie im Auswasch. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am

Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt. Ruhepotenzial -40,6 mV.
Temperatur 23°C.

Die aus den Originalregistrierungen im current-clamp Modus ermittelte Aktionspotenzialdauer, die

Aktionspotenzialschwelle und die Hohe des Ruhepotenzials sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 29: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (links). Als Aktionspotenzialschwelle wurde
im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein Aktionspotenzial ausgelost wurde.
(Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde iiber eine manuell gewdhlte Linge von
5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im current-clamp Modus gemessen (rechts).
Mittelwert = Standardfehler angegeben.

Das Ruhepotenzial war nicht signifikant verdndert (Kontroll-HEPES -53,4 + 2.1 mV, IgG(GBS;)
+Kontroll-HEPES -52,8 £ 2,0 mV und im Auswasch mit Kontroll-HEPES -53,3 + 2,2 mV).

Die Schwelle zur Auslosung von Aktionspotenzialen (Kontroll-HEPES 0,29 + 0,05 nA, IgG(GBS;)
+Kontroll-HEPES 0,30 + 0,0 nA, Auswasch mit Kontroll-HEPES 0,28 + 0,04 nA) war signifikant
(p <0,05) und reversibel erhoht und die Aktionspotenzialdauer (Kontroll-HEPES 5,28 + 0,43 ms,
IgG(GBS;)+Kontroll-HEPES 4,29 + 0,29 ms, Auswasch mit Kontroll-HEPES 4,60 + 0,35 ms) war
signifikant (p <0,05) erniedrigt. Die Amplitude des Aktionspotenzials war nach Immunglobulin-
applikation nicht signifikant verdndert (Kontroll-HEPES 53,2+29mV, IgG+HEPES
52,8 £2,7 mV, Auswasch 51,9 £3,0 mV (nicht abgebildet).

Damit in Einklang steht die in Abbildung 30 dargestellte Reduktion der Feuerfrequenz nach IgG-

Einwasch bei 1000 ms langem Reiz. Durch die Erhéhung der Aktionspotenzialschwelle wurden

nach IgG-Applikation reversibel weniger Aktionspotenziale gebildet.
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3.4 Guillain-Barré-Syndrom
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Abbildung 30: Impulsprotokoll und Current-clamp Originalregistrierungen, die durch eine
Depolarisation von 1000 ms in Kontroll-HEPES, IgG+HEPES sowie im Auswasch ausgeldst
wurden (Graph links). Bei einem Patienten mit sensorischer Beteiligung bei GBS konnte bei der
Feuerfrequenz unter IgG Einwasch eine signifikanteErniedrigung gezeigt werden. Sie wurde in der
zweiten Registrierung oberhalb der Schwelle bestimmt. Ruhepotenzial -48,7 mV. Dargestellt sind
der Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes;, n=2 (Graph rechts).
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3.5 Chronische inflammatorische Demyelinisierende Polyneuropathie

3.5 Chronische inflammatorische Demyelinisierende Polyneuropathie

3.5.1 CIDP mit rein motorischer Komponente

Fiir diese Experimente wurde die isolierte Immunglobulinfraktion von Patienten, die nur eine
motorische Beteiligung im Laufe ihrer Erkrankung hatten, in einer Konzentration von 1 g/l und
einer Geschwindigkeit von 3 ml/min {iber die Schnitte in der Objektkammer geleitet. Abbildung 31
ist ein typisches Beispiel flir voltage-clamp Registrierungen einer Spinalganglienzelle vor, wihrend
und nach Applikation des IgGs eines Patienten mit einer chronischen inflammatorischen
demyelinisierenden Polyneuropathie, die eine motorische Beteiligung aufwiesen. Ausgehend von
einem Haltepotenzial von -80 mV wurden 15 Potenzialspriinge um jeweils 10 mV bis +70 mV

durchgefiihrt und die Strome abgeleitet.

200 ms 70 mv

” R
] ,{G /A———
: wﬁ”
Kontroll-HEPES IgG(CIDP_ )+ Auswasch mit
Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES
1 nA
100 ms

Abbildung 31: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen von einem
Hinterwurzelganglienneuron, das mit IgG Antikérpern der Konzentration 1 g/l eines Patienten
mit motorischer CIDP fiir drei Minuten superfundiert wurden.

62



3.5 Chronische inflammatorische Demyelinisierende Polyneuropathie

In Abbildung 32 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswartsstrome (A), die haupt-
sdchlich die Kaliumstrome représentieren, und der Einwirtsstrome (B), die groBtenteils Natrium-
und Kalziumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus Registrierungen im voltage-clamp
Modus generiert. Bei den Auswiértsstromen wird der Durchschnittswert der Stromamplitude
zwischen 180 und 200 ms normiert zur maximalen Stromamplitude (E=+70 mV) und in Beziehung
zum Potenzial gesetzt. Bei den Einwirtsstromen werden die Peakstrome gemittelt und zum
maximalen Wert der Stromamplitude (E=10 mV) normiert und in Beziehung zum Potenzial

gebracht.

CIDP motorisch
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Abbildung 32: I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt bei
180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aufenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes. IgG von einem mdnnlichen
Patienten mit motorischer CIDP wurde verwendet.

Bei Patienten mit chronisch inflammatorischer demyelinisierender Polyneuropathie mit nur
motorischer Komponente konnte bei IgG Auswasch eine signifikante (p<0,05) Erniedrigung der
Auswirtsstrome bei 40 mV im Auswasch (Kontroll-HEPES 5660 + 714 pA, 1gG(CIDP,,)+Kontroll-
HEPES 5708 + 732 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES 5192 + 606 pA) gemessen werden. Die
Einwértsstrome bei 0 mV (Kontroll-HEPES -4185 + 394 pA; IgG(CIDP,,)+Kontroll-HEPES
-3892 + 414 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -3607 = 517 pA) waren nicht signifikant alteriert
(p<0,05).
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3.5 Chronische inflammatorische Demyelinisierende Polyneuropathie

Die Abbildung 33 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-
ganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit motorischer

CIDP. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle.
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Abbildung 33: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einem Patienten mit motorischer
CIDP fiir drei Minuten superfundiert wurden. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp
Modus bei E=0 mV bei dem zweiten Impuls am Aktionspotenzial oberhalb der Schwelle bestimmt.
Ruhepotenzial -58,3 mV Auf3enlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat.
Temperatur 23°C.

Die Durchschnittswerte fiir die Aktionspotenzialdauer, die Aktionspotenzialschwelle und die Hohe

des Ruhepotenzials werden im current-clamp Modus gemessen und sind in Abbildung 34
dargestellt.
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Abbildung 34: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Graph links). Als Aktionspotenzialschwelle
wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein Aktionspotenzial ausgelost
wurde (Graph Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde iiber eine manuell gewdhlte
Ldnge von 5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im current-clamp Modus gemessen (Graph
rechts). Es sind der Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Das Ruhepotenzial (Kontroll-HEPES-56,5 £ 2,4 mV; [gG(CIDP,,)+Kontroll-HEPES
-56,8 £2,2 mV; Auswasch mit Kontroll-HEPES -55,8 £2,6 mV), die Aktionspotenzialschwelle
(Kontroll-HEPES 0,21 + 0,05 pA; IgG(CIDP,,)+Kontroll-HEPES 0,22 + 0,06 pA; Auswasch mit
Kontroll-HEPES 0,19 + 0,04 pA) und die Aktionspotenzialdauer (Kontroll-HEPES 4,72 + 0,51 ms;
IgG(CIDP,,)+Kontroll-HEPES 4,76 + 0,47 ms; Auswasch mit Kontroll-HEPES 4,58 + 0,38 ms)
waren nicht signifikant verdndert (p<0,05). Auch die Amplitude des Aktionspotenzials war nach
IgG-Applikation nicht signifikant verdndert (Kontroll-HEPES 50,2 + 6,0 mV, Kontroll-HEPES und
IgG 51,3 £ 5,9 mV; Auswasch 51,8 + 5,6 mV; keine Abbildung; n=6 Zellen).

3.5.2 CIDP mit sensomotorischer Komponente

Fiir diese Experimente wurde die isolierte Immunglobulinfraktion von Patienten, die eine sensible
Beteiligung in Form von Schmerzen im Laufe ihrer Erkrankung aufwiesen, in einer Konzentration

von 1 g/l und einer Geschwindigkeit von 3 ml/min {iber die Schnitte in der Objektkammer geleitet.
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3.5 Chronische inflammatorische Demyelinisierende Polyneuropathie

Abbildung 35 ist ein typisches Beispiel fiir voltage-clamp Registrierungen einer Spinalganglienzelle
vor, wihrend und nach Applikation des IgGs eines Patienten mit einer chronischen
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie mit sensomotorischer Beteiligung.
Ausgehend von einem Haltepotenzial von -80 mV wurden 15 Potenzialspriinge um jeweils 10 mV

bis +70 mV durchgefiihrt und die Stréme abgeleitet.

200 ms

70 mV

A

Kontroll-HEPES IgG(CIDP_ )+ Auswasch mit
Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES
 _|2nA
100 ms

Abbildung 35: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l eines Patienten mit sensibler CIDP fiir
drei Minuten superfundiert wurden. Temperatur 23°C.

Bereits in den Originalregistrierungen siecht man nach IgG Einwasch eine Verminderung der

Einwirtsstrome.

In Abbildung 36 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswirtsstrome (A), die
hauptsédchlich die Kaliumstrome reprisentieren, und der Einwértsstrome (B), die groBtenteils
Natriumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus Registrierungen im voltage-clamp Modus
generiert. Bei den Auswirtsstromen wird der Durchschnittswert der Stromamplitude zwischen 180
und 200 ms normiert zur maximalen Stromamplitude (E=+70 mV) und in Beziehung zum Potenzial
gesetzt. Bei den Einwirtsstromen werden die Peakstrome gemittelt und zum maximalen Wert der

Stromamplitude (E=10 mV) normiert und in Beziehung zum Potenzial gebracht.
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Abbildung 36: A.B. I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt
bei 180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aupenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes. IgG einer Patientin mit
sensomotorischer CIDP wurde verwendet.

A. Bei Patienten mit sensibler Beteiligung bei chronischer inflammatorischer demyelinisierender
Polyneuropathie konnte bei den Auswirtsstromen bei 40 mV (Kontroll-HEPES 5304 + 1059 pA;
IgG(CIDP,)+Kontroll-HEPES 5121 £1012 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES 4876 &+ 876 pA)
keine signifikante Verdnderung gefunden werden.

B. Analog zu den Patienten, die eine sensible Beteiligung bei GBS aufwiesen, findet sich auch bei
einer Patientin mit einer sensiblen Beteiligung bei CIDP eine signifikante (p<0,05) Verminderung
der Einwirtsstrome bei 0 mV (Kontroll-HEPES -5250 + 1079 pA; IgG(CIDP;)+Kontroll-HEPES
-4521 + 898 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -4535 4+ 1001 pA), die in drei Minuten nicht

reversibel ist.
Die Abbildung 37 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-

ganglienneurons vor, wahrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit sensibler

CIDP. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle.
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Abbildung 37: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglienneu-
rons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einem Patienten mit sensibler CIDP fiir
drei Minuten superfundiert wurde. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei
E=0 mV am Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt.

Ruhepotenzial -57,9 mV. Auflenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat.
Temperatur 23°C.

