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EINLEITUNG

1 Einleitung — Die limbische Enzephalitis

Der Begriff ,limbische Enzephalitis® wurde zum ersten Mal 1968 von der Arbeitsgruppe
Corsellis et al. im Zusammenhang mit einem akuten oder subakuten Beginn von
Gedéachtnisstorungen, psychiatrischen Symptomen und Krampfanfillen gepriagt (Corsellis,
Goldberg & Norton 1968). Die Gruppe untersuchte seinerzeit drei eigene Félle sowie acht
weitere, bereits bekannte Fille. Wiederholt zeigte sich eine Assoziation der Symptome mit
einer karzinomatdsen Erkrankung. Im Rahmen der Autopsie fanden sich dann sowohl
entziindliche als auch degenerative Veridnderungen im Bereich der ,limbischen grauen
Substanz®. Darauthin kniipften Corsellis und Kollegen erstmals eine Verbindung zwischen
einer karzinomatdsen Systemerkrankung und der limbischen Enzephalitis (Tiiziin & Dalmau
2007). Die Erstbeschreibung einer Involvierung der ,,limbischen Lappen* (Uncus, Amygdala,
Hippocampus, Inselrinde, Gyrus cinguli) bei einer Enzephalitis und somit der limbischen

Enzephalitis ist jedoch Brierley et al. acht Jahre vorher zuzuschreiben (Brierley ef al. 1960).

Obwohl die Erkrankung lange Zeit als sehr selten und nur in Kombination mit Karzinomen
auftretend angesehen wurde (Bakheit, Kennedy & Behan 1990), ist mittlerweile mit Blick in
die Literatur offensichtlich, dass es sowohl viele verschiedene Ursachen (Graus & Saiz 2008;
Graus, Saiz & Dalmau 2010), u. a. auch nicht-paraneoplastische Formen (Bien et al. 2000;
Vincent et al. 2004), wie auch hohere Fallzahlen (Gultekin er al. 2000) gibt. Abbildung 1-1

stellt diese Vielfalt zusammenfassend dar.

Limbische Enzephalitis

entzfindlich parancoplastisch M'; ch nicht-parancoplastisch
HSV-Enzephalitis Anti-Hu-Enzcphaliy | |Anti-NMDAR-Enzephalitie Nichi-hespetische E,
HHYV-6-Enzephalitia Anti-Ma-Enzcphalitis | |Anti-AMPAR-Eneephalitis SREAT
CMV-Enzephalitis Anfi-Mg,/Ta-Enzephalitis| |Anti-GABAR-Enzephalitis
HIV-Enzephalitis Anti-CV,/CRMP,-E, Anti-VGEC-Enzcphalitis
Anti-Amphipysin-E, Anti-GAD-Enzephalitis

Abbildung 1-1: Ubersicht iiber einige Formen der limbischen Enzephalitis, nach Grisold
et al. 2011 und Pedrosa et al. 2012

Bei den blau hervorgehobenen Formen richten sich die Antikérper gegen Oberflichenproteine der
Zellen, bei den griin hervorgehobenen gegen intrazellulére Strukturen. Abkiirzungen: HSV — Herpes-
simplex-Virus; HHV-6 — humanes Herpes-Virus 6; CMV — Zytomegalie-Virus; HIV — humanes
Immundefizienz-Virus; CRMP — collapsin response mediator protein; NMDAR — N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptor; AMPAR - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid — Rezeptor;

1



EINLEITUNG

GABALR - y-Aminobuttersdure-Rezeptor; VGKC — voltage gated potassium channel;, GAD —
Glutamatdecarboxylase; SREAT — steroid-responsive Enzephalopathie mit assoziierter Autoimmun-
Thyreoiditis

In der Literatur hdufen sich seit dem Ende der 1990er Jahre Berichte {iber das Auftreten einer
reversiblen paraneoplastischen Form der limbischen Enzephalitis bei jungen Frauen, die mit
dem Vorhandensein von ovariellen Teratomen assoziiert zu sein scheint (u. a. Nokura et al.
1997; Aydiner, Giirvit & Baral 1998; Taylor ef al. 1999). Im Jahr 2005 berichten Vitaliani et
al. Uber vier Patientinnen, die an eben dieser Form der reversiblen limbischen Enzephalitis in
Kombination mit ovariellen Teratomen erkrankt sind (Vitaliani et al. 2005). Die
Arbeitsgruppe postuliert, dass es sich bei der Erkrankung um eine immunogen-vermittelte
Storung handelt, deren Antikérper mit den tblichen Testmethoden nicht nachgewiesen
werden konnen. Gestiitzt wird diese Vermutung durch den Umstand, dass sich eine Form der
limbischen Enzephalitis, die unter Therapie einen giinstigen Verlauf zeigt, durch Antikorper
gegen das Neuropil des Hippocampus bzw. Kleinhirns identifizieren ldsst (Ances et al. 2005)
und nicht, wie bisher bei paraneoplastischen Syndromen bekannt, durch Antikérper gegen den
Nucleus bzw. gegen das Zytosol (u. a. Honnorat et al. 1996; Alamowitch et al. 1997; Dalmau
et al. 2004; Darnell & Posner 2005). Es sei allerdings angemerkt, dass zu diesem Zeitpunkt
im Rahmen der limbischen Enzephalitis bereits Antikdrper gegen einige Zellmembranproteine
bekannt waren (siehe Abbildung 1-1), wie z. B. AntikOrper gegen spannungsabhingige
Kaliumkanile (Anti-VGKC-Antikorper). Diese stehen aber seltener im Zusammenhang mit
Neoplasien und sprechen — im Gegensatz zu oben erwéhnten paraneoplastischen Syndromen —
gut auf eine immunsuppressive Therapie an (u. a. Hart et al. 1997; Pozo-Rosich ef al. 2003;

Vincent ef al. 2004).

Schlussendlich identifizierten Dalmau et al. im Jahr 2007 das bis dahin noch unbekannte
Antigen fiir den o.g. Antikorper als den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDAR) und
berichten erstmals {iiber eine paraneoplastische Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-
Enzephalitis (Anti-NMDAR-Enzephalitis), die eine Assoziation mit ovariellen Teratomen
zeigt (Dalmau et al. 2007). Daher liegt die Motivation fiir die vorliegenden Arbeit in der
gezielten elektrophysiologischen Untersuchung der pathophysiologischen Relevanz des

humanen Anti-NMDAR-Antikorpers.
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1.1 Die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis

Die Inzidenz der Erkrankung ldsst sich zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht beziffern. Im Jahr
2011 waren der Arbeitsgruppe (Dalmau et al. 2011) 400 Félle aus den letzten drei Jahren
bekannt. Eine multizentrische, prospektive Studie zur Ursache einer Enzephalitis in England
zeigte, dass die Haufigkeit einer Anti-NMDAR-Enzephalitis bei 4% lag, zweithdufigste
Ursache von immun-vermittelten Enzephalitiden nach einer akuten disseminierten
Enzephalomyelitis (Granerod et al. 2010) — siehe auch Gable ef al. 2012 fiir die Daten des
kalifornischen Enzephalitisprojektes hinsichtlich der Haufigkeit. Eine Pridisposition scheint
bei jungen Menschen bis ca. 35 Jahre zu bestehen (Dalmau et al. 2011). Zusétzlich konnte mit

ca. 80% ein deutliches Uberwiegen des weiblichen Geschlechtes dokumentiert werden.

Eine Tumorassoziation ist wahrscheinlicher je &lter die Patienten sind, bei jungen Patienten
iiberwiegt hingegen eine nicht-paraneoplastische Form (Dalmau et al. 2011). Die
Verkniipfung mit einem ovariellen Teratom ist hdufig, nur 2% der Patienten wiesen einen
anderen Tumor auf. Dabei zeigte die Untersuchung der ovariellen Teratome von 25 Patienten

in allen Fille die Expression von NMDA-Rezeptoren in der Tumormasse (Tiiziin et al. 2009).

Im Liquor cerebrospinalis finden sich initial bei 80% der Patienten Verdnderungen (z. B.
Lymphozytose, erhohte Proteinkonzentration); im Verlauf zeigen fast alle Patienten diese
Abweichungen (Dalmau et al. 2008). 60% der Patienten entwickeln oligoklonale Banden
(Dalmau et al. 2008). Eine intrathekale Synthese der Anti-NMDAR-Antikorper und damit
hohe Konzentrationen sind hédufig. (Dalmau et al. 2008, 2011; Irani ef al. 2010).

Die Therapie der Anti-NMDAR-Enzephalitis besteht neben der Entfernung des Tumors in
einer Immunsuppression, die je nach Schwere mit einer Plasmapherese und/oder der Gabe

von Immunglobulinen kombiniert wird (Florance-Ryan & Dalmau 2010).

Die Prognose der Erkrankung ist gut. Drei Viertel der Patienten erfahren eine Restitutio ad
integrum oder behalten milde Folgeerscheinungen (Dalmau et al. 2008). Beim restlichen
Viertel verbleiben entweder schwere neurologische Residualzustinde oder es kommt zum
Tod. Rezidive kommen bei 20 bis 25% der Patienten vor und kénnen noch nach Monaten
oder Jahren auftreten (Dalmau et al. 2008, 2011; Florance-Ryan & Dalmau 2010; Irani et al.
2010).
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1.1.1 Die Symptomatik des Krankheitsbildes

Die Krankheit verlduft in mehreren Phasen, beginnend bei etwa 70% der Patienten mit
prodromalen Symptomen, wie z.B. Kopfschmerzen, Fieber, Ubelkeit, Erbrechen bzw.
unspezifischen Virus-dhnlichen Symptomen (Dalmau et al. 2011). Innerhalb weniger Tage —
meist weniger als 2 Wochen — entwickeln sich erste psychiatrische Symptome, wie z. B.
Angst, Schlaflosigkeit, Wahnvorstellungen, Manie und Paranoia (siche auch Abbildung 1-2),
weshalb die Patienten meist zundchst einem Psychiater vorgestellt werden. 77 von 100
Patienten wurden beim ersten fachérztlichen Kontakt einem Psychiater und nur 23 einem

Neurologen vorgestellt (Dalmau et al. 2008).

Abbildung 1-2: Auswirkungen einer pharmakologischen NMDAR-Blockade bzw. einer
genetischen Reduktion, modifiziert nach Florance-Ryan & Dalmau 2010
Dieses Schema beruht auf Daten aus experimentellen Modellen, bei denen die Zahl der NMDA-

Rezeptoren entweder pharmakologisch oder genetisch reduziert wurde. Der blaue Pfad zeigt die
potenziellen Auswirkung auf das dopaminerge, noradrenerge und cholinerge System. Den vermuteten
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Zusammenhang mit den Beschwerden im respiratorischen System stellt der griine Weg dar. Der
orangene Weg beleuchtet die Bewegungsstdrungen und die psychischen Symptome. Der Schwerpunkt
dieser Arbeit liegt im roten Weg und den Auswirkungen der moglichen Blockierung auf den

Hippocampus. Das Resultat wéren u. a. Storungen des Gedéchtnisses.

Ein weiteres hdufiges Symptom ist eine Stérung des Kurzzeitgedédchtnisses (Dalmau et al.
2007). Die Héufigkeit scheint jedoch unterschitzt zu werden, da dieses Symptom durch die
psychiatrischen Symptome bzw. durch auftretende Sprachprobleme bis hin zum Mutismus
ofters tiberdeckt wird (Dalmau et al. 2008, 2011). Im weiteren Krankheitsverlauf zeigen sich
Bewegungsstérungen sowie Dystonien mit erhohtem Muskeltonus. Begleitet werden diese
Erscheinungen von einer autonomen Instabilitit, die z. B. durch Hypoventilation, Tachy-
und/oder Bradykardie gekennzeichnet ist (Dalmau et al. 2007, 2008; lizuka et al. 2008;
Florance et al. 2009).

Wiéhrend aller Abschnitte der Erkrankung kann es zu fokalen bzw. generalisierten
Krampfanfillen kommen. Meist sind diese jedoch ein frithes Symptom. Ein Krankheitsbeginn
mit einem komplex-fokalen Status epilepticus (Bayreuther et al. 2009), mit einem
anhaltenden, nicht-konvulsiven Status epilepticus (Johnson et al. 2010) sowie mit einer

Epilepsia partialis continua (Dalmau et al. 2007) sind in der o. g. Literatur beschrieben.

Die unterschiedlichen Krankheitsphasen lassen sich abschlieBend folgendermal3en
zusammenfassen: Prodromalsymptome, psychotische Phase, Phase der Teilnahmslosigkeit mit
Hypoventilation, Phase der autonomen Instabilitit und der Dyskinesien und mogliche

Genesung oder Tod (Dalmau et al. 2007).

1.2 Grundlagen von Lernprozessen und Gedéachtnis

1.2.1 Der Hippocampus

Der Hippocampus ist eine paarige Struktur am Boden des Unterhorns des Seitenventrikels,
der die mediale Randzone des Temporallappens bildet. Zytoarchitektonisch lassen sich zwei
C-formige Strukturen, der Gyrus dentatus (DG), der als kleinerer Schenkel das Cornu
ammonis (CA) halb umschlie3t, voneinander abgrenzen (siehe Abbildung 1-3 und Abbildung
2-5). Das Cornu ammonis wiederum kann aufgrund der verschiedenen Zelldifferenzierungen
und —funktionen in vier Bereiche, die Sektoren CA1 bis CA4, unterteilt werden (Lopes da
Silva et al. 1990). An den CA1-Sektor schlief3t sich das Subiculum an.
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Abbildung 1-3: Hippocampus der Ratte
A Die Schemazeichnung zeigt neben der Lage des Hippocampus im Rattenhirn auch einen Querschnitt

mit den wichtigsten Strukturen. (Amaral & Witter 1989) B Horizontaler Schnitt mit MRT-
Rekonstruktion des Rattenhirns. Die Schnittebene ist eingezeichnet. Dicke 250 pm (Amaral,
Scharfman & Lavenex 2007) Abkiirzungen: DG — Gyrus dentatus; CA — Cornu ammonis; mf —
Moosfasern; pp — Tractus perforans; sc — Schaffer-Kollateralen

Im Gyrus dentatus findet sich histologisch eine phylogenetisch begriindete Dreischichtung,
wobei die Kornerzellen dicht gepackt in der mittleren Schicht, dem Stratum granulare, liegen
(Amaral, Scharfman & Lavenex 2007). Die apikalen Dendriten durchziehen das in eine innere
und duBere Schicht geteilte Stratum moleculare (Blackstad 1956). Die Axone ziehen als
Moosfasern durch das Hilum, eine polymorphe Schicht. Der Aufbau des Cornu ammonis

dhnelt dem o. g. in den Grundziigen. Hier befinden sich jedoch in einem Stratum pyramidale

grof3e Pyramidenzellen, die die iiberwiegenden Zellen im Hippocampus bilden.

Der Tractus perforans, der in einen medialen und einen lateralen Schenkel unterteilt werden
kann und seinen Ursprung im entorhinalen Kortex nimmt, ist eine der wichtigsten afferenten
Bahnen des Hippocampus und endet als erste synaptische Verbindung im trisynaptischen
Schaltkreis an den Kornerzellen des DG (Amaral & Witter 1989). Zusitzlich verlauft der
Fasertrakt direkt zu den Pyramidenzellen des CA3-Sektors. Auf diese Zellen projiziert auch
das Moosfasersystem als zweite synaptische Verbindung des o. g. Schaltkreises. Die sog.
Schaffer-Kollateralen komplettieren als Projektionsfasern des CA3- zum CAl-Sektor die
trisynaptische Schleife. Die Efferenzen der Pyramidenzellen des CA1-Sektors gelangen iiber
das Subiculum zuriick zum entorhinalen Kortex. Weitere Kollateralen der Pyramidenzellen

miinden in den Fornix.
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1.2.2 Der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor gehort zusammen mit dem AMPA- und dem Kainat-Rezeptor zur
Gruppe der ionotropen, ligandengesteuerten Glutamatrezeptoren (Dingledine ef al. 1999).
Klassisch ist eine tetramere Konfiguration bestehend aus zwei NR1- und zwei NR2-
Untereinheiten, wobei acht Subtypen der NRI- als Splicevarianten eines Gens und vier
Subtypen (A bis D) der NR2-Untereinheit bekannt sind. Eine NR3-Untereinheit (Subtypen A
und B) ist ebenfalls beschrieben. Extrazelluldr sind die N-terminale Doméne sowie die
Agonisten-Bindungsstelle (ABD) und zytoplasmatisch die C-terminale Doméine angeordnet
(Lau & Zukin 2007), siche Abbildung 1-4. Die Notwendigkeit der NR1-Untereinheit fiir die
Funktionsfihigkeit des Rezeptors zeigen NRI-Knockout-Méuse. Die Tiere sind trotz nur
minimaler Anderungen in Struktur und Funktion der Neurone nicht lebensfihig (Forrest et al.
1994); NR2A-Knockout-Mduse sind hingegen nicht nur lebensfdhig, sondern in ihrer
Entwicklung wahrscheinlich nicht beeintrichtigt (Sakimura et al. 1995).

NR2 NR1

Abbildung 1-4: Vereinfachte Darstellung des NMDA-Rezeptors, modifiziert nach Cull-
Candy & Leszkiewicz 2004

An der N-terminalen extrazelluldiren Bindungsstelle konnen an der NR2-Untereinheit je nach Subtyp
Zink oder Ifenprodil binden. Die Bindungsstelle fiir den NMDAR-Antikérper ist an der NRI-
Untereinheit eingezeichnet (Idee fiir die graphische Umsetzung Pedrosa et al. 2012). Die S1- und S2-
Dominen formen die Bindungsstelle fiir Glutamat bzw. fiir Glycin. Die spannungssensitive Blockade
beruht auf der Bindungsstelle fir Magnesium (Mg®") innerhalb der Pore. Der Ionenkanal ist
durchgingig fiir Natrium- (Na"), Kalium- (K") und Kalziumionen (Ca®"). Die intrazellulir gelegenen
C-terminalen Doménen binden Kinasen sowie Strukturproteine (nicht dargestellt).
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Die Besonderheit des Rezeptors liegt sowohl in der Permeabilitit fiir Ca>" als auch in der Art
der Aktivierung. Fiir diese ist die gleichzeitige Bindung von Glutamat (an der NR2-
Untereinheit ABD) und von Glycin bzw. D-Serin (an der NR1- oder NR3-Untereinheit ABD)
notwendig (Furukawa et al. 2005; Yao & Mayer 2006). Zusétzlich reduziert eine in der Pore
integrierte extrazellulire spannungssensitive Mg>"-Blockade die Offenwahrscheinlichkeit,
falls es nicht durch andere lonenkanile (meist AMPA- und Kainat-Rezeptoren) zu einer
Vordepolarisation der Zelle kommt. Durch diesen Mechanismus ist der Rezeptor ein
molekularer Fiihler, der einen Ionenfluss — und damit einen Ca**-Influx — nur zuldsst, wenn

die Erregung der Pri- und der Postsynapse zusammenfillt (Cull-Candy & Leszkiewicz 2004).

Der NMDA-Rezeptor kommt ubiquitdr im gesamten zentralen Nervensystem vor, wobei es
eine Reihe von unterschiedlichen Isoformen gibt (Cull-Candy, Brickley & Farrant 2001).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass es Erfahrungs-abhingig zu einer Anderung der
Zusammensetzung der Untereinheiten kommen kann (Philpot ez al. 2001). Nichtsdestotrotz ist
die Konfiguration mit NR2A- und NR2B-Untereinheiten im Hippocampus in der Uberzahl
(Ko6hr 2006).

Besonders anzumerken ist jedoch auch das zellschiddigende Potenzial des Rezeptors. Durch
repetitive Aktivierung kann es durch den vermehrten Ca**-Einstrom zu einem Vorgang
kommen, der von Olney als Exzitotoxizitdt beschrieben wurde (Olney 1978). Dies kann
letztlich tiber intrazelluldre Signalkaskaden zu neuronalen Schédden bis hin zum neuronalen

Zelltod fiihren (Lipton & Rosenberg 1994).

1.2.3 Lernen und Gedichtnis — Rolle von Hippocampus und NMDA-Rezeptor

Die Funktionen Lernen und Gedichtnis sind fiir uns Menschen von grof3ter Bedeutung, denn
deren Einschridnkung bringt einen deutlichen Verlust an Lebensqualitdt mit sich. Teil des
System zur Aufrechterhaltung dieser komplexen Funktionen ist der Hippocampus. Dieser und
weitere subkortikale und kortikale Hirnstrukturen sind wiederum Teil des limbischen
Systems, ein Begriff der erstmals von MacLean fiir ein System, das neben Lern- und
Gedachtnisfunktionen u.a. auch fir Aufmerksamkeit, Arterhaltung und emotionales

Verhalten wesentlich ist, verwendet wurde (Roxo et al. 2011).

Der Beitrag des Hippocampus zur Konsolidierung von Gedéchtnisinhalten wurde bereits von
Bechterew 1900 durch die Kniipfung einer Verbindung zwischen einer Schidigung des
medialen Temporallappens und einer Stérung des Gedéchtnisses postuliert (Bechterew 1900).
Ein wichtiges Beispiel fiir eben diese Verkniipfung ist der Patient H. M., der sich im Rahmen
einer Epilepsieerkrankung einer beidseitigen Entfernung eines 8 cm grofen Teils seiner
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medialen Temporallappen (gro3e Teile der Hippocampusformation) unterzog (Scoville 1954).
In der Folge présentierte er eine dauerhafte anterograde Amnesie (Scoville & Milner 1957).
Zusitzlich zeigte sich eine Storung seines Orientierungsvermogens und eine milde retrograde
Amnesie. Die Funktion seines Kurzzeitgedédchtnisses sowie seine Auffassungsgabe und sein

logisches Denkvermdgen waren jedoch intakt.

Der Verdacht der ursdchlichen Beteiligung des Hippocampus konnte schlieBlich durch
neurophysiologische und neuropathologische Untersuchungen an dem Patienten R. B.
bestdtigt werden (Zola-Morgan, Squire & Amaral 1986). Bei ihm kam es durch eine
vorriibergehende Ischdmie zu einer umschriebenen, bilateralen Schédigung des gesamten
CA1-Sektors. Er litt seither unter den gleichen Symptomen wie H. M. und zeigte auch keine

weiteren kognitiven Einschrinkungen. Der Defekt wurde post mortem histologisch gesichert.

Eine Erkldrung fiir die Storung des Orientierungsvermdgens des Patienten H. M. lieferten
bereits 1982 Morris et al. durch Verhaltensexperimenten an Ratten, die die Beteiligung des

Hippocampus fiir das rdumliche Lernen offenbarten (Motris ef al. 1982, siehe auch 1984).

Der NMDA-Rezeptor spielt im Rahmen der synaptischen Plastizitdt ebenfalls eine wichtige
Rolle bei Lern- und Gedéchtnisprozessen. Der Begriff synaptische Plastizitdt beschreibt
hierbei die aktivititsabhingige Anderung neuronaler Netzwerke und ihrer synaptischen
Verbindungen, wie sie erstmals 1949 von Hebb postuliert wurde (Hebb 1949). Die
Verdnderungen konnen u. a. sowohl kurzfristig (= Kurzzeitplastizitit) als auch langfristig
(=Langzeitplastizitit) sein.

Am Beispiel der Langzeitplastizitét soll verdeutlicht werden, dass es sowohl eine Verstarkung
wie auch eine Minderung der synaptischen Transmission geben kann. Bei der sog.
Langzeitpotenzierung (LTP, engl. long-term potentiation) handelt es sich um eine andauernde
Verstiarkung von synaptischer Aktivitdt nach zufélliger gleichzeitiger Aktivierung einer pri-
und postsynaptischen Zelle in hdufiger Folge. Dieser Prozess konnte erstmals 1973 durch
Hochfrequenzstimulation im Gyrus dentatus gezeigt werden (Bliss & Lomo 1973). Eine
NMDA-Rezeptor abhingige LTP, bei der der Influx von Ca®" (Lynch ef al. 1983) und u. a.
die nachfolgende Kalzium-gesteuerte Aktivierung von Signalkaskaden wichtig ist (Lisman
1989), wurde 1983 an der Schaffer-Kollateralen-CA1-Synapse beschrieben (Collingridge,
Kehl & McLennan 1983). Die Langzeitpotenzierung gilt inzwischen als biologisches Lern-
und Gedichtnismodell (Bliss & Collingridge 1993).

Grundlage fiir die LTP ist u.a. eine phosphorylierungs-abhingige Modifikation der
Leitfahigkeit (Lee et al. 2003) sowie eine Erhéhung der Zahl der AMPA-Rezeptoren in der
Synapsenmembran (Bredt & Nicoll 2003). Mittlerweile ist auch bekannt, dass der NMDAR-
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abhédngige exzitatorische postsynaptische Strom (EPSC, engl. excitatory postsynaptic current)
im Rahmen einer LTP-Expression ebenfalls unter bestimmten Bedingungen zunehmen kann

(O'Connor, Rowan & Anwyl 1994, 1995).

Ein entgegengesetzter Prozess ist die Langzeitdepression (LTD, engl. long-term depression),
die zu einer Abnahme der synaptischen Aktivitidt bei ldngerer niederfrequenter Reizung
fiihren kann (Dunwiddie & Lynch 1978) und somit einen hemmenden Effekt vermitteln soll.

Diese konnte ebenfalls isoliert fiir NMDAR-EPSCs gezeigt werden (Selig et al. 1995).

Inzwischen ist klar, dass nicht nur die Art der Stimulation — sei es hoch- oder niederfrequent —
fiir die Differenzierung zwischen der Ausbildung einer LTP bzw. einer LTD entscheidend ist,
sondern auch die intrazelluldre Konzentration an Kalziumionen (Harney, Rowan & Anwyl

2006).

Erwédhnenswert in diesem Kontext ist neben der Moglichkeit der Erfahrungs-abhingigen
Modifikation der Untereinheiten (siehe Kap. 1.2.2) auch die Diskussion iiber die Beteiligung
des Rezeptors an neurodegenerativen (z. B. Morbus Alzheimer) bzw. psychiatrischen
Krankheitsbildern (z. B. Schizophrenie), siche hierzu zur weiteren Vertiefung Lau & Zukin

2007.

1.3 Stand der Forschung

AbschlieBend folgt eine kurze Darstellung der flir diese Arbeit relevanten

Forschungsentwicklungen.

Der Antikdrper gegen den NMDA-Rezeptor, der sich im Liquor der Patienten nachweisen
lasst, ist ein Immunglobulin G (IgG) der Subklasse G1, sehr selten auch der Subklassen 1gG2
und IgG3 (Tiiziin ef al. 2009). Die hochsten Konzentrationen konnten im Hippocampus und
im basalen Vorderhirn ermittelt werden. Die Bindungsstelle ist die N-terminale extrazelluldre
Schleife der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (Dalmau et al. 2008), siche hierzu
Abbildung 1-4. Abbildung 1-5 zeigt den immunhistochemischen Nachweis von Antikérpern
gegen NR1-NR2-Heteromere des NMDA-Rezeptors (Dalmau et al. 2008). Auch in dieser
Darstellung ist die hohe Anreicherung des Patienten-Liquors im Bereich des Hippocampus zu
erkennen (Teilabbildung A). In Teilabbildung D ist die Kolokalisation des Patienten-Liquors

mit einem kommerziellen monoklonalen Antikorper gegen die NR1-Untereinheit sichtbar.

10



EINLEITUNG

Abbildung 1-5: Immunhistochemischer Nachweis von Antikorpern gegen NR1-NR2B-
Heteromere des NMDA-Rezeptors (Dalmau et al. 2008)
A Frontalschnitt eines Rattenhirns immungeférbt mit dem Liquor eines Anti-NMDAR-Enzephalitis-

Patienten (25-fache VergroBerung) B Die Kultur lebender Hippocampusneurone, inkubiert mit
demselben Liquor, zeigt eine deutliche Immunmarkierung (800-fach VergréBerung mit Ol-Linse) C-E
doppelte Immunfarbung von HEK293-Zellen mit transfizierten NR1- und NR2B-Untereinheiten mit
demselben Liquor (C, griine Markierung), mit einem Antikdrper gegen die NR1-Untereinheit (E, rote
Markierung) und in Kombination (D, hohe Kolokalisation der Reaktivitit, daher die gelbe Féarbung)
(400-fache VergroBerung)

Neuere Untersuchungen deuten darauthin, dass die Patientenantikorper Titer-abhédngig die
Zahl der oberflachlichen NMDA-Rezeptoren reversibel in vitro und in vivo reduzieren, die
Zahl der Synapsen und die synaptischen Komponenten aber unbeeinflusst bleiben (Hughes et
al. 2010). Weiterhin konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass Zellen, die aus Kulturen
hippocampaler Neurone stammen, nach einer kurzzeitigen Behandlung mit Patienten-Liquor
einen signifikanten Abfall des NMDAR-vermittelten EPSCs aufweisen. Mechanistisch
scheint die Bindung des Fab-Fragmentes des Patientenantikdrpers an den NMDA-Rezeptor,

eine anschlieBende Vernetzung und schlieBlich die Internalisierung des Rezeptors durch

Endozytose fiir die o. g. Prozesse verantwortlich zu sein.

Aktuell konnte auBerdem gezeigt werden, dass die LTP gemessen an hippocampalen
Schnitten der Maus, die mit Liquor von Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis umspiilt
wurden, signifikant gemindert ist (Zhang et al. 2012). Dieser Befund deutet an, dass
Patientenantikdrper gegen den NMDA-Rezeptor einen akuten inhibierenden Effekt auf den
NMDA-Rezeptor auslosen konnen. Allerdings ist bisher noch nicht bekannt, ob Anti-
NMDAR-Antikorper auch in vivo pathophysiologisch relevant sind.
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1.4 Ziel der Arbeit

Durch den aktuellen Stand der Forschung besteht die Vermutung, dass der bei der Anti-
NMDAR-Enzephalitis vorkommende Autoantikérper einen Einfluss auf die Funktion des
NMDA-Rezeptors hat. Alle bisher gewonnen Erkenntnisse stammen jedoch aus in vitro-
Versuchen, sodass ein direkter Einfluss in vivo aktuell noch nicht nachgewiesen werden

konnte. Daher sind folgende Fragen derzeit unbeantwortet:

e Hat der Autoantikdrper einen pathophysiologisch relevanten Einfluss auf die
Funktionalitdt des NMDA-Rezeptors in vivo?

e Wenn ja, welcher Mechanismus liegt diesem Einfluss zugrunde?

In der vorliegenden Arbeit soll die erste Fragestellung anhand der Analyse von ausgewihlten
elektrophysiologischen Eigenschaften des NMDA-Rezeptors der Kornerzelle des Gyrus
dentatus des Hippocampus der Ratte untersucht werden. Im Anschluss kann mdglicherweise
fiir die zweite Fragestellung anhand der Ergebnisse sowie im Kontext bereits bekannter

wissenschaftlicher Erkenntnisse zumindest eine Hypothese aufgestellt werden.

Im Einzelnen erfolgt die Bearbeitung anhand von folgenden Schritten:

1. Mitentwicklung eines leistungsfadhigen Tiermodells der Anti-NMDAR-Enzephalitis
(in Zusammenarbeit mit unter anderem T. Kirschstein, T. Tokay und M. Kersten,

Oscar Langendorff Institut fiir Physiologie).

2. Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften des NMDA-Rezeptors bei

stereotaktischer in vivo Injektion eines kommerziellen NR 1-Antikorpers.

3. Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften des NMDA-Rezeptors bei
stereotaktischer in vivo Injektion von Liquor eines Patienten mit nachgewiesener Anti-

NMDAR-Enzephalitis.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Pharmaka

Tab. 1: Lieferquellen Chemikalien und Pharmaka

Produkt

Hersteller

CaCl,, C5080

Carbogen

CNQX disodium salt, 50mg
D-(+)-Glucose, G7528
Diethylether, 8254
Feuerzeuggas

HCI, rauchend 37%, 100317
KCl, P9333

Ketanest® S 25mg/ml, Injektionsldsung
MgCl,, M8266

NaCl, S7653

NaH,PO, S8282

NaHCOs, 71627

NaOH, 1 M, 1091371000

Novaminsulfon-ratiopharm®, 500mg/ml
Tropfen

Rompun® 2%
Saccharose, S7903

Sauerstoff

SR 95531 hydrobromide (Gabazine), 10mg

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Linde, Wiesbaden, Deutschland
Tocris, Bristol, England

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland
A.L.&E., Eindhoven, Niederlande
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Pfizer, Berlin, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

ratiopharm, Ulm, Deutschland

Bayer, Leverkusen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Linde, Wiesbaden, Deutschland
Tocris, Bristol, England

2.1.2 Intracerebral injizierte Substanzen

Tab. 2: Lieferquellen kommerzieller injizierter Substanzen

Produkt

Hersteller

Anti-NMDAR1, AB9864,
Lot-Nr. LV1778013
Isotone NaCl-Ldsung 0,9%, 10ml

Merck Millipore, Massachusetts, USA

Braun, Melsungen, Deutschland
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Tab. 3: Lieferquellen Liquores

Liquor-Nr. Erkrankung des Pat. NMDAR-ab-Titer  zur Verfiigung gestellt von
1 Epilepsie bei Anti- 1:64 Prof. Dr. Christian G. Bien,
NMDA-Rezeptor- Epilepsie-Zentrum Bethel,
Enzephalitis, weiblich, Deutschland
22 Jahre
2 Epilepsie bei negativ S.0.
Gangliogliom,
weiblich, 16 Jahre
3 posttraumatische negativ s.0.
Epilepsie, minnlich,
41 Jahre

2.1.3 Mehr- und Einwegmaterial

Tab. 4: Lieferquellen Mehr- und Einwegmaterial

Produkt

Hersteller

Borosilikatrohrchen, GB120F-10
Borosilikatrohrchen, GB150F-8
Einmal-Feindosierspritze, Omnifix“-F 1ml
Einmal-Spritze, 50ml

Federschere nach Vannas, fein, 8cm
Glasflaschen, 1000ml

Glasflaschen, 2000ml
Infusionssysteme, Intrafix” Safeset
Injektionsspritze, Sul, P/N: 203189
Linsenreinigungspapier

Messkolben, 500ml

Messkolben, 1000ml

Messkolben, 2000ml
Mikropipettennadel, MicroFil MF28G
Pipettenspitzen

Platindraht, 0,05mm

Polyester-S-Faden, geflochten, beschichtet,
nicht resorbierbar,

Durchmesser: 0,100 — 0,149mm
Prizisionspipette, No. 5

Reagiergefal3, 0,5ml

Science Products, Hotheim, Deutschland
Science Products, Hotheim, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Geuder, Heidelberg, Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Hamilton AG, Bonaduz, Schweiz
Kodak, New York, USA

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
WPI, Saratota, USA

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
WPI, Sarasota, USA

Catgut, Markneukirchen, Deutschland

Dumont & Fils, Montignez, Schweiz
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Reagiergefdl3, 1,5ml

Reagiergefil3, 2,0ml

Rundbodengliser

Rundfilter, 55mm

Sekundenkleber

Silberdraht, 0,005 Zoll
Silikonschlduche

Skalpell, prizisa fix, Figurenangabe 21
Stahlklingen

Sterican® Luer-Lock, Einmalkaniilen, Gr. 1

Sterican® Luer-Lock, Einmalkaniilen, Gr. 12

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

UHU, Briihl, Deutschland

Science Products, Hotheim, Deutschland
VWR international, West Chester, USA
P. J. Dahlhausen, Ko6ln, Deutschland
Campden Instruments, Campden, England
Braun, Melsungen, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

2.1.4 Geriate

Tab. 5: Lieferquellen Ger:iite

Produkt

Hersteller

Absaugpumpe, ALA-VWK

Analog-Digital-Konverter, Power 1401
Aufbewahrungskammer, Eigenbau
Bad

Badthermostat

Betriebssystem, Windows 2000
Faradaykéfig, Eigenbau
Frequenzgenerator, Master 8
Guillotine, small animal decapitator
Hauptverstirker, SEC-10L
Interfacekammer, BSC-HAT
Kaltlichtquelle, KL 1500 LCD

Kiihl- und Gefrierschrank
Magnetriihrer, RH basic 2
Mikromanipulator, LBM7
Narkosekammer, Eigenbau
Osmometer, Knauer Osometer automatic
Oszilloskop, TDS 1001
Personalcomputer

pH-Meter, CG840

ALA Scientific Instruments, Framingdale,
USA

CED, Cambrige, England

IPHY'S, Rostock, Deutschland
Thermo, Karlsruhe, Deutschland
Thermo, Karlsruhe, Deutschland
Microsoft, Redmond, USA

IPHYS, Rostock, Deutschland
A.M.P.1., Jerusalem, Israel
Stoelting, Wood Dale, USA

npi electronic, Tamm, Deutschland
Harvard Apparatus, Holliston, USA
Schott, Mainz, Deutschland
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland
Scientifica, Harpenden, England
IPHYS, Rostock, Deutschland
Knauer GmbH, Berlin, Deutschland
Tektronix, Beaverton, USA

Intel Pentium 4

Schott, Mainz, Deutschland
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Pipette, 10ul bis 100ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipette, 100ul bis 1000ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenziehgerit, P-97 Sutter Instrument, Novato, USA
Pipettenziehgerit, PIP5 HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland
Pulsstimulator, A365 WPI, Saratota, USA

Rollerpumpe, Minipuls® 3 Gilson, Middleton, USA

Software, Signal 2.16 CED, Cambridge, England
Stereomikroskop Wild Heerbrugg, Gais, Schweiz
Stereotaxieapparatur Narishige, Tokio, Japan
Temperaturregler, TC-10 npi electronic, Tamm, Deutschland

Tisch, schwingungsgedampft TMC, Peabody, USA

Vibratom, Integraslice 7550 MM Campden Instruments, Campden, England
Waage, 53-534 TMC, Peabody, USA

Waage, MC 1 Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

2.1.5 Losungen

Alle Angaben verstehen sich in mmol/l soweit keine anderslautende Einheit genannt wird.

Die ACSF-Stammldsung (engl. artificial cerebrospinal fluid), die sowohl zur Aufbewahrung
der Rattenhirnschnitte zwischen Priparation und Experiment als auch — in leicht
abgewandelter Form — zur Versorgung wéhrend der Experimente bendtigt wurde, setzte sich
aus 124,5 NaCl, 26 NaHCOs, 10 Glucose, 3 KCl, 2,5 CaCl,, 1,3 MgCl, und 1,25 NaH,PO,
zusammen. Die Osmolalitit lag zwischen 303 und 336 mosmol/kg H,O, wobei der

Durchschnittswert 308,5 mosmol/kg H,O betrug.