Die Mittelwerte der Aktionspotenzialdauer, der Aktionspotenzialschwelle und der Hoéhe des

Ruhepotenzials werden im current-clamp Modus gemessen und sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Graph links). Als Aktionspotenzialschwelle
wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein Aktionspotenzial ausgelost
wurde (Graph Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde iiber eine manuell gewdhlte
Ldinge von 5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im current-clamp Modus gemessen (Graph
rechts). Es sind der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Ruhepotenzial (Kontroll-HEPES -56,6 2,1 mV, IgG(CIDP,)+Kontroll-HEPES -53,9 +2,4 mV,
Auswasch  mit Kontroll-HEPES -559+£22mV), die Schwelle zur Auslosung von
Aktionspotenzialen (Kontroll-HEPES 0,14 £ 0,05 nA, IgG(CIDPs)+Kontroll-HEPES
0,12+ 0,04 nA, Auswasch mit Kontroll-HEPES 0,14 + 0,04 nA), die Aktionspotenzialdauer
(Kontroll-HEPES 3,74 + 0,53 ms, IgG(CIDP;)+Kontroll-HEPES 3,87 + 0,58 ms, Auswasch mit
Kontroll-HEPES 3,86 +£0,56) sowie die Amplitude des Aktionspotenzials (Kontroll-HEPES
52,3 £ 1,5 mV; Kontroll-HEPES+IgG 50,4 + 1,9 mV; Auswasch 53,3 + 1,4 mV; ohne Abbildung)

waren nicht signifikant verdndert.
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3.6 Paraneoplastische Polyneuropathie

3.6 Paraneoplastische Polyneuropathie

3.6.1 Paraneoplastische Polyneuropathie mit rein motorischer Komponente

Fiir diese Experimente wurde das Plasmapherat von Patienten, die lediglich eine motorische
Beteiligung im Laufe ihrer Erkrankung aufwiesen, im Verhiltnis 1:3 mit Glycinpuffer verdiinnt an
der Protein-G-Saule aufgereinigt. Nach der Dialyse mit PBS- und HEPES-Puffer wurde die isolierte
Immunglobulinfraktion in einer Konzentration von 1 g/l und einer Geschwindigkeit von 3 ml/min
iiber die Schnitte in der Objektkammer geleitet. Abbildung 39 ist ein typisches Beispiel fiir voltage-
clamp Registrierungen einer Spinalganglienzelle vor, wahrend und nach Applikation des IgGs eines
Patienten mit einer paraneoplastischen Polyneuropathie mit rein motorischer Beteiligung.
Ausgehend von einem Haltepotenzial von -80 mV wurden 15 Potenzialspriinge um jeweils 10 mV

bis +70 mV durchgefiihrt und die Strome abgeleitet.

A — -80 mV
W% M
i W /J/M“ S
W ?’/M
[ R
[ ————— i -~
T 11T
IgG(PNP )+ Auswasch mit
Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES
2nA
100 ms

Abbildung 39: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l eines Patienten mit motorischer
paraneoplastischer PNP (PNP,,) fiir drei Minuten superfundiert wurde.
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3.6 Paraneoplastische Polyneuropathie

In Abbildung 40 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswartsstrome (A), die haupt-
sdchlich die Kaliumstrome reprisentieren, und der Einwértsstrome (B), die groBtenteils Natrium-
und Kalziumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus Registrierungen im voltage-clamp
Modus generiert. Bei den Auswirtsstromen wird der Durchschnittswert der Stromamplitude
zwischen 180 und 200 ms normiert zur maximalen Stromamplitude (E=+70 mV) und in Beziehung
zum Potenzial gesetzt. Bei den Einwértsstromen werden die Peakstrome gemittelt und zum

maximalen Wert der Stromamplitude (E=10 mV) normiert und in Beziechung zum Potenzial

gebracht.
Motorische paraneoplastische
Polyneuropathie 0 E’
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Abbildung 40: A.B. I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt
bei 180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K;, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes. IgG von einem Patienten
und einer Patientin mit motorischer PNP wurden verwendet.

A.B. Die Auswirtsstrome bei 40 mV (Kontroll-HEPES 6178 + 1071 pA; IgG(PNP.)+Kontroll-
HEPES 5604 + 980 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES 5550 + 1064 pA) und Einwartsstrome bei
0 mV (Kontroll-HEPES -4974 + 870 pA; IgG(PNP,)+Kontroll-HEPES -4931 + 767 pA; Auswasch
mit Kontroll-HEPES -4650 + 821 pA) waren nach IgG-Applikation nicht signifikant verdndert.
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3.6 Paraneoplastische Polyneuropathie

Die Abbildung 41 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines Spinal-
ganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit motorischer

PNP. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle.

40 ms
] |
f\ ﬂ
| I
| |
0mv A 0 mv I 0mv
// “\ //“‘ ~\
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[ ﬁ\ [ /M\
/ N J N
Kontroll-HEPES IgG(PNP )+ Auswasch mit
Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES

20 mV

10 ms

Abbildung 41: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglienneu-
rons, das mit IgG Antikérpern der Konzentration 1 g/l von einem Patienten mit motorischer PNP
fiir drei Minuten superfundiert wurden. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus
bei E=0 mV am Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt.

Ruhepotenzial -55,2 mV. Auflenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat.
Temperatur 23°C.

Im current-clamp Modus werden die Aktionspotenzialdauer, die Aktionspotenzialschwelle und die

Hohe des Ruhepotenzials gemessen und sind in Abbildung 42 aus den Experimenten gemittelt
abgebildet.
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3.6 Paraneoplastische Polyneuropathie
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Abbildung 42: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Graph links). Als Aktionspotenzialschwelle
wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein Aktionspotenzial ausgelost
wurde (Graph Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde iiber eine manuell gewdhlte
Ldnge von 5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im current-clamp Modus gemessen (Graph
rechts). Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Auch das Ruhepotenzial (Kontroll-HEPES -51,7+ 1,8 mV, IgG(PNP,)+Kontroll-HEPES
-49,5 £ 2,2 mV, Auswasch mit Kontroll-HEPES -49,7 + 1,4 mV), die Schwelle zur Auslosung von
Aktionspotenzialen (Kontroll-HEPES 0,11 +£0,03 nA, IgG(PNP,,)+Kontroll-HEPES
0,14 +£ 0,04 nA, Auswasch mit Kontroll-HEPES 0,13 +0,03 nA), die Aktionspotenzialdauer
(Kontroll-HEPES 3,53 £ 0,41 ms, IgG(PNP,,)+Kontroll-HEPES 3,59 + 0,39 ms, Auswasch mit
Kontroll-HEPES 3,66 +£0,42ms) und die Aktionspotenzialamplitude (Kontroll-HEPES
58,0 +£ 1,8 mV; Kontroll-HEPES+IgG 60,3 £3,0 mV, 58,2 +2,3 mV; ohne Abbildung) wurden
durch IgG-Applikation nicht signifikant veridndert.
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3.6 Paraneoplastische Polyneuropathie

3.6.2 Paraneoplastische Polyneuropathie mit sensomotorischer Beteiligung

Fiir diese Experimente wurde das Plasmapherat von Patienten, die eine sensible Beteiligung in
Form von Schmerzen im Laufe ihrer Erkrankung hatten, im Verhéltnis 1:3 mit Glycinpuffer
verdiinnt an der Protein-G-Séule aufgereinigt. Nach der Dialyse mit PBS- und HEPES-Puffer wurde
die isolierte Immunglobulinfraktion in einer Konzentration von 1 g/l und einer Geschwindigkeit
von 3 ml/min iiber die Schnitte in der Objektkammer geleitet. Abbildung 43 ist ein typisches
Beispiel flir voltage-clamp Registrierungen einer Spinalganglienzelle vor, wéihrend und nach
Applikation des IgGs eines Patienten mit einer paraneoplastischen Polyneuropathie mit
sensomotorischer Beteiligung. Ausgehend von einem Haltepotenzial von -80 mV wurden 15

Potenzialspriinge um jeweils 10 mV bis +70 mV durchgefiihrt und die Strome abgeleitet.

200 ms

70 mV

IgG(PNP )+ Auswasch mit

Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES Kontroll-HEPES

1nA
100 ms

Abbildung 43: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglien-
neurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l eines Patienten mit sensibler PNP
(PNP,) fiir drei Minuten superfundiert wurde.

In Abbildung 44 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswirtsstrome (A), die
hauptsdchlich die Kaliumstrome représentieren, und der Einwirtsstrome (B), die groftenteils
Natrium- und Kalziumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus Registrierungen im voltage-

clamp Modus generiert. Bei den Auswartsstromen wird der Durchschnittswert der Stromamplitude
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3.6 Paraneoplastische Polyneuropathie

zwischen 180 und 200 ms normiert zur maximalen Stromamplitude (E=+70 mV) und in Beziehung
zum Potenzial gesetzt. Bei den Einwértsstromen werden die Peakstrome gemittelt und zum
maximalen Wert der Stromamplitude (E=10 mV) normiert und in Beziechung zum Potenzial

gebracht.
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Polyneuropathie
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Abbildung 44: I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt bei
180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes. IgG von einem mdnnlichen
Patienten und einer Patientin mit sensibler PNP wurden verwendet.

Die Auswirtsstrome bei 40 mV (Kontroll-HEPES 6953 + 655 pA; IgG(PNP;)+Kontroll-HEPES
6079 + 764 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES 6354 + 562 pA) und Einwértsstrome bei 0 mV
(Kontroll-HEPES -4374 + 696 pA; IgG(PNP,)+Kontroll-HEPES -3935 + 788 pA; Auswasch mit
Kontroll-HEPES -3756 + 776 pA) wurden durch IgG-Applikation nicht signifikant verdndert
(p<0,05).

Die Abbildung 45 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines
Spinalganglienneurons vor, wihrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit
sensibler PNP. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der

Schwelle
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Abbildung 45: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglienneu-
rons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einem Patienten mit sensibler PNP fiir
drei Minuten superfundiert wurden. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei
E=0mV am Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmt.

Ruhepotenzial -56,0 mV Auf3enlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat.
Temperatur 23°C.

Die Mittelwerte der Aktionspotenzialdauer, der Aktionspotenzialschwelle und der Hohe des

Ruhepotenzials werden im current-clamp Modus gemessen und sind in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Graph links). Als Aktionspotenzialschwelle
wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein Aktionspotenzial ausgelost
wurde (Graph Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde iiber eine manuell gewdhlte
Ldnge von 5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im current-clamp Modus gemessen (Graph
rechts). Es sind der Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Das Ruhepotenzial (Kontroll-HEPES -58,8 £ 2,1 mV; IgG(PNP,)+Kontroll-HEPES -53,5 £ 2,7 mV;
Auswasch mit Kontroll-HEPES -56,9 + 2,4 mV) und die Aktionspotenzialdauer (Kontroll-HEPES
3,94 £ 0,34 ms; IgG(PN  P,)+Kontroll-HEPES 4,40 + 0,48 ms; Auswasch mit Kontroll-HEPES
4,14 £ 0,41 ms) wurden durch IgG-Applikation nicht signifikant verdndert. Die Schwelle zur
Auslosung von Aktionspotenzialen wurde signifikant (p<0,05) herabgesetzt (Kontroll-HEPES
0,25+ 0,02 nA; IgG(PNP,)+Kontroll-HEPES 0,19 +0,03 nA; Auswasch mit Kontroll-HEPES
0,20 £ 0,02 nA. Die Aktionspotenzialamplitude war nach IgG-Applikation signifikant und
reversibel erniedrigt (Kontroll-HEPES 52,3 +2,8 mV; Kontroll-HEPES+IgG 45,2 +4,7 mV;
Auswasch 51,6 + 3,4 mV; ohne Abbildung; p<0,05).
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3.7 Sensible Polyneuropathie mit IgG und IgM Antikorpern

Fiir diese Experimente wurde das Plasmapherat von Patienten, die eine sensible Polyneuropathie
mit IgG und IgM Antikérpern in Form von Schmerzen im Laufe ihrer Erkrankung hatten, im
Verhiltnis 1:3 mit Glycinpuffer verdiinnt an der Protein-G-Séule aufgereinigt. Nach der Dialyse mit
PBS- und HEPES-Puffer wurden die isolierte Immunglobulinfraktion in einer Konzentration von
IgG 2 g/l und IgM 1 g/l in einer Geschwindigkeit von 3 ml/min iiber die Schnitte in der Objekt-
kammer geleitet. Abbildung 47 ist ein typisches Beispiel fiir voltage-clamp Registrierungen einer
Spinalganglienzelle vor, wihrend und nach Applikation des IgGs eines Patienten mit einer sensiblen
Polyneuropathie mit IgG und IgM-Antikdrpern. Ausgehend von einem Haltepotenzial von -80 mV

wurden 15 Potenzialspriinge um jeweils 10 mV bis +70 mV durchgefiihrt und die Strome abgeleitet.

200 ms
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Abbildung 47: Impulsprotokoll und voltage-clamp Registrierungen eines Hinterwurzel-
ganglienneurons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l eines Patienten mit sensibler
PNP mit IgM (PNPq\) fiir drei Minuten superfundiert wurden.
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3.7 Sensible Polyneuropathie mit IgG und IgM Antikorpern

In Abbildung 48 sind die Strom-Spannungskurven der gesamten Auswartsstrome (A), die haupt-
sdchlich die Kaliumstrome reprisentieren, und der Einwértsstrome (B), die groBtenteils Natrium-
und Kalziumstrome darstellen, abgebildet. Diese werden aus Registrierungen im voltage-clamp
Modus generiert. Bei den Auswirtsstromen wird der Durchschnittswert der Stromamplitude
zwischen 180 und 200 ms normiert zur maximalen Stromamplitude (E=+70 mV) und in Beziehung
zum Potenzial gesetzt. Bei den Einwértsstromen werden die Peakstrome gemittelt und zum

maximalen Wert der Stromamplitude (E=10 mV) normiert und in Beziechung zum Potenzial

gebracht.
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Abbildung 48: A.B. I/U Beziehung von Einwdrts- und Auswdrtsstromen, gemessen als Durchschnitt
bei 180-200 ms des Impulses und normiert zur Stromamplitude bei 70 mV in jedem Experiment.
Aufsenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat. Temperatur 23°C,
Haltepotenzial -80 mV. Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, p<0,05. IgG von einem
mdnnlichen Patienten mit sensibler PNP wurde verwendet.

A. Bei Patienten mit sensibler Polyneuropathie mit IgG und IgM Antikérpern zeigten die
bei 40 mV signifikante (p<0,05) Erniedrigung (Kontroll-HEPES
9339 + 1426 pA, IgG(PNPim)+Kontroll-HEPES 7224 + 1566 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES
8880 £ 1512 pA).

B. Die Einwértsstrome bei 0 mV (Ringer +tHEPES -4389 + 755 pA; IgG(PNPu)+Kontroll-HEPES
-4540 £ 799 pA; Auswasch mit Kontroll-HEPES -4780,1 + 721,8 pA) waren nicht signifikant

Auswartsstrome eine

verandert.
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Abbildung 49: Impulsprotokoll und current-clamp Registrierungen eines Hinterwurzelganglienneu-
rons, das mit IgG Antikorpern der Konzentration 1 g/l von einem Patienten mit sensibler PNP mit
IgM fiir drei Minuten superfundiert wurde. Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp

Modus bei E=0 mV am Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls oberhalb der Schwelle bestimmit.

Ruhepotenzial -56,3 mV. Auflenlosung Kontroll-HEPES, Pipettenlosung High-K,, mit Aspartat.
Temperatur 23°C.

Die Abbildung 49 zeigt ein typisches Beispiel fiir current-clamp Registrierungen eines
Spinalganglienneurons vor, wédhrend und nach der Applikation des IgGs eines Patienten mit

sensibler PNP mit IgM. Dargestellt ist jeweils das Aktionspotenzial bei dem zweiten Impuls
oberhalb der Schwelle.

Die Mittelwerte der Aktionspotenzialdauer, der Aktionspotenzialschwelle und der Hohe des

Ruhepotenzials werden im current-clamp Modus gemessen und sind in Abbildung 50 dargestellt.

80



[NA]

0,25+

0,204

3.7 Sensible Polyneuropathie mit IgG und IgM Antikorpern

[mV]

-104

-204

-304

-404

-504

-604

-70-

Aktionspotenzialdauer Aktionspotenzialschwelle Ruhepotenzial

Abbildung 50: Die Aktionspotenzialdauer wurde im current-clamp Modus bei E=0 mV am zweiten
Aktionspotenzial oberhalb der Reizschwelle bestimmt (Graph links). Als Aktionspotenzialschwelle
wurde im current-clamp Modus der Strom gewdhlt, bei dem zuerst ein Aktionspotenzial ausgeldst
wurde (Graph Mitte). Ruhepotenzial der verwendeten Zellen. Es wurde iiber eine manuell gewdhlte
Lénge von 5 ms vor Auslosung eines Aktionspotenzials im current-clamp Modus gemessen (Graph
rechts). Es sind der Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

Das  Ruhepotenzial  (Kontroll-HEPES -60,3 + 1,3 mV; [gG(PNPom)+Kontroll-HEPES
-57,6 £2,9 mV; Auswasch mit Kontroll-HEPES -60,5+2,8 mV), die Aktionspotenzialschwelle
(Kontroll-HEPES 0,05 £ 0,16 nA; IgG(PNPm)+Kontroll-HEPES 0,03 + 0,13 nA; Auswasch mit
Kontroll-HEPES 0,04 + 0,15 nA) und die Aktionspotenzialdauer (Kontroll-HEPES 4,0 + 0,3 ms;
IgG(PNPgm)+Kontroll-HEPES 4,0 + 0,4 ms; Auswasch mit Kontroll-HEPES 3,9 + 0,4 ms) waren
vor und nach IgG-Applikation ebenfalls nicht signifikant verdndert. Allerdings war die Amplitude
des Aktionspotenzials nach IgG-Applikation deutlich erhoht (Kontroll-HEPES 42,4 +£4.3 mV;
Kontroll-HEPES+IgG 50,5 + 3,5 mV; Auswasch 39,5 + 7,6 mV; ohne Abbildung; p<0,05).
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4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methode

Die Hinterwurzelganglienzellen wurden nach einer Methode von Safronov et al. (1996) und Scholz
et al. (1998a) pripariert und in 150 pum dicken Schnitten verwendet. Ein Vorteil der Slicetechnik,
die erstmals von Edwards et al. (1989) beschrieben wurde, ist die weitgehend physiologische
Unversehrtheit (Scholz et al., 1998b; Scholz & Vogel, 2000; Yusaf et al. 2001) der Zellen, da
sowohl das Axon als auch der gesamte umgebende Zellverbund erhalten bleiben. Durch den
Verzicht auf eine enzymatische Prédparation kann eine Beeintrichtigung der Kanal- und Rezeptor-
eigenschaften durch eine Verdnderung der Kanalproteine weitgehend vermieden werden (Hestrin &
Korenbrot, 1987). Dabei ist der Zugriff im Spinalganglienschnitt jedoch auf die kleinen
oberfldchlich liegenden Neurone beschrinkt. Im Gegensatz zu den beschriebenen Reinigungs-
techniken fiir Schnitte von Gehirn und Riickenmark (Edwards et al., 1989; Takahashi, 1990), bei
denen mit Hilfe einer anderen Pipette durch Uberdruck die oberflichlichen Gewebsschichten
entfernt werden konnten, ist dies bei Hinterwurzelganglienneuronen nicht méglich (Safronow et al.,
1996), da sich das umliegende Gewebe als zu fest erwies. Die Ruhemembranpotenziale bei
enzymatisch behandelten Zellen lagen bei etwa E=-30 mV (Kostyuk et al., 1981a-d) bzw. um
20 - 30 mV depolarisierter als in einer slice-Praparation (Scholz et al., 1999).

Im Gegensatz dazu befanden sich die in dieser Arbeit verwendeteten Zellen in einem guten Zustand,
was sich in einem durchschnittlichen Ruhemembranpotenzial von E=- 53,8 £ 0,90 mV (n= 107) in
Kontroll-HEPES zeigte. Im Jahr 1995 konnten Cowan et al. zeigen, dass durch Verwendung von
HEPES-Puffer statt CO,-Puffer eine Verminderung der Negativitit des Membranpotenzials um bis
zu 11 mV verursacht werden kann, was erkldrt, warum die Neurone in den vorliegenden
Experimenten ein Ruhepotenzial weniger negativ als - 70 mV aufweisen.

Einer der Nachteile von Neuronen in einer Schnittpriparation besteht darin, dass nach Einwaschen
insbesondere hochmolekularer oder lipophiler Substanzen die Experimentierkammer und der
Schnitt kontaminiert sind. Der Auswasch kann somit kein vollstindiges Entfernen der einge-
waschenen Substanzen sicherstellen. Auch ist ein schnelles Wechseln der applizierten Substanzen
nicht moglich, da das Volumen der Experimentierkammer (1,5 ml) mehrfach ausgewechselt werden
muss und sich die Austauschzeit bei einem flow von 3ml/min im Bereich von 1-3 Minuten befindet.
Spinalganglienneurone stellen das erste Neuron im sensiblen System dar. Sie weisen an ihrer

Oberflache unterschiedliche Kanaltypen mit einem variablen Verteilungsmuster auf. Hierzu gehdren
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verschiedene spannungsabhidngige Kaliumkanile, ionen- und ligandengesteuerten Kaliumkanile,
verschiedene spannungsabhingige Natrium- sowie Kalziumkanile.

Als Folge der unterschiedlichen Kanaltypen weisen die Neurone eine Mischung von verschiedenen
Stromen und Aktionspotenzialen auf. Das Offnen der lonenkanile kann durch verschiedene
Mechanismen hervorgerufen werden. Hierzu zihlen die Anderung des Membranpotenzials, die
Bindung von externen Modulatoren oder der Ablauf intrazelluldrer Signalkaskaden. Ein zusétzlicher
limitierender Faktor in Bezug auf die Haltbarkeit der Neuronen ist ein rundown, der sich
insbesondere durch ein vermindertes Ansprechen der Kalziumstrome bemerkbar macht. Dieser wird
durch eine Reduktion der Kalziumionenkonzentration in der Zelle hervorgerufen (Fenwick et al.,
1982).