Wihrend der Priparation des Hippocampus wurde eine Saccharose-Losung verwendet, diese
bestand aus 87 NaCl, 75 Saccharose, 25 NaHCOs, 10 Glucose, 7 MgCl,, 2,5 KCl, 1,25
NaH,;PO4 und 0,5 CaCl,. Die Osmolalitit lag zwischen 318 und 353 mosmol/kg H,O, wobei
der Durchschnittswert 329,8 mosmol/kg H,O betrug.

Der pH-Wert aller Losungen wurde mittels HC1 bzw. NaOH auf 7,40 eingestellt.

Zur Durchfiihrung der intrazelluldiren Messungen wurde eine spezielle Intrazelluldrlosung

verwendet. Diese enthielt 3 mol/l CH;COOK und 0,3 mol/l KCI.

Zur Durchfithrung der Experimente wurde die ACSF-Stammldsung mit 10 pmol/l CNQX und
3 wmol/l Gabazine versetzt. Zur Herstellung dieser beiden Stammldsungen wurden
entsprechende Mengen CNQX und Gabazine in Reinstwasser gelost (siche hierzu auch Kap.

2.2.4.3). Bis zur Verwendung lagerten die vorbereiteten Stammldsungen bei -25 °C.
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2.2 Methoden

Fiir alle Versuche wurden weibliche Wistar-Ratten (Charles River Laboratories GmbH,
Sulzfeld, Deutschland) genutzt. Bei der operativen stereotaktischen hippocampalen Injektion
waren alle Ratten zwischen 170 und 290g schwer. Vor der Operation erfolgte die Haltung zu
maximal zwei Tieren pro Kéfig, nach der Operation einzeln. Der Tierstall war zwdlf Stunden
taglich beleuchtet und verfligte liber stabile klimatische Bedingungen. Den Tieren standen

Wasser und Futter ad libitum zur Verfligung.

Alle angewandten experimentellen Verfahren entsprachen nationalen und internationalen
Richtlinien bzgl. der ethischen Verwendung von Tieren (European Council Directive

86/609/EEC).

2.2.1 Operative stereotaktische hippocampale Injektion

Um die Ratten auf die bevorstehenden elektrophysiologischen Messungen vorzubereiten,
musste zundchst eine der in Tab. 2 bzw. Tab. 3 aufgefiihrten Substanzen in den Hippocampus

im Bereich des Gyrus dentatus injiziert werden. Das Vorgehen war hierzu immer identisch.

Zunichst wurde das Tier unter Zuhilfenahme von Ketanest® S (S-Ketamin) und Rornpun®
(Xylazinum) narkotisiert, analgesiert und relaxiert. Die Dosierung erfolgte hierbei
gewichtsadaptiert (S-Ketamin 100mg/kg 1.p. und Xylazinum 15mg/kg i.p.). Nach mindestens
zwanzig Minuten wurde per Schmerzreiz am Ful3 gepriift, ob die gewiinschte Narkosetiefe
erreicht wurde. Falls nicht, wurde erneut Ketanest® S (S-Ketamin) in einer individuellen,
situationsangepassten Dosierung verabreicht. Wenn die notwendige Narkosetiefe nach einer
entsprechenden Wartezeit noch immer nicht erzielt werden konnte, wurde die Operation

abgebrochen und das Tier wachte unter Insufflation von Sauerstoff auf.

Bei Erreichen der gewliinschten Narkosetiefe erfolgte eine partielle Rasur des Kopfes mittels
eines Elektrorasierers. AnschlieBend wurde das Tier zur Durchfiihrung der stereotaktischen
hippocampalen Injektion auf die Stereotaxievorrichtung gelegt und der Kopf an der Nase
sowie an beiden Ohren fixiert, mit dem Ziel Verdnderungen der Positionierung des Kopfes
durch manuelle Manipulationen zu vermeiden (siche Abbildung 2-2). Die Augen des Tieres

wurden durch Auftraufeln von isotoner NaCl-Losung vor dem Austrocknen geschiitzt.
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A J

Abbildung 2-1: Schemazeichnung eines Rattenschédels, nicht maB3stabsgetreu
A Ansicht eines Rattenschidels von oben. (a) Lambda, (b) Bregma und (c)

Trepanationsstellen. B Ansicht eines Rattenschddels von rechts, Schédel ist teilweise
gefenstert, sodass ein Teil des Gehirns sichtbar ist.

Im néchsten Schritt erfolgte eine mediane, ca. 1,5 bis 2cm lange Inzision entlang der
Hirnldngsfurche (Fissura longitudinalis) mit Beginn kurz kaudal der Augen mittels Skalpell.
Nach Entfernung der Knochenhaut (Periost) und Blutstillung wurde der Punkt aufgesucht, an
dem die Kranznaht (Sutura coronalis) und die Pfeilnaht (Sutura sagittalis) zusammentreffen.
Abbildung 2-1 zeigt diesen als Bregma bezeichneten Punkt. Ausgehend von Bregma wurden
unter Einsatz des Koordinatensystems des Stereotaxietisches die beiden Stellen aufgesucht, an
denen die Eroffnung des knochernen Schidels (Kraniotomie) erfolgen sollte (Abbildung 2-1,

Teilabbildung A, Punkt c). Beide Stellen wurden dann mittels eines Filzstiftes markiert.
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Dieses Vorgehen war moglich, da wéihrend einer bestimmten Altersperiode — in diesem Fall
iiber das Gewicht bestimmt — die Zielstruktur bezogen auf alle drei Raumebenen immer
gleichweit von Bregma entfernt ist. Im konkreten Fall wurden folgende Koordinaten genutzt:

5,2mm posterior, = 4,3mm lateral und 4,8mm Tiefe (im Bezug auf Bregma).

A B

2

—9 |0

Abbildung 2-2: Schemazeichnung der Tieroperation
A Seitenansicht und B Ansicht von vorne oben auf die Hautinzision, die Trepanationsstelle

und die Injektionskaniile. Das Koordinatensystem macht deutlich, dass eine Verschiebung der
Injektionskaniile in allen drei Raumebenen mdglich ist. AuBerdem ist die Fixierung des
Kopfes an Nase und Ohren dargestellt.

Nach abgeschlossener Bohrung und eventueller Blutstillung bzw. Reinigung des
Schiadelknochens von Knochensplittern wurde die Spitze einer 5pul Hamilton-
Injektionsspritze, die mit einer der unverdiinnten Substanzen aus Tab. 2 bzw. Tab. 3 gefiillt
war, mittels der Stereotaxieapparatur in Position und schlieBlich langsam und kontrolliert in
das Gehirn eingebracht (siehe hierzu Abbildung 2-2). Die Fiillung der Injektionsspritze
erfolgte durch eine Hilfsperson, so dass eine Verblindung sichergestellt werden konnte. Nach
exakter Positionierung der Spitze erfolgte eine Pause von mindestens 2 Minuten, damit sich
das Gehirngewebe an den Stichkanal adaptieren konnte. AnschlieBend wurden insgesamt Sul
einer der genannten Substanzen in 0,5ul Schritten mit einer Pause von jeweils 2 Minuten
zwischen den Spritzintervallen appliziert. Nach der letzten Injektion wurde die Spritze 2
Minuten in situ belassen. Die Injektionspausen waren notwendig, damit das Gehirngewebe die

injizierte Substanz moglichst komplett aufnehmen konnte und die Substanz nicht durch den
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entstehenden Injektionsdruck aus dem Stichkanal bzw. dem Bohrloch gedriickt wurde.
Abschliefend wurde die Injektionsspritze langsam entfernt, gereinigt, erneut mit der gleichen
Substanz gefiillt und schlieBlich der Injektionsprozess an der gegeniiberliegenden, noch

unbehandelten Seite wiederholt. Abbildung 2-3 zeigt zur besseren Verdeutlichung den

Einstichkanal an einem HE-gefdrbten Sagittalschnitt eines behandelten Rattenhirns.

Abbildung 2-3: Sagittalschnitt eines Rattenhirns zur Darstellung des Einstichkanals
Die Abbildung zeigt einen sagittalen Schnitt eines operierten Rattenshirns in HE-Féarbung.

XXX demonstriert die Position der Léasion, die durch die Kaniile entstanden ist.
Abkiirzungen: DG — Gyrus dentatus; CA — Cornu ammonis

Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Christian G. Bien, Epilepsie-Zentrum Bethel.

Nach Abschluss der Injektion wurde der Kopf der Ratte aus der Fixation gelost. Der
Verschluss der Wundrédnder erfolgte mittels eines nicht-resorbierbaren Fadens (Stérke: 0,100
—0,149mm) mit ca. vier bis sechs Einzelknopfndhten. Wahrend der Aufwachphase bekam das
Tier eine mindestens zweistiindige Sauerstoffinsufflation. Zusétzlich wurden dem
Trinkwasser bis 48h nach der Operation etwa 5 bis 10g Glucose sowie 10 bis 15 Tropfen
Novaminsulfon-ratiopharm® (Metamizol) pro 200ml zugesetzt. Durch dieses Regime erholten
sich die Tiere sehr schnell und wurden innerhalb von 10 Tagen fiir die weiteren Versuche
verwendet.
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2.2.2 Priparation des Hippocampus

Fiir die Priparation des Hippocampus wurde das Tier unter dem Abzug je nach Gewicht mit
10 bis 20ml Diethylether narkotisiert. Es folgte die Dekapitation mit einer Guillotine. Zum
Ausschluss von Hypoxieschdden mussten die folgenden Schritte der Praparation, die nicht in
der o.g. Saccharose-Nahrlosung erfolgten, innerhalb von maximal einer Minute

abgeschlossen sein.

Zundchst wurde eine mediane Inzision der Kopthaut von kranial nach kaudal unter
Zuhilfenahme eines Skalpells durchgefiihrt und der Schidelknochen freigelegt. Nach
Durchtrennung der Hinterhauptsbeine (Os occipitale) wurde mit der gleichen Schere von
kaudal nach kranial ein medianer Schnitt entlang der Fissura longitudinalis vollzogen und
hierdurch sowohl der Schadelknochen wie auch die harte Hirnhaut (Dura mater) eréffnet. Nun
konnten die beiden Knochendeckel mit einer Pinzette vorsichtig abgehebelt werden. Von dem
nun sichtbaren Gehirn wurde das Kleinhirn (Cerebellum) mit einem Skalpell abgetrennt. Das
verbliebene Gehirn wurde mittels eines kleinen Spatels bzw. eines Loffels vorsichtig in
eisgekiihlte, mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begaste Saccharose-Losung iiberfiihrt. Nach
einer ca. einminiitigen Lagerung wurde das Gehirn unter Verwendung von Sekundenkleber
auf dem Schnittblock befestigt, der darauthin in der Schnittkammer fixiert wurde. Diese
wurde anschlieBend sofort mit ebenfalls eisgekiihlter und mit Carbogen begaster Saccharose-

Losung befiillt.

Vor Fortsetzung der Priparation bewéhrte es sich bei Tieren ab einem Alter von ca. 3
Monaten, die weiche Hirnhaut (Pia mater) des Tieres mittels einer Prizisionspinzette und
einer Federschere im Bereich der Schnittebene zu entfernen. Nun wurden im Bereich des
Hippocampus unter Anwendung eines Vibratoms 400um dicke Schnitte des Gehirns
angefertigt. Anschlieend erfolgte der Transfer mittels einer Transferpipette in die mit ACSF-

Stammldsung gefiillte und mit Carbogen begaste Aufbewahrungskammer.

Nach einer mindestens 60-miniitigen Lagerung der Schnitte bei Raumtemperatur wurden sie

mit o. g. Transferpipette in die Messkammer transloziert.
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2.2.3 Aufbau des elektrophysiologischen Messplatzes

Faradaykiifig
) | | Frequenzgenerator |
[ Pulsstimulator |
| [A/D - D/A - Wandler
d Vorverstirker |_I
Hauptverstirker
| Rechner ¢
| Temperaturregler |

Messkammer

U I

/

[
|Zulauf | |Begasung | |[Ablauf |

Abbildung 2-4: Schemazeichnung des Messplatzes, modifiziert nach Rohde 2009
(a) Stimulationselektrode, (b) Ableitungselektrode, (c¢) Referenzelektrode und (d)
Gewebeschnitt des Hippocampus.

Zur Durchfiihrung adédquater elektrophysiologischer Messungen war ein elektrisch
abgeschirmter Messplatz eine der Grundvoraussetzungen (siche Abbildung 2-4). Daher wurde
die o.g. Messkammer in einem geerdeten Faradaykéfig aufgestellt, der sich auf einem
vibrationsgeddmpften Tisch befand. Die Gewebeschnitte des Hippocampus lagen auf einem
Nylonnetz, das stindig von mit Carbogen begaster ACSF-Stammldsung mit einer konstanten
Flussrate von ca. 2ml/Minute umspiilt wurde. Moglich wurde dies durch eine peristaltische
Rollerpumpe. Die Temperatur der Losung wurde durch einen Temperaturregler bei 32 °C +
0,5 °C konstant gehalten. Die Messung wurde erst nach einer Wartezeit von mindestens 30

Minuten begonnen.

Neben der Messkammer war auf der einen Seite die Stimulationselektrode auf einem
Mikromanipulator montiert und mit einem Pulsstimulator verbunden. Bei der
Stimulationselektrode handelte es sich um einen Eigenbau; der eigentliche Reizdraht bestand
aus Platin. Auf der gegeniiberliegenden Seite war die intrazelluldre Ableitungselektrode zur
elektrophysiologischen Ableitung in einen schrittmotorgetriebenen Mikromanipulator
eingespannt und mit einem Vorverstirker verbunden. Die intrazelluldre Ableitungselektrode
war ein chlorierter Silberdraht, der in die mit Intrazelluldrlosung gefiillte Glasmikropipette
eingefiihrt wurde (zur Herstellung der Glasmikroelektroden siehe Kap. 2.2.4.1). Oberhalb der

Messkammer wurde ein Stereomikroskop zur Positionierung der Elektroden angebracht.
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Zur Darstellung und Bearbeitung der Ableitungen mit der Akquisitionssoftware Signal 2.16
wurde das analoge Ausgangsignal des Vorverstirkers iiber einen Hauptverstiarker und iiber
einen A/D-Wandler an einen Computer geleitet. Umgekehrt war es mdglich, liber die
Software unter Zuhilfenahme eines D/A-Wandlers den Hauptverstiarker zu steuern, sodass die
Zelle mit unterschiedlichen Stromprotokollen erregt werden konnte. Der o. g. Pulsstimulator
wurde liber einen Frequenzgenerator kontrolliert. Die Datenspeicherung erfolgte letztlich

digital auf elektronischen Speichermedien.

Alle elektrischen Gerdte wurden in einem Metallschrank montiert und sternférmig geerdet.

2.2.4 Prinzipien der elektrophysiologischen Methoden

Im folgenden Abschnitt werden sowohl die elektrophysiologischen Methoden vorgestellt als
auch die Herstellung der notwendigen Hilfsmittel erlautert. Zusitzlich wird auf die gewéhlten
Protokolle eingegangen, deren Kenntnis notwendige Voraussetzung fiir das Verstindnis der

Ergebnisse ist. Fiir umfangreiche Hintergrundinformationen siehe auch Smith ez al. (1985).

2.2.4.1 Herstellung von Glasmikropipetten

Fir jeden Versuchstag wurden zwischen 4 und 16 scharfe Glasmikropipetten bendtigt.
Aufgrund der kurzen Haltbarkeit mussten sie versuchstéiglich neu gefertigt werden. Grundlage

hierfiir waren das horizontale Pipettenziehgerdt (P-97) und Borosilikatrohrchen (GB120F-10).

Die scharfen Glasmikropipetten verfiigten iiber einen Spitzendurchmesser von unter 0,5pum.
Bedingt durch diese hohen Anforderungen wirkten sich sowohl die Raumtemperatur als auch
die Luftfeuchtigkeit sowie der Luftdruck auf die Herstellung aus. Dementsprechend musste
das Protokoll — gemeint sind die Werte fiir die Temperatur der Glithwendel sowie
Geschwindigkeit und Dauer des Zuges — regelméBig angepasst werden (siehe hierzu Tab. 9
im Anhang). Riickschliisse auf den Spitzendurchmesser konnten iiber den Pipettenwiderstand
(Zielwert mindestens 60MQ und maximal 140MQ), der negativ mit dem Spitzendurchmesser

korreliert, gezogen werden.

AbschlieBend wurden die Glasmikropipetten unter Zuhilfenahme einer Mikropipette mit

Intrazellularlosung gefiillt (Zusammensetzung siehe Kap. 2.1.5).
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2.2.4.2 Herstellung von bipolaren Stimulationselektroden

Bei der bipolaren Stimulationselektrode handelte es sich um einen Eigenbau. Allerdings
wurde sie nicht versuchstiglich, sondern nur bei Bedarf erneuert. Als Grundlage dienten das

vertikale Pipettenziehgerit (PIPS), Borosilikatrohrchen (GB150F-8) und Platindraht.

Zunéchst wurde mit dem Pipettenziehgerdt eine Glaspipette gezogen und die Spitze mit einer
Schere im Bereich des ersten Drittels abgetrennt, sodass der Spitzendurchmesser ungefahr so
grof3 war, dass der Platindraht durchgeschoben werden konnte. Im nichsten Schritt wurde ein
ungefdhr 15 bis 20cm langes Stiick Platindraht, der mit Teflon isoliert ist, in der Mitte geteilt,
die beiden Teile aufeinandergelegt und miteinander verdrillt, sodass auf der einen Seite beide
Ende aneinander lagen und auf der anderen Seite zwei ca. 2 bis 3cm lange, frei bewegliche
Enden entstanden. Dieser Draht wurde dann in der Art in die Pipette eingefiihrt, dass das
verbundene Ende des Drahtes ca. lcm aus dem vorderen Ende der Pipette herausragte. An
beiden Offnungen der Pipette wurde der Draht mit Sekundenkleber fixiert. Die Isolierung im
Bereich der freien Enden wurde auf einer Lange von ca. 0,5cm mittels eines Bunsenbrenners

abgebrannt. Hier erfolgte dann der Anschluss des Pulsstimulators.

2.2.4.3 Pharmakologie

Fiir die Umsetzung der Experimente war es notig, die Rezeptorsysteme der Zelle durch den
Einsatz von Pharmaka in der Art zu manipulieren, dass es moglich war, den NMDA-Rezeptor
aus der Reihe der ionotropen Glutamatrezeptoren einzeln zu betrachten. Die Realisierung
erfolgte iiber eine pharmakologische Isolierung durch die sogenannte Badapplikation der
pharmakologischen Substanzen. Hierbei wurde das zu applizierende Pharmakon in die ACSF-
Stammlosung gemischt und dann, wie in Kap. 2.2.3 beschrieben, mit der Stammldsung
eingewaschen. Um eine optimale Verteilung in der Stammldsung zu gewéhrleisten, musste
die Applikation der Pharmaka mindestens 10 Minuten vor dem Einwaschen in das

Schlauchsystem und die Messkammer erfolgen.

Damit bei der Darstellung der NMDAR-EPSPs ausgeschlossen werden konnte, dass andere
glutamaterge Rezeptoren beteiligt waren, wurden der AMPA- und der Kainat-Rezeptor
permanent durch CNQX antagonisiert. Fiir die ndtige Vordepolarisation der Zelle, die fiir die
Aktivierung des NMDA-Rezeptors unter anderem bendtigt wird, sorgte der selektive

GABA s-Rezeptor-Antagonist Gabazine. Fiir die genauen Konzentrationen siehe Kap. 2.1.5.
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2.2.4.4 Intrazellulire Messungen

Nach der oben beschriebenen Translokation des Gewebeschnittes (sieche Kap. 2.2.2) in die
Messkammer erfolgte die Positionierung der Elektroden, wie in Abbildung 2-5 gezeigt, unter

Zuhilfenahme des Stereomikroskops und der beiden Mikromanipulatoren (sieche Kap. 2.2.3).