Fiir die Durchfithrung der Experimente sollte der Effekt von humanem IgG gemessen werden. Ein
komplementunabhingiger Effekt von IgG hat sich bereits in mehreren experimentellen Studien
gezeigt. Buchwald et al. (1998a) zeigten, dass eine Blockade der neuromuskuldren Synapse
gleichermaflen durch Serum und aufgereinigtes IgG von Patienten mit GBS hervorgerufen werden
konnte. Schéfer et al. fanden 2000 eine komplementunabhéngige Zytotoxizitit durch IgG von
Patienten mit paraneoplastischer Neuropathie an Plexus myentericus Neuronen von Ratten. Anti-
korper gegen spannungsabhidngige Kaliumkanédle wiesen Tomimitsu et al. (2004) durch eine
Blockade in neuronalen Zelllinien nach. Taguchi et al. hatten 2004 eine komplementunabhéngige
Reaktion an Ionenkanédlen auf Vorderhornzellenkulturen, ausgeldst von menschlichen Anti-GD1a-
Antikorpern. Im Jahre 2007 konnten Buchwald et al. einen komplementunabhingigen Effekt von
anti-Gangliosid-Antikorpern von GBS-Patienten an der neuromuskuldren Synapse finden. Nakatani
et al. (2007) zeigten fiir das GBS, dass durch GMI-Antikérper komplementunabhéngige
Reduktionen der Strome an spannungsabhingigen Kalziumkanélen an neuronalen Zellen auftraten.
Diese Arbeitsgruppe (Nakatani et al., 2009) konnte aullerdem eine reversible Blockade spannungs-
abhédngiger Kalziumkanile durch GM1-Antikorper an Purkinjezellen nachweisen. Somit ist evident,
dass Antikorper prinzipiell in der Lage sind, komplementunabhingige Effekte zu erzielen,
weswegen in der vorliegenden Arbeit die aufgereinigten Immunglobulinfraktionen ohne den Einsatz

zusitzlicher Komplementfaktoren verwendet wurden.
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4.2.1 Negativkontrollen

Bei den Negativkontrollen, fiir die die Seren neurologisch unauffilliger Individuen verwendet
wurden, konnten keine relevanten Verinderungen bei den verschiedenen Stromen festgestellt
werden. Die Aktionspotenzialschwelle, die Aktionspotenzialdauer und das Ruhepotenzial wurden
hierdurch ebenfalls nicht veridndert.

Die Immunglobuline, die von gesunden Probanden isoliert wurden, reagierten nicht relevant in der
verwendeteten Konzentration in der angegebenen Zeitspanne. Dies entspricht unserer Hypothese
und zeigt, dass auch keine relevanten unspezifischen Effekte durch in Kontroll-HEPES gepufferte

Antikorper von Menschen an Spinalganglienneuronen hervorgerufen werden.

4.2.2 Positivkontrollen mit Antikorpern gegen spannungsabhangige Kalziumkanale

Immunglobuline von Patienten mit LEMS, die zur Kontrolle des Systems eingesetzt wurden,
wurden in zwei verschiedenen Konzentrationen getestet.

* In einer Konzentration von 1,5 g/l konnte eine statistisch signifikante (p<0,05) durch IgG
ausgeloste und partiell reversible Reduktion der Amplitude der Spitzeneinwirtsstrome
(E=0 mV) ausgelost werden. Die Amplitude der Auswiértsstrome, die Aktionspotenzial-
schwelle, deren Dauer und das Ruhepotenzial waren nicht signifikant alteriert. Es lagen
keine Neurone vor, die bei der Konzentration von 1,5 g/l und einem 1000 ms dauernden
Stimulus repetitiv feuerten.

e In einer Konzentration von 0,5 g/l wurde durch den Einwasch von Immunglobulinen
ebenfalls eine akute und signifikante (p<0,05) partiell reversible Verminderung der
Amplitude der Spitzeneinwirtsstrome (E=0 mV) hervorgerufen. Zusitzlich wurden auch die
Amplitude der Auswirtsstrome partiell reversibel reduziert. Ruhepotenzial, Aktions-
potenzialschwelle und Aktionspotenzialdauer waren nicht signifikant verindert.

Zusitzlich konnte bei einer Immunglobulinkonzentration von 0,5 g/l bei der Aufzeichnung
im current-clamp Modus eine reversible Reduktion der Feuerfrequenz beobachtet werden.
Die Veridnderungen der gemessenen Parametern war bei einer Konzentration von 0,5 g/l und 1,5 g/l

nicht sehr unterschiedlich.
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Auf Spinalganglienneuronen finden sich spannungsabhédngige Kalziumkanile, die die neuronale
Aktivitdit und somit auch die Bildung von Aktionspotenzialen im nozizeptiven System steuern
(Boroujerdi et al., 2008; Motin et al., 2007). Beim LEMS finden sich Antikorper gegen
spannungsabhingige Kalziumkanile vom P/Q-Typ im Serum, die an der prasynaptischen Membran
an der neuromuskuldren Synapse Kalziumstrome inhibieren und somit die durch Kalziumionen
getriggerte Freisetzung von Acetylcholin vermindern. Experimentell hervorgerufen werden kann ein
LEMS, indem Tiere mit einem LEMS-Antigen immunisiert werden. Somit ist der Antikorper als
krankheitsauslosende Entitdt zu sehen (Newsom-Davis & Murray, 1984). In den hier vorliegenden
Zellen erwarteten wir eine Blockade der Kalziumstrome.

In der Literatur beschrieben sind verschiedene Versuchsanordnungen, um die durch LEMS-IgG
ausgelosten Effekte zu untersuchen. So fanden Buchwald et al. (2005), dass im Mausmodell des
Hemidiaphragmas mit Phrenikusnerv ein durch IgG ausgeloster Effekt nach einer Stunde bei einer
Temperatur von 37° C nicht reversibel auftrat und von der Konzentration der Antikorper und ihrer
Einwirkzeit abhéngig war. Hewett und Atchison zeigten (1992a, b, 1991), dass unter IgG in einer
Konzentration von 2-4 g/l eine komplementabhéngige Verminderung der Kalziumaufnahme in die
prasynaptische Membran erfolgt. Unterhalb dieser Konzentration konnten sie keine Effekte
nachweisen, Konzentrationen des IgG oberhalb dieser Spanne konnten keine weiteren Effekte
ausldsen.

Dass Antikorper gegen spannungsabhidngige Kalziumkandle nicht nur an der neuromuskuldren
Synapse reagieren, konnten Engisch et al. (1999) zeigen. Sie beobachteten, dass Antikorper an
chromaffine Zellen und Neuroblastomzellen banden und dort nach 30 Minuten Inkubationszeit den
Kalziumeinstrom in die Zellen hemmten. Johnston et al. (1994) fanden, dass LEMS IgGs
verschiedene Antikdrperbindungsstellen aufwiesen und nicht nur selektiv Kalziumkanile vom PQ-
Typ, sondern auch an L- oder N-Typ Kalziumkanile banden. Peers et al. (1993) zeigten eine
antikorpervermittelte, komplementunabhiangige Blockade spannungsabhédngiger Kalziumkanile, die
zu einer reduzierten Ausschiittung von Acetylcholin an der motorischen Endplatte bei Méausen
fiihrte (direkte Messung).

In unseren Experimenten wurden die Messungen nach 3-5 Minuten und bei Zimmertemperatur
durchgefiihrt. Dies konnte zu einem geringeren Effekt der Antikorper fiithren, da bei erhohter
Temperatur Reaktionen schneller ablaufen. Moglich ist auch eine unterschiedliche Reaktions-
geschwindigkeit abhidngig von der Spezifitit der Gewebe. Im Gegensatz zu Buchwald et al. (2005),

die das Modell der neuromuskulidren Synapse am Hemidiaphragma verwendeten, lagen in unserer
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Studie Spinalganglienneurone vor, die das erste Neuron im sensiblen System darstellen (Cull-
Candy, 1980; Lang, 1987). AuBBerdem wurden die Neurone in unserem Modell nur durch die
Morphologie ausgewihlt, Funktionstestungen oder andere Differenzierungen erfolgten nicht.
Dadurch ist es moglich, dass verschiedene Zelltypen mit verschiedenen Kanaltypen untersucht
wurden, die flir die vorliegenden AntikOrper weniger spezifisch waren, was zu einer weiteren
Reaktionsverzogerung gefiihrt haben kann.

Eine Inkubationszeit von mehreren Stunden ist in unserer Versuchsanordnung aufgrund des
unspezifischen rundowns der Strome der Neuronen nicht moglich; auBerdem sollte in dieser Studie
geklart werden, ob durch Antikorper direkt Verdnderungen der Ionenstrome ausgelost werden
konnen, wodurch auch der sofortige Effekt durch eine Plasmapherese erklart werden konnte. Eine
Inkubation der Zellen mit den verschiedenen IgG auBerhalb der Versuchsanordnung nach Messung
in HEPES ist nicht mdéglich, da die Zellen nicht unbeschidigt markiert, gemessen und nach weiterer
Inkubation erneut verwendet werden konnen.

Sowohl in einer Konzentration von 0,5 g/l als auch bei 1,5 g/l zeigte sich eine signifikante
Reduktion der Einwirtsstrome. Zusétzlich konnte in einer Konzentration von 0,5 g/l eine
signifikante Verminderung der Auswirtsstromamplitude beobachtet werden. Da es sich bei
Kalziumstromen um Einwértsstrome handelt, ist das Ergebnis unserer Untersuchung mit in der
Literatur gefundenen Ergebnissen vereinbar. Somit ist unser Modell eine geeignete Methode zur

Untersuchung von akuten Effekten von Antikdrpern an Hinterwurzelganglien-Neuronen.

4.2.3 Anti-Kalium-Kanal-Antikorper bei limbischer Enzephalitis

Immunglobuline, die von einem Patienten mit anti-Kaliumkanal Antikérpern bei limbischer
Enzephalitis isoliert wurden, zeigten keine signifikante Veranderung der Einwérts- oder Auswarts-
strome, des Ruhepotenzials, der Aktionspotenzialschwelle oder -dauer an Spinalganglienneuronen.
In der Literatur beschrieben sind bei der LE eine erh6hte Menge an AntikOrpern gegen spannungs-
abhdngige Kaliumkanile, deren reduzierte Menge nach Therapie mit der klinischen Besserung der
Symptome korrelierte und somit als krankheitsauslosende Entitdt zu erwdgen ist (Vincent et al.,
2004). Immunhistochemisch konnte deren Lokalisation in der Molekularschicht im Gyrus dentatus
des Hippocampus dargestellt werden (Buckley et al., 2001). Radioimmunologisch entsprach die
Bindungsstelle den Kanalsubtypen Kvl.1 und teilweise auch Kvl.2, die im gyrus dentatus
vorhanden sind (Rhodes et al., 1996; Monaghan et al., 2001; Kleopa et al., 2006). Weiterhin konnte

gezeigt werden, dass Punktmutationen in dem den humanen Kvl.1 codierenden Genabschnitt bei
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einigen Patienten zu einer klinischen Befundtrias von Ataxie, Myokymie und Epilepsie fiihrten
(Zuberi., 1999) und sich bei Kvl.l-knockout-Mausen epileptische Anfdlle entwickelten, deren
Urspriinge man auf das limbische System zuriickfiihrte (Smart, 1998). Andere Méuse entwickelten
Gedichtnisprobleme (Gratacos et al., 1998). In neuropathologischen Studien von Patienten mit LE
fanden sich neuronale Schidden, Mikrogliose und Infiltrate zytotoxischer T-Zellen sowie B-Zellen in
Hippocampus und Amygdala. Komplementablagerungen fanden sich nicht (Graus et al., 2008;
Khan et al., 2009).

Kiirzlich veroffentlicht wurde eine Studie (Lai et al., 2010), in der diskutiert wurde, ob die
Antikorper bei LE tatsédchlich die Funktion spannungsabhidngiger Kaliumkanile einschrinken, da
zwar von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte, dass Antikorper aus Patientenseren
mit Zellen, die verschiedene Untertypen der VGKC an der Oberfliche exprimierten, reagierten,
obwohl nur 20-38% der Zellen von Antikdrpern erkannt wurden (Kleopa et al., 2006). Lai et al.
(2010) versuchten selbst die Reaktivitdit von Antikorpern, die von Patienten mit Neuromyotonia
congenita, Morvans-Syndrom und LE gewonnen wurden, an VGKC zu testen, was ihnen nicht
gelang. Daher nahmen sie an, dass die Antikdrper gegen andere Antigene auf der Zelloberfldche
gerichtet sein miissten. Die Arbeitsgruppe fand eine Reaktivitét aller Antikdrper von Patienten mit
limbischer Enzephalitis auf ein neuronales Protein, LGI1, das als Ligand fiir zwei
epilepsieassoziierte Proteine, ADAM 22 und ADAM 23 dient. Eine Reaktivitit mit VGKC vom Typ
Kv 1.1 und Kv 1.4 fand sich nicht (Lai et al., 2010).

In der Literatur sind Verdnderungen an Spinalganglienneuronen durch Kaliumkanalblocker unter
anderem von Birinyi-Strachan et al. (2005) beschrieben. Diese beobachteten eine durch Pacific
Ciguatoxin ausgeldste erniedrigte Schwelle zum Ausldsen eines Aktionspotenzials. Die Aktions-
potenzialdauer war auBlerdem verldngert und die Fahigkeit mehrere Aktionspotenziale zu bilden war
erhoht. Gruf3 et al. (2006) konnten in Spinalganglienneuronen durch milde Hypoxie eine Ver-
minderung von spannungsabhingigen Kaliumstrémen beobachten, was ebenfalls zu einer
Verldngerung der Aktionspotenziale und einer herabgesetzten Schwelle zur Auslésung von Aktions-
potenzialen fiihrte.

Insgesamt konnten in der hier vorliegenden Studie keine wesentlichen Verdnderungen an den
Ionenfliissen und den Aktionspotenzialen festgestellt werden. Eine Alteration der Feuerfrequenz
von Spinalganglienneuronen konnten in den vorliegenden Experimenten nicht nachgewiesen
werden, da sich keine repetitiv feuernden Neurone fanden. Die durch medikamentdse

Kaliumblocker ausgeldsten Verdnderungen der Ionenstrome und die daraus resultierende erhohte
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Erregbarkeit konnten in unseren Experimenten nicht nachgewiesen werden. Ursédchlich hierfiir
konnte das Fehlen der spezifischen Kanéle an den untersuchten Neuronen sein, da diese nur anhand
der GroBe differenziert wurden. Zudem konnte eine Reaktionsdauer von ldnger als wenigen
Minuten sowie eine Beteiligung von Komplement und Entziindungszellen ursédchlich sein, wofiir
auch die neuropathologischen Ergebnisse sprechen, bei denen es zu einer Infiltration von T-Zellen
und neuronalen Schéden im Verlauf der Erkrankung kommt. Eine weitere Erkldrung konnte sein,

dass der VGKC nicht das Epitop ist, an das die anti-VGKC-Antikorper bei LE binden.

4.2.4 Guillain-Barré-Syndrom

Motorische Beteiligung bei GBS

IgG von Patienten mit rein motorischem Guillain-Barré Syndrom 16ste bei einer Einwaschzeit von
drei Minuten und in einer Konzentration von 1 g/l keine signifikante Verdnderung der Stréme, des
Ruhepotenzials, der Aktionspotenzialschwelle oder der Aktionspotenzialdauer aus. Dies konnte
damit zusammenhéngen, dass die Antikdrper weder beim Patienten noch im Experiment an Epitope
binden, die auf den Gangliosiden sensibler Nerven zu finden sind, was wiederum fiir eine

spezifische Reaktion der Antikorper sprechen wiirde.

Sensible Beteiligung bei GBS

In dieser experimentellen Arbeit 16ste IgG in einer Konzentration von 1 g/l von Patienten mit
sensibler Beteiligung bei Guillain-Barré Syndrom innerhalb von drei Minuten eine signifikante
(p<0,05) Verminderung der Auswértsstrome und eine Verminderung der Einwirtsstrome beim
Auswasch aus. Das Ruhepotenzial wurde nicht signifikant verdndert. Die Aktionspotenzialschwelle
wurde erhoht und die Dauer der Aktionspotenziale wurde signifikant (p<0,05) und reversibel
erniedrigt. Auch die Aktionspotenzialfeuerfrequenz wurde durch das IgG reversibel und signifikant
(p<0,05) erniedrigt, und zwar am ehesten durch die Erh6hung der Aktionspotenzialschwelle.

Dass Effekte, die durch Antikorper hervorgerufen werden, beim GBS komplementunabhéngig und
innerhalb weniger Minuten auftreten konnen, zeigte die Arbeitsgruppe um Buchwald (1998b) am
Beispiel des GBS und des Miller-Fisher-Syndroms (MFS). Beim MFS, das eine Unterform des
Guillain-Barré-Syndroms darstellt, konnten experimentell komplementunabhingige, innerhalb von
2-3 Minuten auftretende und reversible Effekte nachgewiesen werden. Die Verminderung der
Ubertragungsrate an der neuromuskuliren Synapse schreibt die Arbeitsgruppe der verminderten

Aufnahme von Kalzium in die prasynaptische Membran zu und dem somit verminderten Freisetzen
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von Acetylcholin in den synaptischen Spalt. Ahnliche Beoachtungen verdffentliche diese Gruppe
auch fiir Antikdrper von Patienten mit klassischen GBS. Komplementunabhingig und partiell
reversibel konnte die Ubertragungsrate an der neuromuskuliren Synapse am Modell des Hemi-
diaphragmas der Maus reduziert werden, nachdem sowohl IgG als auch Serum von Patienten mit
GBS appliziert worden waren. 2002 fand dieselbe Arbeitsgruppe zusétzlich zu der durch Antikorper
ausgelosten Blockade von prédsynaptischen Kalziumkanélen eine Interaktion der Antikdrper von
GBS-Patienten mit Acetylcholinrezeptoren (Buchwald et al., 2002b).

Die in der hier vorliegenden experimentellen Arbeit gefundene akute Verminderung der
Einwirtsstrome spricht fiir eine durch die Antikorper hervorgerufene Natriumkanalblockade. Diese
ist von mehreren Arbeitsgruppen in der Literatur beschrieben worden. Einige Autoren beobachteten
eine Abhidngigkeit der Reaktion von Komplement, bei anderen war dies nicht notwendig. Dritte
wiederum konnten keine Verminderung der Natriumkanalstrome messen, was im Folgenden néher
erldutert wird.

Komplementabhingig konnten Weber et al. (2000) zeigen, dass aus Kaninchenserum isolierte GM 1
Antikorper an neuronendhnlichen Zellen aus einer Neuroblastom/Gliom-Hybridzelle reversibel und
innerhalb von Sekunden die Natriumkanéle blockieren und somit den Natriumeinstrom in Nerven-
zellen hemmen. Der Effekt war mit IgGs ohne Komplement in etwa so grofl wie der der Kontrolle
allein (10%), in Verbindung mit Komplement (Kaninchen) jedoch wurde die Stromamplitude der
Natriumstrome teilweise um bis zu 50% reduziert. Komplementfaktoren, Antikorper oder
Kaninchenserum allein hatten einen wesentlich geringeren Effekt. Besonders GMI1-Antikorper
hatten einen groflen Effekt auf die Strome, was auf eine starke Selektivitit des IgGs auf die Kanile
hinweist. Wichtig fiir die Experimente von Weber et al. (2000) war die Abhingigkeit der Reaktion
von der Konzentration und bei niedriger Konzentration die Abhdngigkeit von Komplement. In
niedrigen Konzentrationen und mit Hilfe von Komplementfaktoren konnten die Antikorper direkt
die Kanalpore verschlieen. Dies wiederum filihrte zu einer Heraufsetzung der Aktionspotenzial-
schwelle, die sich auch in unseren Experimenten darstellt.

1995 fanden Takigawa et al., dass durch GM1-Antikorper zwei verschiedene Reaktionen hervor-
gerufen werden konnten, abhdngig von der Priasenz von Komplement. In Abwesenheit von
Komplement konnte die Arbeitsgruppe eine Zunahme der Auswartsstrome sowie eine Verdnderung
der Kaliumkanalkinetik nachweisen. In Anwesenheit von Komplement kam es neben der Zunahme
der Kaliumstrome zu einer Abnahme von Natriumstromen. Dies fithrte zu der Annahme, dass die

Antikorper mit dem Komplement Komplexe bilden und die Natriumkanéle somit blockieren. Im
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Jahr 2000 untersuchte diese Arbeitsgruppe erneut den Effekt von GM1-Antikorpern von Kaninchen
und Menschen auf Spinalganglienneurone von Ratten. Erneut fand sich eine durch GM1-Antikorper
in Verbindung mit Komplement aufgetretene Reduktion der Natriumeinwértsstrome. Interessant war
hier die Feststellung, dass der Effekt, der durch Antikorper, die aus Kaninchen isoliert wurden, eine
starkere Reduktion der Natriumstrome in nur der Hilfte der Zeit (30 vs 60 Minuten) hervorrief als
die Antikorper von Menschen. Hierbei konnte nicht unterschieden werden, ob dies an der besseren
Kompatibilitdt des aus Meerschweinchen gewonnenen Komplements lag oder an der besseren
Affinitdt des Antikdrpers zum Antigen.

Hirota et al. kamen 1997 zu unterschiedlichen Ergebnissen. Sie konnten in ihrem in vivo Modell, in
dem einzelne Nervenfasern der ventralen Wurzel der Spinalnerven von Ratten nach Antikorper-
applikation von Kaninchen und Menschen untersucht wurden, einen durch ein anderes Gangliosid
hervorgerufenen Leitungsblock, ndmlich Gal-C-Ak, die aus IgM Makromolekiilen bestehen,
beobachten. Durch GM1-Ak Applikation konnte diese Gruppe nur bei den wenigsten Nervenfasern
einen Leitungsblock finden.

Ein Jahr spiter (1998) wiesen Kuwabara et al. in einer klinischen Studie nach, dass Pat. mit GM1-
Antikorpern wesentlich weniger hiufig als Pat. ohne Antikérper an elektrophysiologisch
nachgewiesenen Demyelinisierungen erkrankten (Yuki et al., 1990). Sie sahen dies als Erkldrung
dafiir, dass die GM1-Ak nicht eine Demyelinisierung der Nervenfasern hervorrufen, sondern durch
Antikorper Natriumkanile an den Ranvier'schen Schniirringen inaktiviert werden (Griffin et al.,
1995; Hafer & Macko, 1996; Ho et al.,, 1997; Waxman et al., 1995) und es damit zu einem
Leitungsblock kommt. Bereits 1993 konnte auch von Arasaki et al. mit einer in vitro Préparation
von Ischiadicusnerven von Ratten nachgewiesen werden, dass GM1-Antikdrper von Kaninchen und
Menschen in hohen Titern einen Leitungsblock in myelinisierten Fasern hervorrufen kénnen. Und
auch Santoro et al. konnten 1992 einen Leitungsblock an Ischiadicusnerven von Ratten
experimentell nachweisen, nachdem sie Serum eines Patienten mit GMI1-Antikérpern und
aktiviertes Komplement injizierten.