Abbildung 2-5:Schemazeichnung des Hippocampus mit Platzierung der Elektroden
(a) Stimulationselektrode, (b) intrazelluldre Ableitungselektrode, (c) Tractus perforans, (d)

Stratum moleculare des Gyrus dentatus, (¢) Cornu ammonis und (f) Kornerzelle.

Hierbei wurde die Stimulationselektrode im Bereich des Tractus perforans und die
intrazelluldre Ableitungselektrode im Stratum moleculare des Gyrus dentatus positioniert,
sodass Kornerzellen abgeleitet werden konnten. Als Referenzelektrode diente ein ebenfalls
chlorierter Silberdraht, der mit der Badlosung der Messkammer in Verbindung stand und am

Vorverstiarker angeschlossen war.

2.2.4.4.1 Vorgehen bei der Zellsuche

Alle im folgenden Abschnitt beschriebenen Schritte sind in Abbildung 2-6 gezeigt. Vor
Beginn der eigentlichen Zellsuche musste zunidchst der Widerstand unter Einsatz einer
Briickenschaltung am  Hauptverstdrker — angepasst  werden  (Nullabgleich  des
Spannungsunterschieds). AnschlieBend erfolgte die Kompensation der Kapazitit der Pipette,
gezeigt in den Teilabbildungen A und B. Im néichsten Schritt wurde die Spitze der

Glasmikropipette in einem Winkel von ca. 45° in 1pm Schritten mit einer Geschwindigkeit
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von 1000um/s durch das Stratum moleculare gefiihrt. Als Hilfsmittel diente hierbei der o. g.
schrittmotorgetriebene Mikromanipulator (siche Kap. 2.2.3).
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Abbildung 2-6: Zellsuche im Zeitraffer
A Vor Kompensation, B nach Kompensation, C Anndherung an eine Zelle, D Einstechen in

eine Zelle, E Spontanaktivitét der Zelle und F Zelle, die das erforderliche MP erreicht hat.

Als erstes Anzeichen flir den Kontakt der Pipettenspitze mit einer Zelle vergrof3erte sich der
Pipettenwiderstand (Teilabbildung C). Direkt nach der Penetration der Zelle reagierte diese
dann mit dem Auslosen von Aktionspotenzialen (Teilabbildung D). Nun folgte eine Phase, in
der das Membranpotenzial durch die Injektion eines hyperpolarisierenden Haltestromes in die
Zelle manipuliert und somit stabilisiert werden musste (Teilabbildung E). Ublich war hierbei
zundchst eine Injektion von -1,2nA. Im Verlauf von maximal 10 Minuten wurde die
Strominjektion immer weiter reduziert, sodass sich die Zelle im Regelfall bei einem
Membranpotenzial von -70 bis -80mV stabilisierte (Teilabbildung F). Die gleichzeitige

Strominjektion und Spannungsmessung wurde iiber o. g. Briickenschaltung ermoglicht.
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2.2.4.4.2 Mindestanforderungen an die Zellen

Es wurden nur Zellen zugelassen, die ein stabiles Ruhemembranpotenzial von mindestens
-65mV und maximal -85mV aufwiesen. Bei allen Messungen wurde das Membranpotenzial
auf anndhernd -75mV gehalten. In der Mehrzahl der Fille wurde dies {iber einen
hyperpolarisierenden, selten iiber einen depolarisierenden Haltestrom verwirklicht. Die
injizierte Stromstdrke durfte zu keinem Zeitpunkt liber +0,2nA bzw. -0,2nA liegen.
Gelegentlich musste die Stromstidrke wiahrend der Messung an geringfiigige Verdnderungen

des Membranpotenzials angepasst werden. Dennoch waren geringe Abweichungen moglich.

Zusitzlich musste die gemessene Temperatur der Losung, die die Schnitte umspiilte, stabil bei

32°C £+ 0,5°C liegen.

2.2.4.4.3 Bestimmung von Membraneigenschaften

Nach Auffinden und Stabilisierung einer Kornerzelle wurden zu Beginn der Ableitung
grundlegende Zelleigenschaften bestimmt. Notwendig wurde die Erhebung dieser Daten, um
die gemessenen Kornerzellen zu charakterisieren. Hierzu erfolgte die Bestimmung folgender

passiver elektrotonischer und aktiver Membraneigenschaften:

Tab. 6: Passive elektrotonische und aktive Membraneigenschaften

Membraneigenschaft Definition (siehe Abbildung 2-7)

Ruhemembranpotenzial (RMP) zeitlich unverdndertes Membranpotenzial
Membranwiderstand (Ri,) Anstieg der Strom-Spannungs-Kennlinie

Membranzeitkonstante (1) zeitlicher Abstand vom Beginn der Stimulation (siehe
Punkt a) bis zum Erreichen von 63,2% der maximalen
Hyperpolarisation (siehe Punkt b)

Salve von Aktionspotenzialen Anzahl mehrerer aufeinanderfolgender
(engl. burst) Aktionspotenziale
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Abbildung 2-7:Messung von Membraneigenschaften
A Hyperpolarisation und iiberschwellige Depolarisation der Zellmembran und B schematische

Darstellung des Stimulationsprotokolls mit positiver und negativer Stromstérke.

Zur Ermittlung der Parameter wurden Strom-Spannungs-Spriinge (StSpSp) durchgefiihrt.
Hierbei erfolgte die Stimulation der Zelle durch eine Strominjektion iiber die
Ableitungselektrode. Zwei unterschiedliche Protokolle kamen zur Anwendung (siehe auch

Tab. 10).

Bei den depolarisierenden Strom-Spannungs-Spriingen begann die Stimulation mit OnA {iber
eine Dauer von 350ms. Mit einem Abstand von 5s erhohte sich die Stromstédrke solange um

+0,1nA, bis der Maximalwert von +1,4nA erreicht wurde.

Das Protokoll der hyperpolarisierenden Strom-Spannungs-Spriinge war identisch, jedoch

wurde die Stromstarke mit umgekehrtem Vorzeichen verdndert.

2.2.4.4.4 Erstellung von Input-Output-Kurven

Nach Abschluss der StSpSp wurden sog. Input-Output-Kurven erstellt. Hierbei wurde die
Stimulation nicht wie bei den in Kap. 2.2.4.4.3 durchgefiihrten Versuchen {iber die
Ableitungselektrode, sondern iiber die Stimulationselektrode vermittelt. Abbildung 2-8 zeigt

die durch diese Technik gemessenen exzitatorischen postsynaptischen Potenziale (EPSP).
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Nr. Impulsstirke

1 0 nA
2 10 pA
3 20 pA
4 30 uA
5 40 pA

Abbildung 2-8: Beispiel fiir EPSP
A EPSP ohne Aktionspotenzial (AP), B EPSP mit AP und C Kurvenschar im Sinne einer

Input-Output-Kurve. (a) Ruhemembranpotenzial (RMP), (b) Stimulationsartefakt, (c) EPSP
ohne AP und (d) EPSP mit AP.

Die Stimulation erfolgte iiber den Tractus perforans (siche Abbildung 2-5) in einem Intervall
von 30s als Einzelimpuls. Begonnen wurde mit einer Stimulationsstdrke von OpA. Mit jedem
weiteren Stimulus wurde die Stimulationsstirke um 10pA gesteigert, solange bis ein
Maximalwert von 150pA (200pA) erreicht wurde. In einigen Fillen zeigte die Zelle bereits
bei niedrigen Stimulationsstirken Aktionspotenziale (siche Abbildung 2-8). Es wurde
versucht, die Stimulation dennoch bis zum angestrebten Maximalwert fortzusetzen, was
jedoch nicht immer moglich war, da Zellen, die bei niedrigen Stromstirken mit

Aktionspotenzialen reagierten, bei hoheren Stimulationsstarken regelméBig instabil wurden.

In einem zweiten Schritt wurde dasselbe Protokoll erneut verwendet, jedoch erfolgte nun eine
Doppelpulsstimulation mit einem Interstimulusintervall von 40ms zwischen den Impulsen.
Hierdurch war es moglich, zwischen dem medialen und dem lateralen Tractus perforans zu
unterscheiden (siehe Kap. 2.2.5.3 und Abbildung 2-10). In einigen Fillen war die Zelle zum
Zeitpunkt des Doppelpulsstimulationsprotokolls allerdings so instabil, dass eine Anwendung
nicht mehr zufriedenstellend erfolgen konnte. Fiir eine genaue Aufstellung der Protokolle

siche Tab. 11 im Anhang.
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2.2.5 Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Zur Auswertung und Aufbereitung der ermittelten Daten fanden Microsoft Office Excel 2010,
SPSS Statistics 20 und SigmaPlot 11.0 Anwendung. Die Erstellung bzw. weitere Bearbeitung
der Abbildungen wurde mit CoreIDRAW 12, Core]DRAW X5 und Inkscape vorgenommen.

Zur deskriptiven Beschreibung der Daten wurden der arithmetische Mittelwert (X), die
Standardabweichung (SD) sowie der Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) nach

folgenden Formeln angewandt:

n

_ 1 Z n
X=—=x% ) X; 1 }
n SD = * E(xi—x)2
i=1

i=1 n—1

SEM—SD
. . ._ﬁ

Alle Daten sind als arithmetisches Mittel mit dem Standardfehler des Mittelwertes (X =+
S.E.M.) angegeben. Zur Signifikanztestung wurden der Shapiro-Wilk-Test, der #Test, der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) und der Kolmogorov-Smirnov-Test (KS-Test)
angewendet. Die  statistische = Auswertung der  Input-Output-Kurven  erfolgte
dankenswerterweise in enger Zusammenarbeit mit T. Kirschstein (Oscar Langendorff Institut

fiir Physiologie).

2.2.5.1 Definition der Versuchsreihen

Tab. 7: Definition der Versuchsreihen

Versuchsreihe | 11

Testsubstanz Anti-NR1-Antikorper Liquor eines Pat. mit Anti-
NMDAR-Enzephalitis

Kontrolle(n) NaCl Liquor eines Pat. mit einem
Gangliogliom
Liquor eines Pat. mit

posttraumatischer Epilepsie

2.2.5.2 Vorgehensweise bei der Auswertung der Membraneigenschaften

Die ermittelten Parameter wurden in Tab. 6 bereits kurz vorgestellt (siche hierzu auch

Abbildung 2-7). Fiir die Bestimmung des RMP wurden die Messwerte verwendet, die aus den
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hyperpolarisierenden Strom-Spannungs-Kurven bei einer Stimulation von OnA gewonnen
werden konnten. Bei einigen wenigen Zellen gelang deren Durchfiihrung nicht, daher wurden
entweder die Werte der depolarisierenden Strom-Spannungs-Kurven bei einer Stimulation
von OnA genutzt oder es musste auf den entsprechenden Datenpunkt verzichtet werden. Um
die in Kap. 2.2.4.4.2 bereits erwédhnten geringfiigigen Schwankungen auszugleichen, wurden

alle vorhandenen Werte gemittelt.

Injizierte Stromstirke in nA
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Abbildung 2-9: Beispiel einer Strom-Spannungs-Kennlinie
Der Membranwiderstand ergibt sich aus der Steigung (im Beispiel R = 49,89MQ) der Strom-

Spannungs-Kennlinie.

Der Membranwiderstand ergibt sich aus der Steigung der Strom-Spannungs-Kennlinie
(Abbildung 2-9). Zur Erstellung dieser Kennlinie wird die injizierte Stromstdrke in
Nanoampere gegen das Membranpotenzial in Millivolt aufgetragen. Hierbei fanden lediglich
die hyperpolarisierenden StSpSp Verwendung, da die Aktionspotenziale, die bei den
depolarisierenden StSpSp evoziert wurden, eine genaue Auswertung unmoglich machten. Der
Membranwiderstand lie sich dann, wie in Abbildung 2-9 gezeigt, als die Steigung der
Kennlinie bestimmen. Zur Darstellung der Ergebnisse wurden alle vorliegenden Daten der
einzelnen Zellen einer Versuchsgruppe gemittelt, um auch hier geringfiigige individuelle

Unterschiede auszugleichen.
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Die Bestimmung der Membranzeitkonstanten ist in Tab. 6 kurz erldutert und in Abbildung 2-7
gezeigt. Es fanden ebenfalls die hyperpolarisierenden StSpSp Anwendung, auerdem wurden
auch hier, dhnlich wie beim RMP, alle 14 Messwerte pro Zelle gemittelt, da minimale

intraindividuelle Abweichungen auftraten.

AbschlieBend wurden die Aktionspotenziale, die bei den depolarisierenden Strom-Spannungs-
Spriingen auftraten, fiir die unterschiedlichen injizierten Stromstirken ausgezéhlt (z. B. in

Abbildung 2-7 7 Stiick).

2.2.5.3 Vorgehensweise bei der Auswertung der Input-Output-Kurven

Fir die Auswertung der Input-Output-Kurven wurde zunéchst bestimmt, ob iiber den
medialen oder den lateralen Tractus perforans stimuliert wurde. Hierzu fand das

Doppelpulsverhiltnis (PPR, engl. paired-puls ratio) Anwendung.

A B

18,1 mV

146mV.

Abbildung 2-10: Beispiel der Unterschiede beim Doppelpulsverhiiltnis
Stimulation iiber den A medialen und B lateralen Tractus perforans. Die roten Linien zeigen

die Amplituden.

Abbildung 2-10 zeigt die Unterschiede im Doppelpulsverhéltnis. Bei Stimulation des
medialen Tractus perforans tritt eine Depression des zweiten EPSP auf, bei Stimulation des
lateralen Tractus perforans eine Potenzierung (McNaughton 1980). Die Analyse wurde
folglich tiber einen Vergleich der EPSP-Amplituden durchgefiihrt. Hierbei war es wichtig, die
richtige Position (vgl. Abbildung 2-11) fiir die Bestimmung des Membranpotenzials zu
ermitteln, da das Potenzial beim Auslosen des zweiten Stimulus regelméfBig nicht auf das
Niveau des Membranpotenzials zu Beginn abgefallen war (siehe hierzu auch Abbildung
2-10).

Im nédchsten Schritt erfolgte dann die Bestimmung der Amplitude der EPSP sowohl bei
Einzelpuls- wie auch bei Doppelpulsstimulation zur Erstellung der Input-Output-Kurven.

Hierzu zeigt Abbildung 2-11 ein Auswertungsbeispiel fiir die Einzelpulsstimulation.
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Abbildung 2-11: Beispiel der EPSP-Auswertung
A EPSP ohne AP und B EPSP mit AP. (a) Bereich zur Auswertung des RMP, (b) Bereich zur

Auswertung des maximalen Membranpotenzials und (c¢) Amplitude des EPSP.

Zunichst wurde im Bereich (a) das RMP bestimmt, dabei wurde durch die Software Signal
2.16 fiir den gesamten markierten Bereich der Mittelwert bestimmt. AnschlieBend erfolgte im
Bereich (b) die Bestimmung des maximalen Membranpotenzials. Durch die Subtraktion der
beiden Werte ergab sich die Amplitude des EPSP. Die Teilabbildung B zeigt, welches
Problem fiir die Auswertung entstand, wenn ein EPSP mit AP gemessen wurde. Daher wurde
hier fiir die Bestimmung des maximalen Membranpotenzials ein Bereich vor bzw. nach dem
AP gewihlt, der am ehesten dem Bereich des maximalen Membranpotenzials ohne AP
entsprach. In einigen wenigen Fillen war es nicht moglich diesen Bereich festzumachen,

diese Messwerte sind dann fiir die Auswertung nicht herangezogen worden.

Um den Einfluss von geringen Schwankungen in der Amplitude des EPSP zu minimieren,
wurden die Werte der Einzelpuls- und der Wert der ersten Stimulation der

Doppelpulsstimulationen gemittelt, sofern Messwerte beider Protokolle vorlagen.
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3 Ergebnisse

3.1 Verwendete Tiere

In beiden Versuchsreihen (siche Tab. 7 in Kap. 2.2.5.1) wurden insgesamt 51 Tiere verwendet
und 39 verwertbare Zellversuche (66%) bei insgesamt 59 Zellversuchen (100%) durchgefiihrt.
Die Griinde fiir den Ausschluss von 20 Zellversuchen (34%) sind in Tab. 8 aufgelistet.

Tab. 8: Ubersicht der Griinde fiir den Ausschluss von Zellen

Ursache Versuchsreihe I Versuchsreihe 11
Zellverlust 2 Zellen (33%) 5 Zellen (36%)
Abweichendes RMP --- 2 Zellen (14%)
Technische Fehler 3 Zellen (50%) 6 Zellen (43%)
Falsche Pharmaka 1 Zelle (17%) 1 Zelle (7%)
Gesamt: 6 Zellen (100%) 14 Zellen (100%)

Um differenzieren zu konnen, inwieweit gravierende Unterschiede zwischen den Gruppen
vorliegen, die Einfluss auf die Interpretation der weiteren Ergebnisse haben konnten, erfolgte
die Auswertung der Tierdaten hinsichtlich den Zeitrdumen zwischen den Tieroperationen und
den Versuchen sowie des Gewichtes der Tiere. Die Daten finden sich in den folgenden beiden
Unterkapiteln. Zusétzlich ist die genaue Anzahl der jeweiligen Zellversuche dem Post-OP-

Zeitraum sowie dem Tiergewicht zugeordnet.

Anti-NR1-Antikorper vs. NaCl-Kontrolle

Die Versuche innerhalb der Versuchsreihe I wurden an insgesamt 12 Tieren durchgefiihrt.
Hiervon konnten die Daten von flinf Tieren mit Anti-NR1-Antikdrper-Injektion bzw. von vier
Tieren mit NaCl-Injektion ausgewertet werden. Bei den iibrigen drei Tieren kam es entweder
zu Messergebnissen, die die Kriterien gemdll Kap. 2.2.4.4.2 nicht erfiillten, oder es waren
keine Messungen moglich, da sich keine Zellen fanden. Insgesamt konnten sieben

Zellversuche pro Versuchsgruppe verwendet werden.
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Abbildung 3-1: Daten zu den verwendeten Tieren der Versuchsreihe I
A Zeitspanne zwischen Tier-OP und Versuchen. Die Zahl in dem Kreisdiagramm ist die Zahl der in

dem jeweiligen Post-OP-Zeitraum gemessenen Zellen. B Histogramm des Gewichtes der Tiere am
Versuchstag. Die Zahl in den Sdulen gibt an, wie viele Zellen von den jeweiligen Tieren stammen.

Die Zeitspanne zwischen der stereotaktischen Injektion der Testsubstanzen und den
Versuchen lag bei beiden Versuchsgruppen genau bei einem postoperativen Tag. Das
Gewicht der Tiere betrug 228g + 13,7g bei der Anti-NR1-Antikorpergruppe, das der NaCl-
Gruppe 215g + 12,5g. Ein signifikanter Unterschied bestand nicht (¢-Test). Fiir die genaue
Aufschliisselung sieche Abbildung 3-1. In Teilabbildung B sind zusétzlich die Tiergewichte
mit Angabe der Anzahl der Zellversuche dargestellt.

Anti-NMDAR-Enzephalitis-Liquor vs. Kontrollliquores

Die Versuche innerhalb dieser Versuchsreihe wurden an insgesamt 39 Tieren durchgefiihrt.
Die Daten von jeweils fiinf Tieren der drei Versuchsgruppen waren auswertbar. Die dariiber
hinausgehenden Messdaten entsprachen nicht den Vorgaben gemial3 Kap. 2.2.4.4.2. Zusétzlich
waren teilweise keine Messungen moglich, da sich keine Zellen fanden. Insgesamt konnten
jeweils acht Zellversuche der Anti-NMDAR-Enzephalitis- und der Gangliogliom- sowie neun

der posttraumatischen-Epilepsie-Gruppe verwendet werden.
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Abbildung 3-2: Zeitraum zwischen Tieroperation und Versuchstag der Versuchsreihe 11
Die Zahl in dem Kreisdiagramm ist die Zahl der in dem jeweiligen Post-OP-Zeitraum gemessenen

Zellen.

Die Zeitspanne zwischen der stereotaktischen Injektion der Testsubstanzen und den
Versuchen bewegte sich bei der Gruppe der Tiere, die eine Injektion mit Liquor eines Anti-
NMDAR-Enzephalitis-Patienten erhielten, zwischen 2 bis 10 Tagen, im Mittel bei 5 £+ 3,3
Tagen (Teilabbildung A), bei der Gruppe der Tiere, die eine Injektion mit Liquor eines
Gangliogliom-Patienten erhielten, zwischen 1 bis 3 Tagen, im Mittel bei 1,6 + 0,4 Tagen
(Teilabbildung B) und bei der Gruppe der Tiere, die eine Injektion mit Liquor eines Patienten
mit posttraumatischer Epilepsie erhielten, zwischen 1 und 8 Tagen, im Mittel bei 3,4 + 1,1
Tagen (Teilabbildung C). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen besteht nicht
(z-Test). Die in Klammern angegeben Teilabbildungen beziehen sich auf Abbildung 3-2, die
hierzu noch eine genauere Aufschliisselung zeigt. Es ist u.a. dargestellt, wie viele

Zellversuche an welchem postoperativen Tag durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 3-3: Gewichtsverteilung der verwendeten Tieren der Versuchsreihe I1
Histogramm des Gewichtes der Tiere am Versuchstag. Die Zahl in den Sdulen gibt an, wie viele

Zellen von den jeweiligen Tieren stammen.

Das durchschnittliche Gewicht der Tiere bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe betrug
246g + 11,5g, bei der Gangliogliom-Gruppe 220g + 12,3g und bei der posttraumatischen-
Epilepsie-Gruppe 212g + 13,7g. Der Unterschied zwischen den Gruppen ist nicht signifikant
(z-Test). Eine Zuordnung zu den Zellversuchen findet sich in Abbildung 3-3.
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3.2 Membraneigenschaften

Wihrend der Bearbeitung einer Versuchszelle erfolgte zuerst die Bestimmung der passiven
Membraneigenschaften. AnschlieBend folgte die Untersuchung des Entladungsverhaltens.
Dieses Vorgehen diente der Zellcharakterisierung und der Vitalititspriifung (sieche Kap.
2.2.4.4.3). Die benétigten Versuchsprotokolle finden sich im Kap. 7.2 in Tab. 10 im Anhang.

In den folgenden Unterkapiteln erfolgt die Darstellung der ausgewerteten Daten.

3.2.1 Passive Membraneigenschaften

Anti-NR1-Antikorper vs. NaCl-Kontrollen

Anti-NR1-Antlkdrper

-5 my,
— i |
NaCl
-Fomy
= | 25 mV |
100 ms
0 nA 2 nA

Abbildung 3-4: Reprisentative Messspuren der Versuchsreihe I
Zur besseren Ubersicht sind nur die Stimulationsstirken 0, -200, -400, -600, -800 und -1000pA

dargestellt.

Abbildung 3-4 zeigt beispielhaft jeweils eine reprisentative Messspur fiir die beiden
Versuchsgruppen sowie die entsprechende Stimulationsspur, an der sich der in die Zelle
injizierte negative Strom ablesen ldsst. Es ist nur eine Auswahl an Stimulationsstirken
abgebildet, um (1) die Ubersichtlichkeit zu verbessern und (2) den Zusammenhang zwischen
der Injektion von negativem Strom und der folgenden Hyperpolarisation der Zelle

nutzbringender zu veranschaulichen.
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Abbildung 3-5: Synopse der passiven Membraneigenschaften der Versuchsreihe I

A Der Membranwiderstand ist die Steigung der Geraden und fett gedruckt.

B —— Median, ®;. S.EM., O Einzelwerte
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Dieser oben erwdhnte Zusammenhang, gemeint ist die Korrelation zwischen injizierter
Stromstiarke und Hyperpolarisation der Zelle, war bei allen Zellen der Versuchsgruppen
sichtbar (siche Abbildung 3-5, Teilabbildung A). Die Ergebnisse der Regressionsanalyse bei
der Anti-NR 1-Antikdrper-Gruppe mit R* = 0,9967 und bei der NaCl-Kontrollgruppe mit R =
0,9972 bestdtigen diese Beobachtung.

Die Auswertung der passiven Membraneigenschaften erfolgte — wie in Kap. 2.2.5.2 erldutert —
an insgesamt sieben Versuchszellen je Versuchsgruppe. Somit ist der Membranwiderstand bei
der Anti-NR1-Antikorper-Gruppe mit 64,64MQ + 8,56MQ und bei der NaCl-Kontrollgruppe
mit 59,64MQ + 8 37MQ zu beziffern. Die Einzelwerte fiir das Ruhemembranpotenzial und
die Membranzeitkonstante sind ebenfalls in Abbildung 3-5 (Teilabbildung B) dargestellt. Das
Ruhemembranpotenzial liegt im Mittel bei der Anti-NR1-Antikorper-Gruppe bei -76,8mV =+
0,5mV und die Membranzeitkonstante bei 8,8ms + 0,6ms. Fiir die NaCl-Kontrollgruppe
ergaben sich -75,8mV £ 0,3mV fiir das Ruhemembranpotenzial sowie 8,7ms + 0,6ms fiir die
Membranzeitkonstante. Ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen passiven
Membraneigenschaften konnte nicht festgestellt werden. Da der Shapiro-Wilk-Test keine
Normalverteilung bei den Daten des Membranwiderstands ergab, erfolgte die
Signifikanztestung hier mit dem U-Test; die Testung der Daten des RMP und der

Membranzeitkonstante wurde mit dem #-Test durchgefiihrt.
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Anti-NMDAR-Enzephalitis-Liquor vs. Kontrollliquores

Ant-NMDAR-Enzephalltis

-T5mv —
Gangliogliom
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25mv |
100 ms
Posttraumatische Epllepsle
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Abbildung 3-6: Reprisentative Messspuren der Versuchsreihe 11

Zur besseren Ubersicht sind nur die Stimulationsstdrken 0, -200, -400, -600, -800 und -1000pA
dargestellt.

Abbildung 3-6 zeigt in gleicher Art und Weise wie Abbildung 3-4 reprisentative Messspuren
der Versuchsreihe II der hyperpolarisierenden StSpSp. Auch hier ist deutlich zu erkennen,
dass die Injektion eines negativen Stromes eine Hyperpolarisierung  der
Zellmembranspannung zur Folge hat, die von der Hohe des injizierten Stromes abhéngig ist.
Geringe Unterschiede der Membranwiderstinde lassen sich bereits an den Ableitungen
erkennen. So ist die Hyperpolarisation z. B. bei der dargestellten Zelle der Anti-NMDAR-
Enzephalitis-Gruppe starker ausgeprégt als bei den Kontrollgruppen.
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Abbildung 3-7: Strom-Spannungs-Kennlinien der Versuchsreihe I1

Der Membranwiderstand ist die Steigung der Geraden und fett gedruckt.

Die oben beschriebene Korrelation ist auch hier — wie Abbildung 3-7 zeigt — deutlich zu
erkennen. Die Regression liegt bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe bei R* = 0,9954
bzw. bei der Gangliogliom-Kontrollgruppe bei R? = 0,9915 und bei der posttraumatischen-
Epilepsie-Kontrollgruppe bei R* = 0,9791.

Die weitere Auswertung der passiven Membraneigenschaften ergab folgende Resultate. Der
Membranwiderstand der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe betrdgt nach Auswertung von
sechs Versuchszellen 47,64MQ + 8,78MQ. Bei den Kontrollgruppen liegt er bei 42MQ +
9,67MQ fiir die Gangliogliom-Gruppe mit insgesamt sechs auswertbaren Versuchszellen und
bei 40,98MQ + 14MQ fiir die posttraumatische-Epilepsie-Gruppe mit insgesamt fiinf
auswertbaren Versuchszellen. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Testgruppe und den

Kontrollgruppen besteht nicht (#-Test).
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Abbildung 3-8: RMP und Membranzeitkonstante der Versuchsreihe 11
—— Median, @ x+S.EM., O Einzelwerte

Auch hier sind die FEinzelwerte fiir das Ruhemembranpotenzial sowie fiir die
Membranzeitkonstante (siehe Abbildung 3-8) dargestellt. Das mittlere
Ruhemembranpotenzial betrdgt -75,6mV 4+ 0,8mV nach der Auswertung von sechs
Versuchszellen bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe, -76,4mV + 0,4mV bzw. -76,0mV
+ 0,4mV bei der Gangliogliom- bzw. der posttraumatischen-Epilepsie-Kontrollgruppe mit
jeweils acht bzw. neun auswertbaren Versuchszellen. Die Membranzeitkonstante liegt bei der
Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe bei 9,0ms + 1,2ms. Bei den Kontrollgruppen belduft sich
der Wert auf 9,7ms + 0,6ms fiir die Gangliogliom- bzw. bei 7,Ims + 0,7ms fiir die
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posttraumatische-Epilepsie-Gruppe. Die angegebenen Werte der Anti-NMDAR-Enzephalitis-
Gruppe und der Kontrollgruppen unterscheiden sich nicht signifikant. Da der Shapiro-Wilk-
Test keine Normalverteilung bei den Daten der Membranzeitkonstante ergab, erfolgte die
Signifikanztestung hier mit dem U-Test; die Testung der Daten des RMP wurde mit dem ¢-
Test durchgefiihrt.

3.2.2 Entladungsverhalten

Anti-NR1-Antikorper vs. NaCl-Kontrolle

Ant-NR1-Antik3rper

— M

NaCl

AN L

1000 pA

_| 2Rea L _ L

20m‘U|

100 ms

Abbildung 3-9: Reprisentative Messspuren der Versuchsreihe I

Abbildung 3-9 stellt den Zusammenhang zwischen der Injektion eines positiven Stromes in
die Zelle und der daraus ab einem bestimmten Schwellenwert resultierenden Auslosung von
Aktionspotenzialen an représentativen Messspuren fiir die jeweiligen Versuchsgruppen dieser
Versuchsreihe dar. Die Messspuren sind so gewdahlt, dass verstdndlich wird, dass bei einem

Anstieg des positiven Stimulationsstromes die Anzahl der evozierten Aktionspotenziale
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zunimmt. Die Stimulationsspur, die ebenfalls eingezeichnet ist, zeigt die Stirke (500 bzw.
1000pA) sowie die Dauer (350ms) des jeweiligen Stimulus an.

= An-NR1-Antikdrper {n = 7)

20 NaCl (n = 7)
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Abbildung 3-10: Entladungsverhalten der Versuchsreihe I

Histogramm der Anzahl der Aktionspotenziale bei einer injizierten Stromstérke von 0 bis 1400pA.

Es konnten auch hier insgesamt sieben Zellversuche pro Versuchsgruppe ausgewertet werden.
Die starke Korrelation zwischen injiziertem positivem Strom und Anzahl der evozierten
Aktionspotenziale 1dsst sich aus Abbildung 3-10 ablesen. Die mittlere Anzahl an evozierten
Aktionspotenzialen liegt bei der Anti-NR1-Antikorper-Gruppe bei 500pA bei 2,3 £ 0,6, bei
1000pA bei 8 = 0,6 und schlieBlich bei 1400pA bei 12,4 + 0,4. Im Vergleich hierzu sind die
Zahlen bei der NaCl-Kontrollgruppe bei 500pA bei 2,3 £ 0,4, bei 1000pA bei 6,6 + 0,6 und
bei 1400pA bei 10,9 £ 1,2. Die Unterschiede sind nicht signifikant (z-Test).
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Anti-NMDAR-Enzephalitis-Liquor vs. Kontrollliquores
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Abbildung 3-11: Reprisentative Messspuren der Versuchsreihe 11

Abbildung 3-11 =zeigt an drei reprdsentativen Messspuren, dass es auch bei dieser
Versuchsreihe einen Zusammenhang zwischen injiziertem positivem Strom und der Anzahl
der evozierten Aktionspotenziale gibt. Allerdings ldsst sich hier zusétzlich erkennen, dass
unterschiedliche Entladungsmuster méglich sind — z. B. eine Entladungssalve nur zu Beginn

der positiven Strominjektion (siche Beispiel der Gangliogliom-Gruppe).
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Abbildung 3-12: Entladungsverhalten der Versuchsreihe 11
Histogramm der Anzahl der Aktionspotenziale bei einer injizierten Stromstérke von 0 bis 1400pA.

Es konnten sieben Versuchszellen der Anti-NMDAR-Enzephalitis- und jeweils acht der
Kontrollgruppen untersucht werden. Abbildung 3-12 verdeutlicht die o. g. Korrelation. Die
Anzahl an evozierten Aktionspotenzialen ist bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe bei
500pA bei 2,7 + 0,6, bei 1000pA bei 9,1 + 1,6 und bei 1400pA bei 13,6 £ 2,3. Bei der
Gangliogliom- bzw. bei der posttraumatische-Epilepsie-Gruppen sind es bei S00pA 4,8 = 1,3
bzw. 2,0 + 0,6, bei 1000pA 10,5 + 2,4 bzw. 5,9 £ 1 und bei 1400pA 14,8 = 3,2 bzw. 9,6 £ 1,5.
Die zwischen der Testgruppe und den Kontrollgruppen bestehenden geringen Unterschiede

sind nicht signifikant (z-Test).
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3.3 Input-Output-Kurven

Der zweite und entscheidende Schritt in der Bearbeitung einer Versuchszelle war die
Erstellung von Input-Output-Kurven. Eine Beschreibung der genauen Vorgehensweise ist
dem Kap. 22444 zu entnechmen. Die entsprechende genaue Darstellung des

Versuchsprotokolls findet sich im Kap. 7.3 in der Tab. 11 im Anhang.

Das Ziel dieser Untersuchung ist die Beantwortung der Fragestellung, ob Unterschiede der
EPSPs bei der Stimulation mit aufsteigenden Stromstirken zwischen den Testgruppen und
den jeweiligen Kontrollgruppen bestehen, die einen mdglichen Zusammenhang zwischen den
Symptomen der Anti-NMDAR-Enzephalitis (sieche Kap. 1.1.1) und dem Nachweis des
Antikorpers gegen die NRI-Untereinheit im Liquor der Patienten (siche Kap. 1.3)

pathophysiologisch erkldren konnen.

Anti-NR1-Antikorper vs. NaCl-Kontrolle

Die Stimulationsstirke bei den Versuchen der Versuchsreihe I wurde von OpA bis 150pA

kontinuierlich in 10pA-Schritten erhoht. Die Stimulation erfolgte iiber den Tractus perforans.

Abbildung 3-13 zeigt das Doppelpulsverhéltnis der beiden Versuchsgruppen. Der geringe
Unterschied, der bei beiden Gruppen zwischen der ersten und der zweiten Stimulation
erkennbar ist, ist nicht signifikant (KS-Test). Es ist somit davon auszugehen, dass zwischen
der Stimulation des medialen und des lateralen Tractus perforans ein ausgeglichenes
Verhiltnis bestand. Allerdings ist es sehr wahrscheinlich, dass ab einer bestimmten

Stromstérke generell beide Anteile des Fasertraktes erfasst werden.
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Abbildung 3-13: Doppelpulsverhiltnis der Versuchsreihe I
Der Unterschied zwischen der ersten und der zweiten Stimulation ist bei der jeweiligen

Versuchsgruppe nicht signifikant. Daher wurde weder iiber den medialen noch {iber den lateralen

Tractus perforans hdufiger stimuliert.
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Abbildung 3-14 stellt exemplarisch die Messspuren einer Einzelpulsmessung einer
Versuchszelle der Anti-NR1-Antikorper- sowie der NaCl-Gruppe bei 60 bzw. 120pA dar. Bei
der Zelle der Anti-NR1-Gruppe liegt die Amplitude des EPSP bei 60pA bei 4,79mV und bei
120pA bei 11,13mV. Bei der NaCl-Versuchszelle hingegen ist die Amplitude bei 60puA bei
12,36mV und bei 120pA bei 28,49mV. Es lésst sich folglich ein deutlicher Unterschied von
7,57TmV  bei 60pA  Stimulationsstirke bzw. von 17,36mV  bei 120pA im
Generierungspotenzial fiir EPSPs der beiden Zellen feststellen. Es bleibt jedoch die Frage, ob
dieser deutliche Einzelbefund auch als Gesamtbefund nach Auswertung aller Zellversuche

dieser Versuchsreihe Bestand hat.

Ant-NR1-Antikbrper

80 - . 120 pA _
M e o TV W e

NaCl

10mV|

258 ms

Abbildung 3-14: Reprisentative Messspuren der Versuchsreihe I

Fir die Auswertung des Gesamtbefundes standen insgesamt jeweils sieben Zellen pro
Versuchsgruppe dieser Versuchsreihe zur Verfiigung. Die genaue Vorgehensweise bei der
Auswertung war fiir beide Versuchsreihen identisch und kann im Kap. 2.2.5.3 nachgelesen

werden.
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Abbildung 3-15: Input-Output-Kurven der Versuchsreihe I
Darstellung der Amplitude der EPSP der Versuchszellen der beiden Versuchsgruppen der

Versuchsreihe I bei einer Stimulation von OpA bis 150pA mit einer Erh6hung um 10pA je Stimulus
und einem Intervall von 30s zwischen den einzelnen Stimuli. Die Stimulation erfolgte iiber den
Tractus perforans. Der sichtbare Unterschied zwischen den beiden Input-Output-Kurven ist mit einem
p-Wert < 0,05 (KS-Test) signifikant.