Komplementunabhéngige Reaktionen wurden von der Gruppe um Buchwald (1998a) beschrieben.
Sie konnten eine Blockade der neuromuskulidren Synapse gleichermaflen durch Serum und durch
aufgereinigtes IgG von Patienten mit GBS nachweisen. Hierbei lagen keine spezifischen Anti-GM1-
Antikorper vor. Im Jahr 2007 fand die selbe Arbeitsgruppe einen komplementunabhédngigen Effekt
von anti-Gangliosid-Antikorpern von GBS Patienten ebenfalls an der neuromuskuldren Synapse.

Nakatani et al. zeigten 2007 fiir das GBS, dass durch GMI1-Antikoérper komplementunabhéngige
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Reduktionen der Strome an spannungsabhingigen Kalziumkanélen an artifiziellen neuronalen
Zellen, namlich den nerve-growth-factor-differentiated PC12-Zellen, auftraten. Im Jahr 2009 konnte
diese Arbeitsgruppe den Kanal spezifizieren, ndmlich den spannungsabhingigen Kalziumkanal Cav
2.1 an Purkinjezellen.

Taguchi et al. fanden 2004 eine reversible und komplementunabhéngige Kontraktionsverminderung
am Muskel nach Applikation von GBS IgG durch eine signifikante Verminderung der
Ubertragungsrate an der neuromuskuliren Synapse innerhalb weniger Minuten.

Die Abnahme der Peakeinwirtsstrome in die Zellen, also im Wesentlichen der Natriumstrome
und/oder Kalziumstrome konnte in unseren Experimenten im Auswasch nachvollzogen werden.
Dass der Effekt kleiner ist als in der Literatur beschrieben, konnte mehrere Ursachen haben. In
unseren Untersuchungen wurde kein Komplement verwendet, da wir den Effekt, der nur von
Antikorpern ausgeldst wird, dokumentieren wollen. Dass die Reaktion erst im Auswasch auftritt
und nicht direkt, konnte an einer Reaktionszeit liegen, die langer dauert als drei Minuten und die
nicht sofort auswaschbar ist. Die Arbeitsgruppe um Buchwald verwendet outside-out-patches und
einen ultraschnellen Losungsaustausch. Wie zuvor erwdhnt, muss in unserem Versuchsaufbau die
gesamte Losung der Versuchskammer ausgewechselt werden. Zudem kann sich auf den
unterschiedlichen Neuronen ein unterschiedlicher Kanalbesatz befinden, so dass unterschiedlich
spezifische Bindungen mit den Kanélen auftreten konnen.

Ein weiterer Grund filir einen gering ausgeprigten Effekt konnte eine geringe Spezifitit des
Gewebes sein. GM1-Antikorper, die in der oben erwdhnten Literatur einen Grof3teil der Anti-
korperspezifititen ausmachen, treten bei der AMAN auf, bei der sie an motorische Neurone binden,
allerdings findet man sie kaum bei der AIDP oder bei Patienten, die vorwiegend sensible
Beschwerden aufwiesen (Irie et al., 1997). In unserer Studie wurden die Antikorper von Patienten
isoliert, die vorwiegend sensible Beschwerden hatten und aufgrund ihrer kaukasischen
Abstammung an AIDP und nicht der in Japan verbreiteten AMAN litten. Zwar sind GM1-Antigene
auch in kleinen Spinalganglienneuronen vorhanden, allerdings treten diese Ganglioside bevorzugt
an den Ranvier schen Schniirringen auf. Somit ist unsere Studien nur eingeschrankt mit den anderen
Studienergebnissen vergleichbar, da dort motorische Nerven untersucht wurden und das 1gG von
Patienten mit motorischer Beteiligung. In unserer Studie wurde das erste sensorische Neuron
untersucht und IgG von Patienten mit sensiblen Symptomen verwendet. Ob nun wirklich eine
Natriumstrom- oder eine Kalziumstromreduktion oder aber eine Erhohung der Auswértsstrome eine

Pseudoeinwirtsstromreduktion hervorgerufen hat, wird sich erst nach weiteren Studien sagen
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lassen, in denen die Ionenstrome selektiv untersucht werden. In dieser experimentellen Arbeit findet
sich Evidenz dafiir, dass durch Antikdrper von Patienten mit Guillain-Barré Syndrom eine akute
und komplementunabhingige Reaktion an Spinalganglienneuronen ausgelost wird. Als Folge davon
kommt es zu einer Erhohung der Auslosbarkeitsschwelle von Aktionspotenzialen. Dies ist zwar
keine Erklarung fiir die im Krankheitszusammenhang vermehrt auftretenden Schmerzen, allerdings
konnte dies eine Erkldrung fiir ein mogliches vermindertes Schmerzempfinden sein, wie es auch im
Verlauf eines GBS auftreten kann und sich in den hier vorliegenden Experimenten gezeigt hat

(Abb. 30).

4.2.5 Chronische demyelinisierende Polyneuropathie

Motorische Beteiligung bei CIDP

Antikorper von fiir diese Experimente ausgewihlten Patienten, die im Verlauf ihrer chronischen
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie keine sensible Beteiligung aufwiesen,
zeigten lediglich im Auswasch eine signifikante Verminderung der Auswirtsstrome. Die anderen
gemessenen Parameter waren nicht signifikant verdndert. Die Reduktion der Auswirtsstrome kann

auf einen unspezifischen rundown zuriickgefiihrt werden (Hille, 2001).

Sensible Beteiligung bei CIDP

Immunglobuline, die von Patienten mit sensibler Beteiligung einer chronischen inflammatorischen
demyelinisierenden Polyneuropathie durch Plasmapherese gewonnen und aufgereinigt wurden,
16sten im Experiment in der Konzentration von 1g/l innerhalb von drei Minuten eine signifikante
(p<0,05) und irreversible Erniedrigung der Einwirtsstrome bei 0 mV aus. Auswiértsstrome, das
Ruhepotenzial, die Aktionspotenzialschwelle sowie die Aktionspotenzialdauer waren davon unbe-
einflusst. Einwiértsstrompeaks bestehen wie vorher beschrieben zu einem Grofiteil aus Natrium-
stromen, zu einem geringeren Anteil allerdings auch aus Kalziumstromen.

Antikorper werden bei chronisch inflammatorischer demyelinisierender Polyneuropathie als
pathogen angesehen. Dies konnte sowohl in histologischen Studien, in klinischen und in
experimentellen Studien belegt werden. Histologisch fanden sich in Nervenbiopsien Immun-
globuline vom IgG und IgM Typ neben Komplementablagerungen (Dalakas & Engel, 1980; Hays et
al., 1988). Klinisch besserten sich Symptome bei Patienten nach Plasmapherese (Toyka & Hartung,
1996, Hahn et al., 1996). Bei Patienten, die von einer Plasmapherese profitierten, konnte

experimentell deren aufgereinigtes IgG, das in Tiere injiziert wurde, eine Demyelinisierung und
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einen Leitungsblock hervorrufen. Im Jahr 2001 fanden Yan et al., dass sich das Glykoprotein PO,
das sich an peripheren Nerven befindet, eine Zielstruktur fiir die Antikorper darstellt. Ein anderes
auch in der Pathogenese der CIDP vorkommendes Antigen ist das Gangliosid GM1. Ebenso wie bei
dem GBS konnten Takigawa et al. (2000) auch fiir die chronische inflammatorische
demyelinisierende Polyneuropathie zeigen, dass GMI1 Antikérper komplementabhdngig und
reversibel die Natriumkanile in einzelnen myelinisierten Nervenfasern von Ratten blockiert und
somit die Stromamplitude des Aktionspotenzials reduziert. Bei Patienten, die nur am GBS erkrankt
waren und keine anti-GM1-Antikorper aufwiesen, wurden die Natriumkandle nicht signifikant
blockiert. Den Patienten wurden nach der therapeutischen Plasmapherese erneut Antikorper
entnommen und getestet. Nach der Plasmapherese konnten die gezeigten Effekte nicht mehr
hervorgerufen werden, was fiir einen antikdrpervermittelten Effekt spricht. Saito und Yokota zeigten
1993 ebenfalls, dass das GM1-Antikorper enthaltende Serum bei Patienten mit CIDP zu einer
Blockade von spannungsabhingigen Natriumkandlen fiihrt, was wiederum einen Leitungsblock zur
Folge haben kann. Hirota et al. fanden 1997 keinen signifikanten Leitungsblock, als sie GM1-Ak
und Komplementfaktoren auf ventrale Wurzeln applizierten. Auch Benatar et al. (1999) konnten
keinen Effekt von GMI1-Ak auf Natriumkanédle von motorischen Nervenzelllinien (NSC 19)
nachweisen. Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnten auf die Tatsache zuriickzufiihren sein, dass
Untersuchungen teilweise in vitro und andere in vivo durchgefiihrt wurden. Das endotheliale
Milieu, bestehend aus Bindegewebe, der Basalmembran und der endoneuralen Fliissigkeit, konnten
die Aktivitat der Antikorper oder Kanalfunktion beeintrachtigen.

Eine weitere Beobachtung ist, dass verschiedene Antikorperklassen verschiedene Wirkpotenzen
besitzen. IgM Antikorper sind - auch vor dem Hintergrund, dass IgM-Ak stirker die klassische
Komplementaktivierung hervorruft - wesentlich stirker an der Reduktion von Natriumstromen
beteiligt als die der IgG Klasse (Takigawa et al., 2000). In unseren Experimenten verwendeten wir
Antikorper der IgG-Fraktion, so dass dies ein weiterer Grund fiir eine signifikante, aber insgesamt
gering ausgeprigte Natriumstromreduktion war.

Die Antikorper, die fiir unsere Experimente verwendet wurden, wurden nicht auf bestimmte
Antigene getestet, sondern anhand von klinischen Daten der Patienten ausgewéhlt. Es kann
demzufolge keine Aussage iiber das etwaige Vorliegen bestimmter anti-Glykolipid-Antikorpern
getroffen werden. In unseren Experimenten kam es zu einer Reduktion der Einwértsstrome, die
nach drei Minuten nicht reversibel war. Diese kann durch eine Natriumkanalblockade ausgelost

worden sein. Auch Takigawa et al. (2000) sowie Saito (1993) fanden diese Natriumkanalblockade.
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Allerdings erkldren diese Phidnomene nicht das vermehrte Auftreten von Schmerzen. Bei
neuropathischen Schmerzen erwartet man die Hochregulierung von Natriumkandlen am peripheren
Nerv (Tanaka et al., 1998), die jedoch bei akuten Schmerzen nicht auftritt, sondern sich erst im
Verlauf darstellt. Eine andere mogliche Erkldrung ist jedoch eine durch die Antikorper
hervorgerufene verminderte Ubertragung von Informationen an das nozizeptive System durch
Reduktion der Natriumstrome. Dies wére klinisch eher mit einer Hypésthesie zu erkléren.