Die oben gedulerte Frage, ob der Einzel- als Gesamtbefund fiir diese Versuchsreihe bestétigt
werden kann, muss mit Blick auf Abbildung 3-15 eindeutig bejaht werden. Der fiir eine Input-
Output-Kurve typische sigmoidale Verlauf ldsst sich erkennen und bedeutet, dass ab einem
bestimmten Schwellenwert die Amplitude der EPSPs nicht weiter bzw. nur noch minimal
gesteigert werden kann. Als Ursache hierfiir ist die Tatsache anzusehen, dass ab einer
bestimmten Stimulationsstirke die Schwelle zur Bildung von Aktionspotenzialen erreicht ist.
Dies fiihrt dazu, dass die EPSP-Amplitude nur noch geringfiigig steigt, dafiir aber die Anzahl
an evozierten Aktionspotenziale zunehmen kann bzw. iiberhaupt erst Aktionspotenziale
ausgepragt werden konnen (zum besseren Verstindnis siehe Abbildung 2-11). Die
Schwierigkeiten, die sich aus diesem elektrophysiologisch normalen Verhalten fiir die

Auswertung ergeben, sind ebenfalls in Kap. 2.2.5.3 detailliert beschrieben.
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Die EPSP-Amplitude betrdgt im Mittel bei der Anti-NR1-Antikorper-Gruppe bei 50pA
3,98mV =+ 0,78mV, bei 100pA 9,48mV £ 1,14mV und bei 150pA 13,35mV + 1,70mV. Bei
der NaCl-Kontrollgruppe liegen die Werte im Mittel bei S0uA bei 7,6lmV + 2,61mV, bei
100pA bei 14,6lmV + 2,76mV und bei 150pA bei 18,52mV =+ 2,84mV. Diese drei
Stimulationsstdrken wurden beispielhaft ausgewdhlt, die librigen Werte sind der Abbildung

3-15 zu entnehmen.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die Auswertung der Input-Output-Kurven der
Versuchsreihe 1 einen signifikanten Unterschied (p-Wert < 0,05, KS-Test) zwischen dem
Generierungspotenzial fiir EPSPs bei der Anti-NR1-Antikdrper-Gruppe gegeniiber der NaCl-
Kontrollgruppe ergeben hat. Es ist daher davon auszugehen, dass der kommerzielle Anti-
NR1-Antikorper den NMDA-Rezeptor in seiner Funktionsfahigkeit hinsichtlich der

Generierung von EPSPs deutlich einschréinkt.

Anti-NMDAR-Enzephalitis-Liquor vs. Kontrollliquores

Vor diesem Hintergrund erfolgte die Planung und Durchfithrung der Versuchsreihe II mit
demselben Versuchsprotokoll (wie bei Versuchsreihe I). Denn es erschien sinnvoll und
gerechtfertigt zu untersuchen, ob eine Testung mit dem humanen Antikérper, der bei
Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis im Liquor nachgewiesen werden kann, zu dem

gleichen oder zumindest einem &hnlichen Ergebnis kommen wiirde.

Die Stimulationsstirke bei den Versuchen der Versuchsreihe II wurde gegeniiber der
Versuchsreihe I von OpA bis 200puA kontinuierlich in 10pA-Schritten erhdht. Die Stimulation
erfolgte ebenfalls {iber den Tractus perforans. Eine zuverldssige und belastbare Auswertung
des Doppelpulsverhdltnisses war leider nicht mdoglich. Zunédchst fehlt bei einigen
Versuchszellen ein kompletter Datensatz bzgl. des Doppelpulsverhéltnisses, da nur
Probestimulationen mit ausgewdhlten Stromstirken durchgefiihrt wurden. AuBerdem
gestaltete sich gerade die Auswertung des zweiten Stimulus durch viele aufgesetzte
Aktionspotenziale als nicht durchfiihrbar. Der Grund hierfiir ist der in Kap. 2.2.5.3 bereits
angesprochene nicht vollstindige Abfall des Membranpotenzials auf Werte vor der ersten
Stimulation. Hierdurch sind die Ausgangsbedingungen unterschiedlich und die Schwelle kann

schneller erreicht werden.
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Abbildung 3-16: Reprisentative Messspuren der Versuchsreihe 11

Mit Abbildung 3-16 sind bei der Versuchsreihe II ebenfalls mustergiiltige
Einzelpulsmessspuren fiir jede der untersuchten Versuchsgruppen dargestellt. Das EPSP
belduft sich bei der abgebildeten Versuchszelle der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe bei
60pA auf 7,10mV und bei 120pA auf 14,70mV. Bei der Gangliogliom-Kontrollgruppe sind
es bei 60pA 8,31mV und bei 120pA 26,46mV bzw. 6,88mV und 29,69mV bei der
posttraumatischen-Epilepsie-Kontrollgruppe. Gerade bei der Stimulation mit 120pA zeigt
sich hier eine deutliche Differenz. Es stellt sich auch hier die Frage, ob ein Ubertrag von der

Einzelzelle auf die Gesamtheit der ausgewertet Zellen moglich ist.
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Abbildung 3-17: Input-Output-Kurven der Versuchsreihe II
Darstellung der Amplitude der EPSP der Versuchszellen der drei Versuchsgruppen der Versuchsreihe

II bei einer Stimulation von OpA bis 100pA, 140uA bzw. 200uA mit einer Erhéhung um 10pA je
Stimulus und einem Intervall von 30s zwischen den einzelnen Stimuli. Die Stimulation erfolgte iiber
den Tractus perforans. Der sichtbare Unterschied zwischen der Input-Output-Kurve der Anti-
NMDAR-Enzephalitis-Gruppe und den Kontrollgruppen ist mit einem p-Wert < 0,05 (KS-Test)
signifikant.

Es konnten insgesamt acht Zellen der Anti-NMDAR-Enzephalitis-, acht Zellen der
Gangliogliom- sowie neun Zellen der posttraumatischen-Epilepsie-Gruppe ausgewertet
werden. Die Auswertung gestaltete sich jedoch aufgrund der teilweise sehr frithen Ausbildung
von Aktionspotenzialen bei den Kontrollgruppen (siehe hierzu auch Kap. 2.2.5.3) schwierig.
In der Folge konnte eine zuverldssige Auswertung der Gangliogliom-Gruppe nur bis zu einer
Stimulationsstirke von 140pA und bei der posttraumatischen-Epilepsie-Gruppe nur bis
100pA erfolgen. Hieraus ergibt sich die eingeschrinkte Darstellung in Abbildung 3-17. Der

oben angesprochene Aspekt der frithen Ausbildung von Aktionspotenzialen wird im

Anschluss an dieses Kapitel noch ausfiihrlicher beleuchtet.

Abbildung 3-17 zeigt einen sigmoidalen Verlauf bei den Input-Output-Kurven der
Kontrollgruppe, bei der Kurve der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe ist dieser Verlauf nur
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angedeutet, sodass davon ausgegangen werden kann, dass das EPSP bei einer weiteren
Erhohung der Stimulationsstirke noch steigerbar gewesen wire. Der unharmonischere
Verlauf der Kurven der Kontrollgruppen gegeniiber der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe
spiegelt ebenfalls die Schwierigkeiten bei der Auswertung wider. AuBlerdem wird ein
deutlicher Unterschied zwischen der Kurve der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe und den
Kontrollgruppen sichtbar.

Im Mittel liegt das EPSP bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe bei S0uA bei 4,24mV +
1,02mV, bei 100pA bei 10,34mV £ 2,05mV, bei 140 pA bei 14,12mV + 2,78mV und bei
200pA bei 22,23mV + 2,90mV. Bei der Gangliogliom-Kontrollgruppe betragen die Werte bei
S50pA 13,09mV + 2,62mV, bei 100pA 23,52mV £ 3,23mV und bei 140pA 28,72mV +
2,96mV. Die Werte der posttraumatischen-Epilepsie-Kontrollgruppe sind mit 18,99mV =+
4,09mV bei 50pA und 27,90mV £ 427mV bei 100pA anzugeben. Die Werte dieser
Stimulationsstarken wurden exemplarisch ausgewihlt, die iibrigen Werte sind der Abbildung

3-17 zu entnehmen.

In der Zusammenschau wird nach Auswertung der Daten der Versuchsreihe II deutlich, dass
zwischen den EPSP der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe und denen der Kontrollgruppen
ein deutlicher und in diesem Fall ebenfalls signifikanter Unterschied mit einem p-Wert < 0,05
(KS-Test) besteht. Somit ist die eingangs gestellte Fragen, ob eine Ubertragung der
Ergebnisse der Einzelzellen auf die Gesamtheit mdglich ist, ebenfalls zu bejahen. Es ist daher
nach Abschluss der Auswertung der Versuchsreihe II davon auszugehen, dass der im Liquor
der Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis nachgewiesene Antikorper gegen die N-
terminale extrazellulire Domdne der NR1-Untereinheit die Fihigkeit zur Generierung von

EPSPs, wie sie bei den Kontrollgruppe gegeben ist, in einem gewissen Malle einschrénkt.
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3.3.1 Auffilligkeiten bei der Evozierung von Aktionspotenzialen

In den vorherigen Kapiteln wurde mehrfach auf die Problematik hingewiesen, die sich bei der
Auswertung von EPSPs mit aufgesetzten Aktionspotenzialen ergibt. Die logische Konsequenz
aus der Beobachtung, dass dieses Phidnomen bei einigen Versuchsgruppen héufiger
aufzutreten schien als bei anderen, war die Auswertung des Evozierungsverhaltens von
Aktionspotenzialen der einzelnen Versuchsgruppen der jeweiligen Versuchsreihen mit der
Fragestellung, ob relevante Unterschiede vorliegen. Die ermittelten Ergebnisse sind in diesem

Unterkapitel zusammengefasst.

Ant-NR1-AntikSrpar
140 pA 150 pA
NaCl

40 pA 50 pA

1Dm\f‘

25 ms

Abbildung 3-18: Reprisentative Messspuren zur Darstellung der Uberschwelligkeit
(Versuchsreihe I)
Die Aktionspotenziale wurden bei -30 mV trunkiert.

Abbildung 3-18 zeigt jeweils eine Zelle der beiden Versuchsgruppen der Versuchsreihe I. Die
Versuchszelle der Anti-NRI1-Antikorper-Gruppe ist die Zelle mit dem grofSten EPSP der
Versuchsgruppe, dennoch konnte kein Aktionspotenzial bis zur maximalen Stimulationsstérke
von 150pA evoziert werden. Im Gegensatz hierzu ist bei der exemplarisch gewihlten Zelle
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der NaCl-Kontrollgruppe erkennbar, dass bereits bei einer Stimulationsstiarke von 50uA die

Schwelle zur Ausbildung eines Aktionspotenziales erreicht ist.

Anti-NMDAR-Enzephalltls

Gangliogliom

T 30 A

Posttraumatische Epligpslo
30 pA

10 my |

Abbildung 3-19: Reprisentative Messspuren zur Darstellung der Uberschwelligkeit

(Versuchsreihe II)
Die Aktionspotenziale wurden bei -30 mV trunkiert.

Im Vergleich stellt Abbildung 3-19 jeweils eine Zelle jeder Versuchsgruppe der
Versuchsreihe II dar. Bei allen Gruppen konnte die Schwelle zur Ausbildung von
Aktionspotenzialen erreicht werden. Die benétigte Stimulationsstirke ist jedoch bei den
gezeigten Zellen der Kontrollgruppen mit 30puA bzw. 40pA deutlich niedriger als die der
Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe mit 200pA.
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Die Gesamtauswertung der Versuchsreihe I bestétigt die Beobachtung aus Abbildung 3-18
jedoch nicht. Aus diesem Grund wurde auf die Darstellung mittels einer Abbildung verzichtet.
Es ist zwar erkennbar, dass bei keiner der sieben ausgewerteten Versuchszellen der Anti-
NRI1-Antikorper-Gruppe das Schwellenpotenzial erreicht werden konnte, der Unterschied zur
NaCl-Kontrollgruppe ist jedoch nicht signifikant. Gleichwohl konnte bis zu einer
Stimulationsstirke von 50uA eine Zelle und bis 150pA eine weitere Zelle von insgesamt

sieben Versuchszellen zur Uberschwelligkeit gebracht werden.

Zusammenfassend ist somit allerdings ein Trend zu erkennen, da bei der Kontrollgruppe in
29% der Fille und bei der Anti-NRI1-Antikorper-Gruppe in 0% der Fille eine

Uberschwelligkeit erzielt werden konnte.
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Abbildung 3-20: Vergleich der Uberschwelligkeit der Versuchsreihe 11
Darstellung der iiberschwelligen NMDA-EPSP der drei Versuchsgruppen der Versuchsreihe II in

Prozent. Es wurden insgesamt die Daten von acht Zellen der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe und
von acht bzw. neun Zellen der Gangliogliom- bzw. der posttraumatischen-Epilepsie-Gruppe
ausgewertet. Der Unterschied zwischen der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe und den
Kontrollgruppen ist signifikant (p-Wert < 0,05, KS-Test).
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Bei der Auswertung der Versuchsreihe II in Bezug auf die o. g. Fragestellung kristallisierte
sich dafiir ein ungleich klareres Bild heraus. Es standen Daten von acht Versuchszellen der
Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe und  insgesamt siebzehn  Versuchszellen der
Kontrollgruppen zur Verfiigung — acht Zellen der Gangliogliom- und neun Zellen der

posttraumatischen-Epilepsie-Gruppe.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-20 veranschaulicht. Im Detail reagierte die erste Zelle der
Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe bei einer Stimulationsstirke von 160pA und die zweite
Zelle bei 200pA mit der Ausbildung von Aktionspotenzialen. Bei den iibrigen sechs Zellen
dieser Gruppe war eine iiberschwellige Erregung bis einschlieBlich 200pA nicht moglich,
sodass insgesamt eine Uberschwelligkeit in 25% der Fille vorlag. Die erste Zelle der
Gangliogliom-Gruppe konnte bereits bei Applikation eines Stimulus mit 30pA iiberschwellig
gereizt werden; die letzte Zelle dieser Gruppe benétigte 160pA. Ebenfalls bei 30pA
Stimulationsstirke wurde bei der ersten Zelle der posttraumatischen-Epilepsie-Gruppe
Aktionspotenziale sichtbar; die letzte Zelle dieser Gruppe brauchte 140pA. Letztendlich
konnten somit bei 100% der Zellen der Kontrollgruppen EPSP mit aufgesetzten

Aktionspotenzialen beobachtet werden.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass fiir die Evozierung von Aktionspotenzialen bei
der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe ein erheblich hoherer Stimulus notwendig ist als bei
den Kontrollgruppen. Der Unterschied ist mit einem p-Wert < 0,05 (KS-Test) als signifikant

einzustufen.
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4 Diskussion

Der grundlegende Mechanismus bzw. die Mechanismen, die zur Ausprigung der
Leitsymptome epileptische Anfille, Gedichtnisstorung und psychiatrische Auffalligkeiten bei
der Anti-NMDAR-Enzephalitis fiihren (u. a. Dalmau et al. 2007, 2008, 2011), sind zurzeit in
der wissenschaftlichen Diskussion. Um sich diesem Diskurs u.a. auch mit
elektrophysiologischen Methoden néhern zu kénnen, wurde am Oscar Langendorff Institut fiir
Physiologie — auch im Rahmen dieser Arbeit — ein Tiermodell der Anti-NMDAR-Enzephalitis
an der Ratte entwickelt. Die zentrale Frage dieser Arbeit ist, ob eine pathophysiologische
Relevanz des Anti-NMDAR-Autoantikdrpers, wie er bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis
nachweisbar ist, auch in vivo besteht. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Frage nach der
Verknilipfung dieses Einflusses und den bei der Erkrankung auftretenden

Gedichtnisstorungen.

4.1 Tiermodell der Anti-NMDAR-Enzephalitis

Die Entscheidung, fiir diese Arbeit ein Tiermodell der Ratte zu verwenden, fiel vor dem
Hintergrund der bereits vorliegenden Erfahrungen mit einem anderen Tiermodell der Ratte bei
bereits abgeschlossenen Projekten im Oscar Langendorff Institut fiir Physiologie (u. a. Bajorat
et al. 2011; Schulz et al. 2012). Zusitzlich war die notwendige Logistik schon etabliert und
ein erster Vorversuch zu einem Tiermodell der Anti-NMDAR-Enzephalitis kurz zuvor
angelaufen. Auch unter methodischen Aspekten erschien es sinnvoll, ein Modell zu
entwickeln, in dem die Applikation der Autoantikdrper gegen den NMDA-Rezeptor bzw. der
sonstigen Testsubstanzen durch ein in vivo-Verfahren erfolgen konnte. Alle vorherigen
Untersuchungen wurden schlieBlich entweder an Zellen einer Hippocampuszellkultur
(Hughes et al. 2010) oder an Schnittpriparaten (Zhang et al. 2012) mittels eines in vitro-
Applikationsverfahrens durchgefiihrt.

Daher war die hier angewendete intrazerebrale stereotaktische Injektion in den Hippocampus
als Zielstruktur naheliegend. Gleichermallen wurde bei der Wahl der Zielstruktur
beriicksichtigt, dass (1) der Hippocampus der Bereich des Gehirns mit der hochsten
beschriebenen Anreicherung des Autoantikorpers ist (u. a. Dalmau et al. 2007, 2008; Hughes
et al. 2010) und er (2) eine bedeutsame Rolle fiir Lernprozesse und somit flir die
Funktionsfdhigkeit des Gedéchtnisses iibernimmt (u.a. Scoville & Milner 1957; Zola-
Morgan, Squire & Amaral 1986; Tsien, Huerta & Tonegawa 1996). Zusitzlich war es nach
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histologischer Sicherung (sieche auch Abbildung 2-3) eine gute Methode um hohe
Konzentration im Bereich der Kornerzellen des Gyrus dentatus zu erreichen, wo die
eigentlichen elektrophysiologischen Messungen durchgefiihrt werden sollten. Ebendeswegen
fand aus dem Portfolio an Liquorproben von Anti-NMDAR-Enzephalitis-Patienten die
Liquorprobe Anwendung, die iiber die hochste Titerstufe verfligte. Die Bestimmung dieser
Stufe erfolgte dankenswerter Weise durch Christian G. Bien (Bielefeld/Deutschland) mit dem
Verfahren der Endpunkttitration des charakteristischen NMDAR-Antikorper-Farbemusters an
Schnitten eines Rattenhirns durch indirekte Immunhistochemie (Niechusmann et al. 2009).
Eine Bestitigung erfolgte durch eine Zell-basierte Untersuchung von Angela Vincent

(Oxford/GrofBbritannien) (Irani et al. 2010).

Die minimale Wartezeit von einem Tag zwischen der operativen Vorbereitung der Tiere und
der Durchfiihrung der Versuche, wie sie im Kap. 2.2 beschrieben ist, wurde weitgehend
arbitrar festgelegt. Da es bisher keine anderen Arbeiten gibt, die einen &hnlichen
Versuchsansatz gewihlt haben, war auch keine Orientierung an diesen zum Zweck der
Vergleichbarkeit der Ergebnisse moglich. Einziger Anhaltspunkt fiir eine sinnvolle
Festlegung der Wartezeit waren (1) die bisher erfolgten in vitro Experimente, die zeigen
konnten, dass ein Effekt durch den Antikérper innerhalb weniger Minuten (Zhang ef al. 2012)
bis hin zu einem Tag (Hughes et al. 2010) eintreten kann und (2) die Tatsache, dass der nicht-
kompetitive NMDAR-Antagonist S-Ketamin, der zur Narkose der Ratten angewendet wurde,
eine Plasmahalbwertszeit von ein bis zwei Stunden hat (Morgan & Curran 2012). Unter
Beriicksichtigung dieser Aspekte kann davon ausgegangen werden, dass eine mdgliche
Wirkung des Antikdrpers einen Tag nach Applikation eingetreten ist und die Effekte nicht
durch die Wirkung des S-Ketamins auf das zentrale Nervensystem maskiert werden. Wie aus
Kap. 3.1 hervorgeht, wurde die Mindestwartezeit bei den Versuchen der Versuchsreihe II bei
der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe mit 5 £ 3,3 Tagen sogar regelmaBig iiberschritten.
Trotzdem war eine Einschrinkung der NMDAR-Funktion nachweisbar. Dies konnte ein erster
Anhaltspunkt dafiir sein, dass die Effekte durch den Autoantikérper durchaus von lédngerer
Dauer sein konnten als bisher vermutet. Aktuelle Daten hinsichtlich der mutmaBlichen
Internalisierung des NMDA-Rezeptors durch den Autoantikdrper deuten ndmlich darauthin,
dass zumindest dieser Prozess nach vier Tagen ohne weitere Inkubation mit dem
Autoantikorper vollstindig reversibel ist (Hughes et al. 2010). Weitere Untersuchungen in

puncto Langzeiteffekte scheinen daher durchaus sinnvoll und angebracht.

Es bleibt aber die Frage, ob das oben beschriebene Konzept iiberhaupt geeignet ist, um in

einem Tiermodell die Anti-NMDAR-Enzephalitis zuverldssig abzubilden, sodass die hieraus
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gewonnenen Erkenntnisse als valide angesehen werden konnen. Zur Beantwortung dieser
Frage erscheint eine Betrachtung der bis dato mit diesem Modell erhobenen Daten unter dem
Aspekt der Ubertragbarkeit auf den in der Klinik beobachteten Phinotyp der Erkrankung

sinnvoll.

Neben den in dieser Arbeit erhobenen Daten, die eine klare Einschrankung der Funktion des
NMDA-Rezeptors signalisieren, gibt es weitere in vitro- und sogar in vivo-Befunde, die dies
bestitigen. So konnte an Hippocampusschnitten dieses Tiermodells nachgewiesen werden,
dass die LTP im Vergleich zu Kontrolluntersuchungen signifikant vermindert ist
(unverdffentlichte Daten von T. Tokay, Oscar Langendorff Institut fiir Physiologie). Dariiber
hinausgehend spiegelte sich in Verhaltensexperimenten, durchgefiihrt mit dem Morris Water
Maze, eine signifikante Reduzierung des Lernerfolgs bei Aufgaben, die von der Funktion des
Hippocampus abhingen, gegeniiber Kontrolltieren wider (unverdffentlichte Daten von M.

Kersten, Oscar Langendorff Institut fiir Physiologie).

Ein Defizit ist jedoch in der Tatsache zu sehen, dass es bisher nicht gelungen ist, epileptische
Antfille, z. B. durch Beobachtung oder durch eine implantierte dauerhafte EEG-Ableitung, bei
den Tieren zu sichern. Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte in der einmaligen Applikation
des Autoantikorpers, wie sie in diesem Tiermodell durchgefiihrt wird, liegen. Die klinische
Beobachtung, dass die Storungen des Geddchtnisses und die auftretenden psychiatrischen
Symptome die epileptischen Anfidlle hdufig iiberdauern (u. a. Dalmau et al. 2007, 2008,
2011), stiitzt die Vermutung, dass fiir die epileptogene Potenz des Autoantikdrpers eine
mehrzeitige bzw. dauerhafte Applikation notwendig sein konnte. Eine ldngerdauernde EEG-
Ableitung und Analyse bei den Tieren erscheint angebracht, da (1) auch nicht alle Patienten
epileptische Anfille entwickeln (u. a. Dalmau et al. 2008; Florance et al. 2009) und (2) bei
vielen Patienten aber dennoch unspezifische Verlangsamungen und desorganisierte Aktivitét
im EEG beobachtet werden konnen (Dalmau et al. 2008). Fir den Fall, dass diese
Veranderungen auch bei behandelten Tieren nachgewiesen werden konnen, wiirde sich die

Aussagekraft des Tiermodells weiter erhdhen.

Nach der Zusammenschau aller Daten, die bisher zu dem Tiermodell vorliegen, ist es jedoch
durchaus als geeignet anzusehen, um die Prozesse, die der Autoantikorper bei der Anti-
NMDAR-Enzephalitis in Bezug auf das Gedichtnis bewirkt, zu untersuchen. Der grofle
Vorteil ist in der Moglichkeit der in vivo-Applikation des Antikorpers zu sehen, die weit ndher

an der Realitit liegt als die in vitro-Applikation.
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4.2 Einfluss der Antikorper auf den NMDA-Rezeptor

Die Zellversuche fiir diese Arbeit, wie in Kap. 2.2.4.4 nachzulesen ist, fanden ausnahmslos an
Kornerzellen des Gyrus dentatus statt. Um die Vergleichbarkeit mit bereits durchgefiihrten
sowie zukiinftigen Studien zu erleichtern und die Vitalitit der untersuchten Zellen zu
beweisen, erfolgte die Bestimmung der Membraneigenschaften; die entsprechenden
Ergebnisse sind in Kap. 3.2 aufgefiihrt. Daher erweist es sich als zweckméafig vor der
Diskussion des Einflusses der eingesetzten Antikérper zunédchst auf diesen Aspekt

einzugehen.

Ungliicklicherweise erscheint ein Vergleich der Membraneigenschaften mit denen aktueller
Arbeiten schwierig bzw. nicht moglich, da (1) die Daten dieser Arbeiten an einer anderen
Zellpopulation des Hippocampus (CA1-Sektor, Pyramidenzellen) respektive an einer anderen
Spezies (Maus) und (2) nicht mit dem gleichen Verfahren (Feldpotenzialmessung, Patch-
Clamp mit Spannungsklemme) erhoben wurden (Hughes et al. 2010; Zhang et al. 2012).
Allerdings wire eine entsprechende Gegeniiberstellung der Membraneigenschaften auch dann
nicht sinnvoll, wenn die Versuche aus den o.g. Arbeiten an Kornerzellen durchgefiihrt
worden wiren, da es zwischen den Membraneigenschaften, die mit dem Verfahren, das in
dieser Arbeit Anwendung fand, und dem Patch-Clamp-Verfahren ermittelt werden, durchaus
Abweichungen gibt (Staley, Otis & Mody 1992). Zusitzlich ist eine Erhebung von

Membraneigenschaften im Rahmen von Feldpotenzialmessung ohnehin nicht méglich.

Ungeachtet dessen ist zumindest eine Klassifikation der gemessen Zellen anhand der
Membraneigenschaften als Kornerzellen des Gyrus dentatus moglich und auch sinnvoll. So
konnen nach einem Vergleich mit Arbeiten, die sich u. a. mit den elektrophysiologischen
Membraneigenschaften der Kornerzellen des Hippocampus der Ratte beschiftigt haben, alle
in dieser Arbeit verwendeten Zellen den Kornerzellen des Gyrus dentatus zugeordnet werden
(McNaughton, Barnes & Andersen 1981; Durand et al. 1983; Crunelli, Forda & Kelly 1983;
Staley, Otis & Mody 1992). Eine zusétzliche Sicherheit liefert selbstverstindlich auch die
durchgefiihrte Sichtkontrolle bei der Platzierung der Messelektrode (siehe Kap. 2.2.4.4).

4.2.1 Einfluss des kommerziellen Anti-NR1-Antikorpers

Der in dieser Arbeit eingesetzte kommerzielle Anti-NR1-Antikérper bindet im Gegensatz zu
dem Autoantikorper, der bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis nachgewiesen werden kann, an
der intrazelluldren C-terminalen Doméne der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors an den

Aminosduren 909 bis 938. Der gleiche Antikoérper wurde bereits in einer fritheren Publikation
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zur Anti-NMDAR-Enzephalitis zur Detektion des humanen Anti-NMDAR-Antikorpers im
Liquor bzw. zur Identifizierung der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors als Zielstruktur
mitbenutzt (Dalmau et al. 2008). In mindestens zwei weiteren Untersuchung fand er ebenfalls
Verwendung zum Nachweis des Autoantikorpers (Irani et al. 2010; Hughes et al. 2010).
Unter diesen Bedingungen erschien es sinnvoll, diesen Antikorper fiir erste Versuche

einzusetzen.

Die Auswertung der Daten machte ein signifikant geringeres EPSP der Versuchszellen der
Tiere, die mit dem Anti-NR1-Antikorper behandelt wurden, gegeniiber den Kontrollzellen der
Tiere, die eine Behandlung mit NaCl erfuhren, deutlich (siche Kap. 3.3). Hieraus ergibt sich
die Schlussfolgerung, dass der kommerzielle Anti-NR1-Antikorper die NMDAR-Funktion
hinsichtlich des Generierungspotenzials fiir EPSPs zumindest einschriankt. Zusitzlich war es
moglich zu zeigen, dass die Stimulation weder iiber den medialen noch iiber den lateralen
Anteil des Tractus perforans iiberzufillig héufiger geschah und das oben beschriebene
Ergebnis somit nicht auf eine unterschiedliche Stimulation zuriickzufiihren ist. Dariiber
hinausgehend konnte in LTP-Untersuchungen nachgewiesen werden, dass die LTP an
Schnittpriaparaten des Hippocampus, gemessen an einer medialen Tractus perforans —
Kornerzell — Synapse, bei entsprechend behandelten Ratten signifikant gegeniiber NaCl-
Kontrolltieren vermindert ist (unverdffentlichte Daten von T. Tokay, Oscar Langendorff
Institut fiir Physiologie).

Diese Untersuchungen stiitzen die Hypothese, dass Antikorper, die an intrazelluldren
Strukturen binden, einem in der Art und Weise =zurzeit noch unbekannten
Aufnahmemechanismus in die Zellen unterliegen konnten und somit die Funktionsfdhigkeit
des NMDA-Rezeptors moglicherweise nachhaltig einengen. Die Kldrung dieses
Aufnahmemechanismus ist zumindest unter klinischen Aspekten eine interessante
Fragestellung, besonders seit Autoimmunenzephalitiden bekannt sind, die eine Assoziation
mit einem Antikorper gegen die Glutamatdecarboxylase (GAD-Antikorper) zeigen. Denn
GAD-Antikorper sind als zytoplasmatische Enzyme de facto intrazelluldre Strukturen und es
ist bisher unklar, wie diese Antikdrper ihre Zielstrukturen erreichen (Bien & Scheffer 2011).
Bei der weiteren Interpretation muss allerdings beachtet werden, dass die immunogene
Spezifitit des eingesetzten Antikorpers nicht Gegenstand dieser Arbeit war und daher nicht
generell ausgeschlossen werden kann, dass durchaus eine Kreuzreaktivitit des Antikorpers

gegen eine extrazelluldre Zellstruktur vorliegen konnte.
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4.2.2 Einfluss des bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis nachweisbaren

Autoantikorpers

Der Einfluss des bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis nachweisbaren Autoantikorpers wurde
bisher in vielen Studien untersucht (u. a. Dalmau et al. 2008; Priiss et al. 2012; Gleichman et
al. 2012); in zwei Veroffentlichungen jedoch widmeten sich die Autoren besonders den
elektrophysiologischen Verdnderungen, die letztendlich Folge der Auswirkungen auf die
NMDAR-Funktion sind (Hughes et al. 2010; Zhang et al. 2012). Der wichtige Unterschied
zwischen diesen beiden und der vorliegenden Arbeit liegt in der Wahl der in vivo-

Applikationsart des Autoantikdrpers bzw. des Tiermodells, wie bereits in Kap. 4.1 diskutiert.

Die Haupterkenntnis der in dieser Arbeit durchgefiihrten elektrophysiologischen
Untersuchungen ist die signifikante Minderung der NMDAR-abhingigen Funktion der
Generierung von EPSPs durch den Autoantikorper bei in vivo-Applikation gegeniiber den
Kontrollgruppen. In der Konsequenz ist fiir die Ausbildung von Aktionspotenzialen bei
Stimulation iiber den Tractus perforans eine deutlich hohere Stimulationsstirke von Noten als
bei den Kontrollgruppen. Ein gewisses Defizit kann jedoch in dem Faktum gesehen werden,
dass eine Auswertung des stimulierten Anteils des Tractus perforans sowohl wegen der
mangelnden Datenlage als auch aufgrund der hiufigen Uberschwelligkeit der Versuchszellen
nicht belastbar durchfiihrbar war. Die schlechte Datenlage begriindet sich durch die Tatsache,
dass stets mit der Stimulation im Einzelpulsverfahren begonnen wurde und lediglich zu
Beginn eine Probestimulation mit SOpA im Doppelpulsverfahren erfolgte. Dieses Vorgehen
lieferte einen ersten Eindruck des stimulierten Anteils des Fasertraktes, der retrospektiv
allerdings nicht ausreichend ist. Die nach der Einzelstimulation erhobenen Daten der
Doppelpulsstimulation waren in Anbetracht der wéahrend der Einzelstimulation teilweise
erreichten Stimulationsstdarken haufig nicht von hoher Qualitit, sodass eine Auswertung nicht
sinnvoll erschien bzw. hdufig nicht moglich war. Das Problem, das durch die Ausbildung von
Aktionspotenzialen entstand, hétte durch die Blockade der spannungsaktivierten
Natriumkanéle mit Tetrodotoxin (TTX) (Savio-Galimberti, Gollob & Darbar 2012) und die
resultierende Unterbindung von Aktionspotenzialen aufgrund des fehlenden Einstroms von
Natriumionen in die Zelle (Hodgkin & Huxley 1952) behoben werden konnen. Allerdings
wire die gemachte Beobachtung der Schwellenunterschiede dann unmoglich gewesen. Es ist
bekannt, dass das zweite EPSP bei einer Doppelpulsstimulation in Abhéngigkeit des
stimulierten Anteils des Tractus perforans unterschiedlich ausfillt (McNaughton 1980), siche
dazu auch Kap. 2.2.5.3, Abbildung 2-10. Aber obwohl ein NMDAR-abhingiges EPSP bei

Stimulation des lateralen Anteils des Tractus perforans zeitweise in Frage gestellt wurde
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(Dahl, Burgard & Sarvey 1990), konnte eine NMDAR-abhingige Komponente bei beiden
Anteilen des Fasertraktes nachgewiesen werden (Colino & Malenka 1993); {iber Unterschiede
in der Amplitude dieser Komponente wurde jedoch nicht berichtet. Eine relevante
Abweichung fiir das EPSP nach dem ersten Stimulus bei Reizung iiber den medialen oder den

lateralen Tractus perforans ist daher als fraglich anzusehen.

Um die bereits erwidhnten Schwellenunterschiede letztendlich werten zu konnen, ist es
zusiétzlich zwingend notwendig zu priifen, ob die Ursache fiir die Abweichung nicht evtl. in
den vorher genannten spannungsaktivierten Natriumkandlen oder eben in einer anderen
zelluldren Struktur zu suchen ist. Zur Klarung ist die Betrachtung des Entladungsverhaltens
der einzelnen Versuchsgruppen sinnvoll. Da es hier jedoch keinen signifikanten Unterschied
gibt, ist davon auszugehen, dass die Schwellenunterschiede wursdchlich durch die
Funktionsminderung des NMDA-Rezeptors durch den Autoantikdrper zu erkldren sind.
Ergidnzend sei noch erwéhnt, dass sich bei den Versuchen mit dem Anti-NR1-Antikdrper ein
dhnliches Ergebnis abzeichnete. Die Unterschiede deuten hier zwar nur einen Trend an, aber
es ist eine Parallelitit in der Art erkennbar, dass auch die Zellen der Anti-NR1-Gruppe bis zu

einer Stimulationsstirke von 150pA keine Uberschwelligkeit zeigten.

Nach der vorangegangenen Betrachtung der Giite der Ergebnisse sei zundchst kurz
wiederholend erwihnt, dass weitere Untersuchungen aus dem Oscar Langendorff Institut fiir
Physiologie ebenfalls einen einschrinkenden Einfluss auf die Funktion des NMDA-Rezeptors
in vitro und in vivo belegen konnten. So ist die LTP, getestet an medialen Tractus perforans —
Kornerzell — Synapsen, bei Tieren, die mit dem Liquor von Patienten mit Anti-NMDAR-
Enzephalitis behandelt wurden, signifikant reduziert; ebenso ist der Lernerfolg von
entsprechend behandelten Tieren bei Verhaltensexperimenten mit dem Morris Water Maze
fiir Hippocampus-spezifisches Lernen gegeniiber Kontrolltieren signifikant gemindert
(unveroffentlichte Daten von M. Kersten und T. Tokay, Oscar Langendorff Institut fiir
Physiologie).

In Anbetracht dieser Erkenntnisse stellt sich die Frage, welcher Mechanismus hinter der oben
beschriebenen Wirkung des Autoantikorpers auf die Funktion des NMDA-Rezeptors stehen

konnte.

Zur Klirung dieser Frage konnte bereits beschrieben werden, dass eine eintdgige Behandlung
mit dem Liquor von Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis in einer hippocampalen
Zellkultur die Dichte der NMDA-Rezeptoren auf der Oberfliche der postsynaptischen
Zellmembran Titer-abhéngig zu reduzieren vermag (Hughes ef al. 2010). In der gleichen

Arbeit zeigte die Arbeitsgruppe im iibrigen auch, dass bei der o. g. Behandlung der Zellen
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auch der NMDA -abhéngige EPSC gegeniiber Kontrollen signifikant reduziert war. Der Effekt
auf die Dichte der NMDA-Rezeptoren war innerhalb von vier Tagen nach Entfernung der
Anti-NMDAR-Antikorper aus dem Kulturmedium interessanterweise voll reversibel. Die
Schlussfolgerung der Autoren fiir dieses Ergebnis ist das Vorliegen eines
Internalisierungsmechanismus mit einer sich moglicherweise anschlieBenden Degradierung

des NMDA-Rezeptors, der durch die Bindung des Autoantikdrpers vermittelt wird.

Im Vergleich hierzu warfen Versuche an Hippocampusschnitten der Maus, die einer
fiinfmintitigen Kurzzeitbehandlung mit Liquor von Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis
unterzogen wurden, die Vermutung nach einem kurzfristigen inhibierenden Effekt der
Autoantikérper auf (Zhang et al. 2012). Im Detail wurde die LTP an der Schaffer-
Kollateralen-CA1-Synapse untersucht, nachdem fiinf Minuten vor Durchfiihrung der (die
LTP-auslosende) Theta-burst-Stimulation (TBS) mit dem Einwasch von Liquor von Patienten
mit Anti-NMDAR-Enzephalitis begonnen wurde. Direkt im Anschluss an die TBS wurde der
eingesetzte Liquor mit ACSF ausgewaschen. Im Ergebnis zeigte sich eine signifikante

Minderung der NMDAR-abhéngige LTP gegeniiber Kontrollversuchen.

Im Hinblick auf den zugrunde liegenden Mechanismus ist es daher durchaus moglich, dass
die o. g. in vitro-Effekte Folge einer Internalisierung und Degradierung des NMDA-Rezeptors
sein konnen, da diese Prozesse innerhalb von Minuten bis hin zu Stunden ablaufen
(Collingridge, Isaac & Wang 2004; Hayashi, Thomas & Huganir 2009). Die Ergebnisse dieser
Arbeit deuten jedoch darauf hin, dass die Effekte in vivo moglicherweise ldnger anhaltend
sind. Bekriftigt wird dies (1) durch die ldngere Wartezeit zwischen der Injektion des Liquors
und der Durchfiihrung der Versuche bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis-Gruppe (5 = 3,3
Tage bei einer Spannweite von 2 bis 10 Tagen) und (2) durch die Erkenntnisse aus o. g.
Verhaltensexperimenten bei denen die Auswirkungen nach der operativen Injektion fiir
mindestens zehn Tage nachweisbar waren (unverdffentlichte Daten von M. Kersten, Oscar
Langendorff Institut fiir Physiologie). Hieraus ergibt sich die Hypothese, dass die Bindung
des Autoantikdrpers an den NMDA-Rezeptor bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis neben
kurzfristigen auch langerfristige Effekte zur Folge haben konnte. Urséchlich denkbar und
sicherlich weiter untersucht werden sollten beispielsweise Anderungen in der Transkription

der entsprechenden Gene.
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4.3 NMDAR-Funktion und Symptome der Anti-NMDAR-Enzephalitis

Ein wissenschaftlich interessanter Punkt ist der Zusammenhang zwischen der NMDAR-
Funktion und den bei der Anti-NMDAR-Enzephalitis auftretenden Symptomen, wobei hier
besonders die Parallelen einer Funktionseinschrankung des NMDA-Rezeptors zu anderen

Krankheitsbildern und die auftretenden Gedachtnisstorungen im Fokus stehen sollen.