Insgesamt zeigt sich in dieser Untersuchung analog zu den Ergebnissen fiir die akute Form der
demyelinisierenden Polyneuropathie bei der CIDP eine Verminderung der Einwértsstrome, die
durch eine Natriumstrom- oder Kalziumstromblockade oder aber durch eine Erhéhung der
Kaliumauswiértsstrome verursacht werden kann, so dass es hier von Interesse ist, auch in Hinsicht
auf eine mogliche Behandlung der Symptome, weitere Untersuchungen von spezifischen lonen-

stromen durchzufihren.

4.2.6 Paraneoplastische Polyneuropathie

Motorische Beteiligung bei PNP

Bei Patienten mit rein motorischer paraneoplastischer Polyneuropathie waren Ein- und
Auswirtsstrome, Aktionspotenzialschwelle und Dauer dieser sowie das Ruhepotenzial vor und nach
IgG Einwasch iiber einen Zeitraum von drei Minuten in einer Konzentration von 1 g/l nicht
signifikant verdndert. Analog zu den anderen Neuropathien ist als Ursache dafiir eine fehlende
Bindungsfahigkeit der Antikorper, die beim Patienten motorische Symptome hervorrufen, an
sensible Strukturen moglich. Weiterhin gelten flir die motorischen paraneoplastischen Antikorper

dieselben Grundregeln, die im folgenden Kapitel fiir die sensiblen Neuropathien dargelegt sind.

Sensible Beteiligung der PNP

Antikdrper von Patienten, die unter einer paraneoplastischen Polyneuropathie mit sensomotorischer
Komponente litten, fithrten zu einer signifikanten (p <0,05) Herabsetzung der
Aktionspotenzialschwelle (Abb. 46). Die Auswarts- und Einwirtsstrome, die Aktionspotenzialdauer
und das Ruhepotenzial waren zwar nicht signifikant verdndert, es zeigt sich jedoch eine deutliche
Tendenz zur Verminderung der Auswirts- und somit der Kaliumstrome, was eine Erhéhung der
neuronalen Erregbarkeit verursachen konnte. Es lagen in diesem Fall keine repetitiv feuernden
Neurone vor, so dass unklar bleibt, ob nur die Schwelle zur Auslésung von Aktionspotenzialen

herabgesetzt wurde oder ob es auch zu einer Erhohung der Feuerfrequenz kam.
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Das Hu-Antigen als Ziel des anti-Hu-Antikorpers wird von allen neuronalen Zellkernen des ZNS
und der Spinalganglien sowie in geringerem Mafle auch deren Zytoplasma exprimiert (Dalmau et
al., 1990). Das Hu-Antigen besitzt drei bekannte RNA-Bindungsstellen (Szabo et al., 1991).
Weiterhin kann das Hu-Antigen in allen Zelllinien des kleinzelligen Bronchialkarzinoms gefunden
werden. In der Literatur beschrieben ist die subakute sensorische Neuronopathie, eine
paraneoplastische Erkrankung, die hauptsdchlich bei Patienten mit einem kleinzelligen
Bronchialkarzinom auftritt. In threm Zusammenhang treten anti-Hu-Antikérper auf, von denen
unklar ist, ob sie pathogen sind oder lediglich einen diagnostischer Marker darstellen. Fiir die
paraneoplastische Neuronopathie gibt es kein Tiermodell, das zum besseren Verstindnis des
Pathomechanismus beitrdgt. Verschiedene Versuche, Tieren den anti-Hu Antikdrper oder das
Antigen zu injizieren, losten zwar eine AntikOrperaugmentation aus, fiihrten jedoch nicht zu
Symptomen einer Neuropathie (Sillevis-Smitt et al., 1995). Im Jahr 1996 konnte diese
Arbeitsgruppe im Nervensystem von Ratten nach Immunisierung mit Hu-Antigen keine Antikorper
wie beim Menschen finden. Daher postulierten sie fiir humane paraneoplastiche Syndrome einen
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke oder den Transport von Lymphozyten in das Nerven-
system, damit diese dort Antikdrper produzieren konnen.

Dass Hu-Antikorper an der Pathogenese beteiligt sein konnten, zeigten Greenlee et al. 1993 in
einem in-vitro Experiment. Sie wiesen eine durch menschliche Hu-Antikorper induzierte Zelllyse in
Kornerzellkulturen von Rattenkleinhirn nach. Hierbei konnten als Negativkontrolle verwendete
Antikorper gesunder Probanden nicht im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden. Dies diente
als Hinweis auf eine komplementgetriggerte Internalisation der pathologischen Antikorper. Zu
einem geringeren Anteil konnen auch nicht pathologische Antikorper {iber unspezifische
Endozytose in Zellen aufgenommen werden, die in der Immunfluoreszenz jedoch aufgrund ihrer
geringen Menge nicht abgebildet werden (Greenlee et al., 1993; Hormigo & Liebermann, 1994).
Insgesamt ist jedoch die Hypothese pathogener Effekte von Autoantikdrpern gegen intrazelluldre
Antigene duflerst umstritten. Der mutmaBliche Wirkort der Antikorper in der Zelle ist die
neuronenspezifische RNA-Prozessierung, die eine Rolle in der neuronalen Entwicklung spielt
(Greenlee et al., 1993; Sillevis-Smitt et al., 1996; Szabo et al., 1991). Ein weiterer Wirkort der Hu-
Antikorper liegt im Plexus myentericus. De Giorgio et al. (2003) zeigten, dass Neurone aus
Zellkulturen des Plexus myentericus komplementunabhéngig durch Hu-Antikérper lysiert werden
konnen. Dass Serum von Patienten mit Anti-Hu positiver Neuronopathie toxisch ist, fanden auch

Verschuuren et al. (1997). Sie untersuchten verschiedene Tumorzelllinien auf den zytotoxischen
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Effekt von Serum, IgG und IgG freiem Serum. Sowohl das IgG freie Serum als das Serum mit IgG
wiesen eine zytotoxische Wirkung auf, die sich sowohl in Hu-positiven als auch -negativen Zellen
entwickelten. Dies spricht fiir eine zytotoxische Wirkung, die nicht durch Antikorper allein
hervorgerufen wird.

In Autopsiestudien konnten anti-Hu Antikdrper an Spinalganglienneuronen beim Menschen mit
subakuter sensorischer Neuronopathie nachgewiesen werden (Dhib-Jalbut & Liwnic, 1986; Graus et
al., 1988; Dalmau et al., 1991). Diese wurden hauptsichlich in nuclei, nicht aber im Zytoplasma
gefunden (Yamada et al., 1994). Zusitzlich fand sich eine umgebende Entziindungsreaktion, die je
nach Arbeitsgruppe aus zelluliren und/oder humoralen Infiltraten bestand. Graus et al. (1990)
beschrieben hauptséchlich mononukledre Zellen, die aus T-Zellen bestanden, begleitet von IgG-
Ablagerungen in der Peripherie der Neurone. Jean et al. (1994) fanden perivaskuldre Infiltrate
bestehend aus B- und T-Zellen, zusitzlich interstitielle T-Zellen und vereinzelte B-Zellen sowie
intraneuronale IgG-Ablagerungen. Panegyres et al. (1993) konnten nur T-Zellen und weder B-
Zellen noch IgG nachweisen. Wanschitz et al. (1997) fanden neben IgG zusitzlich T-Helferzellen
als Ursache der Ganglionitis bei der subakuten sensorischen Neuronopathie. Drlicek et al. (2000)
fanden dhnliche Ergebnisse bei einer Hu-negativen paraneoplastischen Neuropathie.

Die in dieser Untersuchung fehlende Signifikanz der Verdnderungen der Strome kann verschiedene
Ursachen haben. Wie bereits erwdhnt, ist es umstritten, ob Antikorper allein {iberhaupt die
Krankheit auslosen, oder ob sie nur eine antikdrpervermittelte zelluldre Entziindung bewirken, wie
sich dies in den zuvor erwdhnten pathologischen Priparaten gezeigt hat. Verschiedene Studien
weisen auf die intrazelluldre Lokalisation des Hu-Antigen hin. So fanden Hormigo et al. (1994) eine
Antikorperreaktivitéit zuerst in dem Zytoplasma der HuD-positiven Zellen und kurz darauf auch im
Zellkern. Die Reaktionszeit hing dabei von der anti-Hu IgG Priparation und der Zelllinie ab.
Innerhalb von 1-4 Stunden konnte bei NCI-H69 Zellen intrazellulires IgG angefarbt werden,
wohingegen es bis zu 24 Stunden dauerte, bis in PC12 Zellen Antikoérper nachgewiesen werden
konnten. Die Aufnahme des Antikorpers in die Zelle konnte durch kreuzreagierende Epitope, die
sich auf der Zelloberfliche befinden, Fc-getriggerten Transport des Antikorpers in die Zelle oder
unspezifische Endozytose bewirkt werden (Hormigo et al., 1994; Adamus et al.,, 1997). Die
fehlende Verdnderung der Ionenstrome durch die IgG Fraktionen an den Zellen in unseren
Experimenten konnte dadurch bedingt sein, dass die Antikorper nicht direkt an Ionenkanile an der

Zelloberfliche binden, da sich dort die entsprechenden Antigene nicht befinden. Der Prozess der
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Internalisierung der Antikorper und die erst sehr viel spiter stattfindende Reaktion im Zellinneren
kann mit dem in der Arbeit verwendeten Ansatz nach wenigen Minuten nicht erfasst werden.

Insgesamt sind die Ergebnisse aus den vorliegenden Experimenten mit bekannten
Studienergebnissen gut vereinbar. Allerdings wire es interessant zu untersuchen, ob anti-Hu
Antikorper in vitro nicht nur im Zytoplasma und den nuclei von Spinalganglienneuronen
nachgewiesen werden kdnnen, sondern ob sie dort auch einen durch Antikorper vermittelten Effekt
auslosen konnen. Dazu ist die Durchfiihrung weiterer Studien erforderlich. Denn reversible Effekte,
die an Neuronen entstehen, konnen nicht durch Apoptose, die sowohl an Plexus myentericus
Neuronen als auch an Kornerzellen aus Kleinhirnen beschrieben sind, erkliart werden, da dies ein
irreversibler Prozess ist. Interessant ist die in den von uns durchgefiihrten Experimenten erhohte
Erregbarkeit der Neurone nach Antikorperapplikation. Dies kann aufgrund der intrazelluldren Lage
des anti-Hu Antigens nur ein unspezifischer Effekt der Antikorper sein, zum Beispiel hervorgerufen
durch eine Kaliumkanalblockade. Es wire in dieser Hinsicht sicher interessant gewesen, selektiv die
Kaliumkanéle zu untersuchen. Klinisch erkldrt eine resultierende vermehrte Bildung von

Aktionspotenzialen in nozizeptiven Fasern gut das vermehrte Auftreten von Schmerzen.

4.2.7 Sensible Polyneuropathie mit IgG und IgM Antikorpern bei IgG-MGUS

Die Immunglobulinfraktion, die aus Seren von Patienten von monoklonaler Gammopathie unklarer
Signifikanz vom Typ IgG mit sensibler Neuropathie gewonnen wurden, 18sten eine signifikante und
reversible Erniedrigung der Auswiértsstrome aus. Diese bestehen zu einem Grofiteil aus
Kaliumionen. Unter der Vorstellung, dass Kaliumstrome nach dem Aktionspotenzial zu einer
Repolarisation der Zellmembran fiihren, kann eine Kaliumkanalblockade zu einer Verldngerung des
Aktionspotenzials und einer Erniedrigung der Aktionspotenzialschwelle fithren, was sich im
Experiment allerdings nicht niederschldgt. Repetitiv feuernde Neurone lagen leider bei dieser
Messreihe nicht vor, so dass iiber eine mogliche Zunahme der Feuerfrequenz keine Aussage
getroffen werden kann. Allerdings ist eine Abnahme des Kaliumstromes mit einer klinisch
beobachteten vermehrten Aktionspotenzialbildung vereinbar. Somit rufen die Antikdrper der I1gG
und IgM-Klasse bei dieser Polyneuropathie mit den klinischen Beobachtungen iibereinstimmende
Effekte an Spinalganglienneuronen hervor.

Hiermit konnten Antikdrper prinzipiell nicht nur einen diagnostischen Marker, sondern tatséchlich

eine die Krankheit auslosende Entitit darstellen.
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Die signifikante Reduktion der Auswirtsstrome, die jedoch ohne Verdnderung der
Aktionspotenziale einhergeht, konnte durch eine schlechte Verfiigbarkeit des Antikdrpers an der
Zellmembran durch das umliegende Bindegewebe bedingt sein. In immunhistochemischen
Untersuchungen zeigte sich bei Paparounas et al. (1999), dass Antikorper unter bestimmten
Inkubationskonditionen und vor allem Superfusionsdauern nicht zu den entsprechenden
Bindungsstellen am Neuron vordringen konnten. Aber auch unter besseren Untersuchungs-
bedingungen zeigte sich lediglich eine Ablagerung der Antikorper und der Komplementfaktoren an
den erwarteten Antigenen, eine Anderung der elektrophysiologischen Parameter war nicht

detektierbar.

4.3 Klinischer Ausblick

Insgesamt konnte mit Hilfe der patch-clamp Technik an Spinalganglienneuronen eine akute
antikorpervermittelte, komplementunabhingige Reaktion durch Immunneuropathien festgestellt
werden.

Interessanterweise l10sten Antikdrper von Patienten mit motorischen Immunneuropathien keine
Effekte aus, wohl aber Antikorper von Patienten mit sensiblen Stérungen. Dies weist auf eine
gezielte und spezifische Reaktion der Antikdrper mit einem bestimmten Antigen hin, das noch
genauer bestimmt werden muss. Statistisch signifikante Effekte lieBen beim sensiblen GBS und
CIDP sowie der sensiblen Polyneuropathie mit IgG und IgM-Antikorpern bei IgG-MGUS
nachweisen, wodurch dem Antikorper eine direkte pathogene Rolle zugesprochen werden kann. Bei
den paraneoplastischen Neuropathien lieB sich kein akuter antikorpervermittelter Effekt
nachweisen, was die bestehende These stiitzt, dass das Antigen intrazelluldr lokalisiert ist und
weitere Faktoren wie Komplement und eine durch inflammatorische Zellen hervorgerufene
Reaktion zu Grunde liegen.

Um Aussagen dariiber treffen zu konnen, welche Ionenstrome durch die Antikérper genau alteriert
wurden, ist es von Noten mit Hilfe von Kanalblockern und einer Variation der verwendeten Innen-
und AufBlenlosungen die betroffenen Ionenkanaltypen zu bestimmen, damit der genaue
Mechanismus der Erkrankungen besser verstanden werden kann. Durch genaue Lokalisation des
Epitops der Antikorperreaktion konnte eine gezielte Therapie durchgefiihrt und schon im
Friihstadium der Verlauf von Erkrankungen giinstig beeinflusst werden.

Zwar sind limitierende Faktoren in der Therapie der verschiedenen Neuropathien nicht die

Schmerzen, die die Patienten erleiden, sondern die motorischen und autonomen Stérungen, die
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insbesondere beim Guillain-Barré Syndrom auftreten und zu verheerenden Folgen fiihren konnen
wie beispielsweise der peripheren Atemldhmung, der Bildung tiefer Beinvenenthrombosen und
Ablosung einer Lungenarterienembolie infolge peripherer Extremitidtenldhmungen oder der
autonomen Dysregulation mit Ausbildung von Herzrhythmusstorungen..

Sie konnen jedoch helfen, beim wachen Patienten die Lebensqualitit in der Phase grof3er
Schmerzen gezielt zu verbessern. Interessant wére auch, ob durch kompetitive Hemmung an
Ionenkanélen wie zum Beispiel durch 3,4 Diaminopyridin an Kaliumkandlen beim LEMS eine
Wirkung erzielt werden kann (Maddison & Newsom-Davis, 2005). Positiv wire ein Schutz der
betroffenen Kanile durch Substanzen, die nicht nur Schmerzen reduzieren konnten, sondern
aullerdem eine Verminderung des Schmerzempfindens, das als Schutzorgan wichtige Aufgaben

wahrnimmt, verhindern.
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5 Zusammenfassung

In dieser experimentellen Arbeit wurden IgG-Fraktionen von Patienten mit verschiedenen
entzlindlichen Polyneuropathien mit Hilfe der patch-clamp Technik auf ihren akuten Effekt an
Hinterwurzelganglienneuronen von Ratten getestet. Die Hinterwurzelganglienneurone von jungen
Ratten wurden mit Hilfe einer speziellen slice-Technik prépariert. Es erfolgten Messungen der
gesamten lonenstrome und der Aktionspotenziale in HEPES-Losung, drei Minuten nach
Antikorpersuperfusion und drei Minuten nach Auswasch einer Antikorperfraktion mit HEPES-
Losung. Als Negativkontrollen wurden IgG-Fraktionen von neurologisch gesunden Probanden und
als Positivkontrolle IgG-Fraktionen von Patienten mit Lambert-Eaton-Syndrom verwendet.

Hierbei ergaben sich fiir die Kontrollseren von gesunden Patienten keine Anderungen in den jeweils
untersuchten Parametern. Die Positivkontrollen mit Antikdrpern gegen spannungsabhingige
Kalziumkanédle bei Lambert-Eaton-Syndrom (LEMS) zeigten eine Reduktion der
Spitzeneinwértsstrome wie sie bei einer Kalziumkanalblockade, die beim LEMS typisch ist,
vorkommt. Damit ist das Modell grundsitzlich fiir Untersuchungen dieser Art geeignet.

Bei der Untersuchung entziindlicher Polyneuropathien wie dem Guillain-Barré-Syndrom (GBS), der
chronischen  inflammatorischen = demyelinisierenden  Polyneuropathie (CIDP)  und
paraneoplastischen Polyneuropathien wurde zwischen rein motorischen und sensiblen Formen
unterschieden. Bei rein motorischem GBS und CIDP fanden sich vor und nach IgG-Applikation
keine Anderungen der gemessenen Parameter. Die IgG-Applikation von Patienten mit GBS und
CIDP mit sensibler Beteiligung erbrachte eine Reduktion der Einwértsstrome unter IgG
Superfusion, was fiir einen akuten Effekt der Antikorper spricht. Hierbei kann es sich um eine
Reduktion der Natriumstrome oder der Kalziumstrome handeln oder durch eine Erhéhung der
Auswirtsstrome um eine Pseudoeinwirtsstromreduktion. Diese erkldart jedoch als klinisches
Korrelat nicht das vermehrte Auftreten von Schmerzen, sondern eher eine Hypasthesie.

Bei der paraneoplastischen Neuropathie, bei der als Kreuzreaktion Antikdrper gegen neuronale
Strukturen auftreten, von denen nicht geklért ist, ob sie nur einen diagnostischen Marker darstellen
oder pathogen wirksam sind, verursachten die IgG von Patienten keine Anderung der Ionenstrome.
Die Schwelle zur Auslosung von Aktionspotenzialen war allerdings herabgesetzt, was zum
vermehrten Auftreten von Schmerzen passt. Ursédchlich fiir eine fehlende Alteration der Strome
konnen ein komplizierter Aufnahmemechanismen der Antikorper in die Zelle bei intrazelluldrer

Lage des Antigens sein oder ein zusétzliches Erfordernis von Komplement und Enziindungszellen.
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5 Zusammenfassung

Bei der sensiblen Polyneuropathie mit IgG und IgM-Antikdrpern bei MGUS konnte eine deutliche
Reduktion der Auswirtsstrome, die vereinbar ist mit einer Kaliumstromblockade, nachgewiesen
werden. Dies fiihrt zu einer erhohten neuronalen Erregbarkeit, wozu als klinisches Korrelat ein
vermehrtes Schmerzempfinden passt.

Diese Experimente zeigen, dass IgG Antikdrper von Patienten mit sensiblen Immunneuropathien
einen akuten Effekt an Hinterwurzelganglienneuronen auslosen. Die beobachteten Phidnomene
weisen auf eine hohe Spezifitit der jeweils produzierten Antikorper hin, da die von Patienten
produzierten Antikorper nur auf ganz bestimmte Antigene reagieren. Zur Spezifizierung der
Ionenkanéle ist jedoch eine weitere Testung an Einzelkandlen oder zumindest mit Blockern fiir

bestimmte lonenkanéle erforderlich.

101



6 Summary

6 Summary

In this study we examined the effect of different IgG-fractions of patients with different neuro-
pathies on rat DRG neurones by means of the patch-clamp technique. The neurons were prepared in
a special thin-slice technique. We recorded inward-, outward-currents and action potentials in
HEPES-solution, three minutes after antibodysuperfusion and after three minutes of washout in
HEPES-solution. The system was tested with IgG by controls from healthy volunteers. As a positive
control we used antibodies against voltage-gated-calcium-channel from a patient with Lambert-
Eaton-Syndrome (LEMS)

Healthy controls did not reveal any changes in the recorded parameters. Positive controls with
LEMS-antibodies revealed decreased inward currents as in a calcium channel blockade typical of
LEMS. This shows that the system is an acceptable model for the study.

For inflammatory neuropathies such as Guillain-Barré-Syndrom (GBS), chronic inflammatory
demyelinating Polyneuropathy (CIDP) and paraneoplastic Neuropathy we split the groups into
motor and sensory according to their clinical features. None of the patients with motor symptoms
only revealed any significant change in the recorded parameters. The sensory GBS and CIDP
showed a decrease of inward currents, which can be explained by a sodium-channel-blockade, a
calcium-channel-blockade or an pseudo-inward-current-reduction by an increase of outward
currents. That does not explain pain but reflects the clinical situation of hypaesthesia.

In the sera of patients with paraneoplastic neuropathies exist antibodies. It is still unclear, whether
these antibody are only a diagnostic marker or whether they are pathogenic themselves. In this
study IgG from patients with paraneoplastic neuropathy showed an increased excitability of the
neurons matching the clinical symptoms of pain but did not show any changes in the currents. This
might be caused by a complicated mechanism of internalizing the antibody, an intracellular position
of the antigene or the need of complement and inflammatory cells.

Antibodies from patients with sensory Polyneuropathy with IgG and IgM-Antibodies in MGUS
caused a significant decrease in outward currents revealing a potassium-channel blockade. This
causes an increased excitability explaining the clinical condition of pain.

This study shows that IgGs of patients with sensory immunoneuropathies do effect ion channels in
sensory neurones. The observations reveal great specificity of the produced antibody as they react
only with certain antigenes.

It might be interesting to investigate single channels or to examine specific ionic currents

(i.e. potassium or sodium), as they might reveal an underlying specific mode of action.
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