In diversen tierexperimentellen Studien wurden die Auswirkungen einer pharmakologischen
Blockade bzw. einer genetischen Reduktion des NMDA-Rezeptors bereits untersucht (u. a.
Morris et al. 1986, 1989; Sakimura ef al. 1995; Chen & Tonegawa 1997; Mohn et al. 1999).
Hierbei entwickelten die Tiere teilweise ganz dhnliche Symptome, wie sie sich auch bei der
Anti-NMDAR-Enzephalitis manifestieren (sieche hierzu auch Kap. 1.1.1 Abbildung 1-2). Die
Reversibilitit der Symptome dieser Erkrankung beim Menschen im Zusammenhang mit dem
Abfall des Autoantikdrpertiters im Liquor bzw. Serum der Patienten konnte bereits
beschrieben werden (u.a. lizuka et al. 2008; Dalmau et al. 2008). Sie unterstiitzt die
Hypothese, dass es sich ursdchlich um eine reversible und Titer-abhingige Minderung der
Dichte von NMDA-Rezeptoren an postsynaptischen Dendriten handeln kdnnte (Dalmau et al.
2008). Eine weitere Besonderheit ist in der Tatsache zu sehen, dass der Riickgang der
Symptome bei den Patienten in der entgegengesetzten Reihenfolge wie das Auftreten erfolgt
(Dalmau et al. 2011). Lediglich die auftretende Amnesie — teilweise fiir den gesamten
Krankheitsprozess — iiberdauert den Titerabfall des Autoantikdrpers und ist meist sogar

irreversibel (Dalmau et al. 2008).

Der oben kurz beschriebene Krankheitsverlauf bei den Patienten steht zwar einerseits im
Konsens mit der von Hughes wund Kollegen aufgestellten Hypothese zur
Funktionseinschrainkung des NMDA-Rezeptors durch kurzfristige Internalisierung und sich
moglicherweise anschlieBender Degradierung durch den Autoantikdrper (Hughes ef al. 2010);
andererseits lassen sich aber auch langerfristige Mechanismen, wie sie im Kap. 4.2.2 geduflert
werden, nicht ausschliefen. Gleichwohl bleibt die Frage, in welchem MaB die Einschrankung
der NMDAR-Funktion durch den Autoantikdrper, wie sie in dieser und anderen Arbeiten
(Hughes et al. 2010; Zhang et al. 2012) beschrieben wird, iiberhaupt im Zusammenhang mit
der Auspriagung der beschriebenen Symptome steht, wobei die o. g. strenge Korrelation mit

dem Titer bereits erste Hinweise hierfiir liefert.
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4.3.1 Parallelen zu anderen Erkrankungen

Bei einigen hiiufigen neurologischen Erkrankungen ist eine NMDAR-Uberexpression oder
zumindest ein Uberwiegen der Funktion des NMDA-Rezeptors ursichlich an der Pathogenese
beteiligt (fiir eine Ubersicht siehe Kemp & McKernan 2002). Hiufig liegt die Ursache in einer
durch einen vermehrten Ca*'-Influx in die Zellen ausgelosten Exzitotoxizitdt (Olney 1978;
Lipton & Rosenberg 1994). Jedoch ist auch eine NMDAR-Unterfunktion als Grund fiir einige
neuropsychiatrische Krankheitsbilder in der Diskussion, im Besonderen fiir die Schizophrenie

(Tsai & Coyle 2002) und neuerdings auch fiir Formen des Autismus (Gandal ez al. 2012).

Der Verdacht, dass eine NMDAR-Unterfunktion an der Ausbildung einer Schizophrenie
beteiligt sein konnte, entstand durch Studien mit nicht-kompetitiven NMDAR-Antagonisten
(Phencyclidin, Ketamin, MK801). Durch Applikation der NMDAR-Antagonisten kdnnen
beim Menschen Symptome ausgelost werden, die den Negativ- (z. B. Affektverflachung,
soziale Inkompetenz aber auch kognitive Stérungen wie Minderung der Gedéchtnisfunktion)
und Positivsymptomen (z. B. Halluzinationen, Wahn sowie Ich-Stérungen) einer
Schizophrenie sehr stark dhneln (u. a. Krystal ef al. 1994, 1999, 2000; Weiner et al. 2000). In
diesem Zusammenhang konnten auch Bewegungsstorungen beobachtet werden (Marco &

Joshi 1992).

Durch diese Erkenntnisse wird deutlich, dass sich durch eine nicht-kompetitive Blockade des
NMDA-Rezeptors und damit durch die pharmakologische Induktion einer
Rezeptorunterfunktion ein Symptombild erzielen ldsst, das dem der Anti-NMDAR-
Enzephalitis sehr stark dhnelt. Unter weiterer Beriicksichtigung der Tatsache, dass durch die
Antagonisierung ebenfalls eine autonome Instabilitit — wie sie auch bei der Anti-NMDAR-
Enzephalitis beschrieben wird (Dalmau et al. 2011) — hervorgerufen werden kann (McCarron
et al. 1981), wird ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen der Funktionseinschrinkung des
NMDA-Rezeptors und dem Krankheitsverlauf der Anti-NMDAR-Enzephalitis noch

wahrscheinlicher.
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4.3.2 NMDAR-Funktion und Gedéchtnisstorungen

In der Einleitung dieser Arbeit wurde bereits auf die substantielle Bedeutung der
Hippocampusformation und des NMDA-Rezeptors fiir die Funktionen Lernen und Gedéachtnis
hingewiesen (sieche Kap. 1.2.3). Daher ist es naheliegend, abschliefend die Auswirkungen der
— durch die in dieser Arbeit festgestellte — Funktionsminderung des NMDA-Rezeptors im
Hinblick auf die Lern- und Gedéchtnisfunktionsstorung, die bei der Anti-NMDAR-
Enzephalitis regelhaft auftritt (u. a. Dalmau et al. 2008, 2011), zu erortern.

In der Literatur konnte schon mehrfach gezeigt werden, welche Bedeutung der NMDA-
Rezeptor im Hippocampus fiir Lern- und Gedichtnisprozesse hat. So lieferte eine
tierexperimentelle Studie die Erkenntnis, dass durch den NMDAR-Antagonisten AP5 eine
selektive Beeintrachtigung sowohl von Lernprozessen als auch eine Blockade der LTP
moglich ist (Morris et al. 1986). Weitere Untersuchungen unterstrichen die Mallgabe eines
funktionsfdhigen NMDA-Rezeptors fiir die Entwicklung einer LTP zusétzlich (u. a. Artola &
Singer 1987; Sakimura et al. 1995). Durch gezielte molekulargenetische Modifikationen
wurden letztendlich NMDAR-Knock-out-Tiere geziichtet, bei denen der NMDA-Rezeptor
speziell in bestimmten Hirnregionen funktionslos gemacht bzw. eine Unterfunktion erzeugt
werden konnte. So bewirkt z. B. ein Knock-out des NMDA-Rezeptors im Bereich des CA1l-
Sektors u. a. ein Defizit des rdumlichen Arbeitsgedédchtnisses (Sakimura ef al. 1995; McHugh
et al. 1996; Tonegawa et al. 1996; Tsien, Huerta & Tonegawa 1996). In weiteren Knock-Out-
Studien — auch im Bereich des CA1-Sektors — konnte zusétzlich eine Verschlechterung der
Merkfahigkeit (Huerta et al. 2000) bzw. der Konsolidierung von Informationen aus dem
Kurzzeit- in das Langzeitgedichtnis (Shimizu et al. 2000) nachgewiesen werden. Dariiber
hinausgehend konnte die Erfordernis des NMDA-Rezeptors im CA3-Sektor des Hippocampus

fiir den Informationsabruf im Tiermodell geklart werden (Nakazawa et al. 2002).

Die Bedeutung des NMDA-Rezeptors in Kornerzellen des Gyrus dentatus ist ebenfalls
Gegenstand der Forschung. Untersuchungen an einem Knock-Out-Mausmodell, dem das Gen
fiir die NR1-Untereinheit in den Kornerzellen fehlt, zeigten die Relevanz dieses ionotropen
Glutamatrezeptors fiir die Generierung gezielter Erinnerungen und die Differenzierung dieser
von bereits zuvor erlernten dhnlichen Zusammenhéngen (pattern separation) (McHugh et al.
2007). Auch eine Minderung der LTP und des rdumlichen Arbeitsgedidchtnisses — wie bereits
fir den CAIl-Sektor beschrieben — konnte in einem &hnlichen Mausmodell fiir die

Kornerzellen nachgewiesen werden (Niewoehner et al. 2007).

Bei Beriicksichtigung der vorgenannten Daten ist es als sehr wahrscheinlich anzusehen, dass

eine Unterfunktion des NMDA-Rezeptors, deren Vorliegen bei der Anti-NMDAR-
70



DISKUSSION

Enzephalitis u. a. anhand der Ergebnisse dieser Arbeit sehr plausibel ist, einen groBen Anteil
an der Pathophysiologie der Amnesie bzw. der iiber den Krankheitsprozess hinausgehenden
Storungen des Gedéchtnisses hat. In einer aktuellen Studie von Finke und Kollegen wurde in
diesem Zusammenhang das neurophysiologische Langzeitergebnis von neun Patienten
untersucht (Finke ef al. 2012). Der darin gefiihrte Nachweis, dass bei acht Patienten
persistierende kognitive Defizite (u.a. im Bereich Aufmerksamkeit, Arbeitsgedichtnis,
Exekutivfunktionen) vorlagen, obwohl die Patienten als geheilt gelten — nur bei zwei der neun
Patienten waren noch Anti-NMDAR-Autoantikorper nachweisbar — und bereits teilweise ihr
normales Berufsleben wieder aufgenommen haben, deutet zusétzlich (1) auf eine
Beeinflussung der NMDAR-abhingigen synaptischen Plastizitit und (2) auf mogliche
Langzeiteffekte des Autoantikorpers hin, wie bereits in Kap. 4.2.2 gemutmalft.

4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass das Tiermodell der Anti-NMDAR-Enzephalitis,
das im Rahmen dieser Arbeit mitentwickelt wurde, geeignet ist, um bei den verwendeten
Tieren den Phédnotyp der Gedichtnisstorungen abzubilden (unverdffentlichte Daten von M.
Kersten, Oscar Langendorff Institut fiir Physiologie). Dariiber hinausgehend konnte eine
Funktionsminderung des NMDA-Rezeptors sowohl durch den kommerziellen Anti-NR1-
Antikorper als auch durch den Autoantikdrper gegen den NMDA-Rezeptor, wie er bei der
Anti-NMDAR-Enzephalitis nachgewiesen werden kann, gegeniiber Kontrollexperimenten
demonstriert werden. Bei den Versuchen mit dem Autoantikdrper konnte erginzend gezeigt
werden, dass die Schwelle zur Evozierung von Aktionspotenzialen gegeniiber
Kontrollversuchen signifikant hoher liegt. Diese Daten machen eine pathophysiologische

Relevanz des Autoantikdrpers auf den NMDA-Rezeptor in vivo sehr wahrscheinlich.

Kiinftige Studien konnten zum Ziel haben, dass Tiermodell der Anti-NMDAR-Enzephalitis in
der Art weiterzuentwickeln, dass auch epileptische Anfille nachgewiesen und weiter
untersucht werden konnen. Hierzu erscheinen auch dauerhafte EEG-Ableitungen bei den
behandelten Ratten sinnvoll. Ein weiterer Fokus konnte auf Versuchen mit unterschiedlichen
Titerstufen des Autoantikdrpers sowie auf Versuchen mit einer lingeren Wartezeit zwischen
der Operation der Tiere und der Datenerhebung liegen. Hierdurch konnten eine Titer-
abhingige Funktionsminderung des NMDA-Rezeptors und iiberdies auch Langzeiteffekte

besser beurteilt werden.
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S Zusammenfassung

Die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist als autoimmune Enzephalitis eine in ihrer
Haufigkeit unterschitzte und mittlerweile zunehmend diagnostizierte Unterform der
limbischen Enzephalitis. Kennzeichen sind epileptische Anfille, Storungen des Gedichtnisses
sowie psychiatrische Symptome wie Manie oder Paranoia. Betroffen sind oft junge Frauen bei
denen in einer groflen Zahl ein ovarielles Teratom nachweisbar ist. Dennoch sind zurzeit die
funktionellen Konsequenzen der Autoantikdrper gegen den NMDA-Rezeptor, die bei diesen

Patienten im Liquor nachgewiesen werden konnen, noch nicht sehr gut verstanden.

Um die pathophysiologische Relevanz dieser Autoantikdrper néher zu beleuchten, wurde fiir
diese Arbeit Liquor von Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis bzw. ein
kommerzieller Anti-NRI1-Antikorper stereotaktisch in den Gyrus dentatus von adulten
weiblichen Ratten injiziert. Als Kontrollen dienten Liquores von Patienten mit einem
Gangliogliom bzw. mit posttraumatischer Epilepsie ohne nachweisbaren Autoantikdrpertiter

oder Natriumchlorid.

Intrazelluldre Messungen der Kornerzellen des Gyrus dentatus zeigten nach Stimulation des
Tractus perforans eine signifikante Reduktion der NMDA-Rezeptor-abhingigen
exzitatorischen postsynaptischen Potenziale bei Ratten, die mit dem Liquor der Anti-NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis-Patienten behandelt wurden. Als logische Konsequenz war die
Fahigkeit der Zellen Aktionspotenziale auszuprigen signifikant eingeschrinkt und es wurden
deutlich hohere Stimulationsstdrken als bei den Kontrollversuchen benétigt. Die Evozierung
von Aktionspotenzialen bei Strominjektion in die Zelle war gegeniiber den Kontrollen jedoch

unbeeinflusst.

Die Ergebnisse der Arbeit legen nahe, dass die NMDA-Rezeptor-Funktion bei in vivo-
Applikation des Autoantikorpers, der gegen die extrazelluldre N-terminale Doméne der NR1-
Untereinheit des Rezeptors gerichtet ist, deutlich eingeschriankt ist. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass der Autoantikorper zumindest an der Ausprigung der
Gedachtnisstorungen ursichlich beteiligt ist, da Prozesse wie die Langzeitpotenzierung als

Teil der synaptischen Plastizitét eingeschrinkt sein konnten.
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6 Thesen

1)

2)

3)

4)

5.)

6.)

7)

8.)

Die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist eine Erkrankung mit unterschitzter
Haufigkeit, die durch epileptische Anfélle, Gedichtnisstorungen und psychiatrische
Symptome gekennzeichnet ist.

Der im Patientenliquor nachgewiesene IgG-Antikdrper bindet an die extrazelluldre
N-terminale Domine der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors, wobei sich eine
besonders hohe Anreicherung im Hippocampus zeigt.

Im Hippocampus erfiillt der NMDA-Rezeptor eine entscheidende Aufgabe im
Rahmen der synaptischen Plastizitdt und hat damit eine herausragende Bedeutung
fiir Lernprozesse.

Der Einsatz von elektrophysiologischen, intrazelluldren Zellmessungen nach
intrazerebraler, stereotaktischer Injektion eines kommerziellen Anti-NRI-
Antikorpers und von Liquor eines Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis in den Gyrus dentatus des Hippocampus der Ratte im Vergleich mit
Kontrollsubstanzen ist die Methode der Wahl, um eine pathophysiologische
Relevanz nach in vivo Applikation des Anti-NMDAR-Antikorpers zu klédren.

Die Kornerzellen des Gyrus dentatus sowie eine Stimulation liber den Tractus
perforans sind geeignet, um in diesem Tiermodell exzitatorische postsynaptische
Potenziale zu bestimmen.

Es besteht ein signifikanter Unterschied (p-Wert < 0,05, KS-Test) zwischen dem
NMDA-Rezeptor-abhidngigen exzitatorischen postsynaptischen Potenzial unter
Einsatz des kommerziellen Anti-NR1-Antikorpers gegeniiber der Kontrollsubstanz
Natriumchlorid.

Bei Anwendung des Liquors eines Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis gegeniiber den Kontrollliquores ohne nachweisbaren Titer des o. g.
Antikdrpers ist der Unterschied ebenfalls signifikant (p-Wert < 0,05, KS-Test).

Die Schwelle zur Ausbildung von Aktionspotenzialen bei den Zellen der Anti-
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis-Gruppe  wird erst bei signifikant hoéheren
Stimulationsstirken (p-Wert < 0,05, KS-Test) als bei den Zellen der

Kontrollgruppen erreicht.
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9.)

10.)

11.)

12))

Das verwendete Tiermodell ist unter Beriicksichtigung der erhobenen Daten in
dieser Arbeit sowie weiterer Daten aus dem Oscar Langendorff Institut fiir
Physiologie geeignet die Geddchtnisstorungen der Anti-NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis addquat abzubilden.

Die NMDA-Rezeptor-Funktion ist bei in vivo Applikation des Autoantikdrpers
deutlich eingeschrinkt, sodass davon auszugehen ist, dass der Autoantikdrper von
pathophysiologischer Bedeutung fiir die Stérung des Gedichtnisses der Patienten
ist.

Der Mechanismus der Autoantikorperwirkung ist weiterhin nicht vollstindig
geklart, aber neben kurzzeitigen sind auch langzeitige Effekte, wie z. B. die
Modifikation der Gentranskription, anzunehmen.

Weitere Untersuchungen z. B. mit Liquores unterschiedlicher Titerstufen oder einer
verldngerten Wartezeit zwischen Injektion und Versuchen sind sinnvoll, um (1)

einen Dosis-Wirkungs-Effekt und (2) eine mogliche Reversibilitdt nachzuweisen.
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7 Anhang

7.1 Einstellung des Pipettenziehgeriites (P-97)

Tab. 9: Protokolle des Pipettenziehgerites (P-97)

RAMP-Wert Heat Pull Strength Velocity Time
502 508 150 90 250
514 505 150 100 250
519 515 160 95 250
525 531 145 90 230
529 535 150 100 245
532 538 150 90 220
550 554 145 90 220
7.2 Protokolle zur Bestimmung der Membraneigenschaften

Tab. 10: Protokolle zur Bestimmung der Membraneigenschaften

Protokoll depolarisierende StSpSp hyperpolarisierende StSpSp
Initiale Stromstirke OnA OnA
Dauer des Strompulses 350ms 350ms
Abstand zwischen der Ss 5s
Erhohung des Strompulses

Verinderung nach dem +0,InA -0,InA
Strompuls

Maximale Stromstiirke +1,4nA -1,4nA
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7.3 Protokoll fiir die Durchfiihrung von Input-Output-Kurven

Tab. 11: Protokoll der Input-Output-Kurven

Protokoll Einzelimpuls Doppelimpuls
Initiale Stromstirke OpA OpA
Abstand zwischen der 30s 30s
Erhohung des Strompulses

Verianderung nach dem +10pA +10pA
Strompuls

Maximale Stromstiirke 150pA (200pA) 150pA (200pnA)
Anzahl der Stimuli 1 2
Interstimulationsintervall --- 40ms
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