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Abstrakt

1. Abstrakt:

In den letzten Jahren sind neben den klassischen paraneoplastischen Syndromen mit
neuronaler Prasentation vermehrt die Autoantikdrperenzephalitiden in den Fokus der
Forschung geruckt. Diese Krankheitsbilder sind nicht unbedingt mit einer neoplastischen
Erkrankung vergesellschaftet und durch immunsuppressive Strategien therapierbar. Der
Entdeckung der haufigsten Form von Autoantikorperenzephalitis, der anti-NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis, folgen bis heute zahlreiche Entdeckungen weiterer antineuronaler
Antikorper. So nahm unsere Arbeitsgruppe nach dem Nachweis von IgA-AntikGrpern
gegen das neuronale Protein Synapsin bei einem Patienten mit dem klinischen Bild einer
limbischen Enzephalitis ohne maligne Grunderkrankung die Untersuchung einer Kohorte
mit breit gefacherten neurologisch-psychiatrischen Diagnosen auf das Vorliegen von anti-
Synapsin-Antikorpern vor. Bei einem Teil dieser Patienten konnten anti-Synapsin-
Antikorper, allerdings vom IgG-Typ, nachgewiesen werden. Die Antikdrper von achtzehn
Patienten werden in der vorliegenden Arbeit in Zell-basierten Assays hinsichtlich ihrer
Epitopspezifitat charakterisiert. Das Protein Synapsin besteht aus abgegrenzten
Untereinheiten mit verschiedenen Strukturen und Funktionen. HEK-Zellen wurden mit
diesen Untereinheiten transfiziert und die in Seren der Patienten enthaltenen Antikorper
auf Reaktivitat mit den einzelnen Untereinheiten Uberpruft. Dabei zeigte sich kein
einheitliches Bild, es scheinen aber praferentiell zwei Doméanen, die A-Domane und die
D-Domane, als antigene Epitope zu wirken. Die Antikorper gehdren nicht alle der gleichen
lgG-Subklasse an, sind aber in der Mehrheit der Falle vom vergleichsweise selten
vorkommenden IgGs Typ. Daruberhinaus wurden Liquores von Patienten mit
beginnenden Demenzen unterschiedlicher Atiologie auf das Vorliegen von anti-Synapsin-
Antikorpern Uberpruft. In 4% der Falle konnten im Western-Blot-Verfahren mit Synapsin-
Knock-Out Kontrolle IgA-Antikorper gegen Synapsin nachgewiesen werden. Mangels
einer ausreichenden Anzahl an Kontrollen kann Uber die statistische Signifikanz dieser
Entdeckung gegenwartig noch keine Aussage gemacht werden. Es bleibt mittels
funktioneller Studien zu untersuchen, in wie weit die Antikorper der untersuchten
Patienten eine pathogenetische Relevanz haben bzw. in wie weit es sich lediglich um ein

Epiphanomen handelt.
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1.2 Abstract

The recently discovered autoantibody encephalitides have moved more and more into
the focus of scientific research. In contrast to the long known paraneoplastic syndromes
with neurological presentation, the autoantibody encephalitides are not necessarily
associated with a neoplastic condition and respond to treatment with immune suppressive
strategies. After the discovery of the most common form of autoantibody encephalitis, the
NMDA receptor encephalitis, many other types of autoantibodies against neuronal
antigens were found and the search for new entities in this field continues to the day. A
few years ago, in serum and CSF of a patient with the clinical picture of limbic encephalitis
in the absence of neoplastic disease, IgA-anitbodies against the neuronal protein
Synapsin were found. This led to the examination of a group of patients with a broad
spectrum of neurological and/or psychiatric diseases for the presence of antibodies
against this protein in the serum. A part of this group tested positive for said antibodies,
this time of the IgG-type. The protein synapsin consists of different subunits, each of them
having their own structure and function. In the paper at hand, the anti-Synapsin-
autoantibodies of eighteen patients are characterized concerning their epitope specifity.
This is done by transfecting HEK-cells with the different subunits and testing the sera of
the patients for reactivity against the fractions. The results showed that, though different
domains were antigenic for different patients, a preference for the A-domain and the D-
domain exists. Likewise, the antibodies from different patients don’t belong to the same
lgG-subtype, but antibodies of the IgGs type were clearly most frequently found.
Additionally, CSF samples from patients diagnosed with early forms of different kinds of
dementia were examined for the presence of anti-Synapsin-antibodies. In 4% of cases,
antibodies could be detected by Western blotting with synapsin-knock-out controls. Due
to a limited number of control CSFs and therefore lacking statistical significance, a valid
conclusion cannot yet be drawn. Concerning the pathological relevance of the here
presented findings, further research, particularly regarding the functional effects of the

found antibodies, remains to be done.
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2. Einleitunq

2.1 Autoantikorperenzephalitiden

Der vermehrte Nachweis einer autoimmun-vermittelten Pathogenese unterschiedlicher
neurologischer oder psychiatrischer Erkrankungen in den letzten Jahren, zusammen mit
dem damit einhergehenden teilweise paradigmatischen Wandel der Therapiestrategien,
bildet ein gleichermalien hochdynamisches wie spannendes Forschungsfeld ab. Dass es
grundsatzlich zu einer Immunantwort, die mit der Bildung von Antikorpern gegen
korpereigene neuronale Proteine einhergehen kommen kann, ist im Rahmen maligner
Grunderkrankungen schon seit Langem bekannt. Die aus dieser Immunantwort
resultierende Erkrankung wird als paraneoplastisches Syndrom bezeichnet. Zu diesen
paraneoplastischen Syndromen gehort das Krankheitsbild der limbischen Enzephalitis.
Wie der Name schon andeutet, handelt es sich hierbei um eine autoimmun vermittelte
Entzindung von Teilen des limbischen Systems. Insbesondere der Hippocampus ist hier
haufig betroffen. Der Schadigung von Strukturen des limbischen Systems entsprechend
prasentieren  sich  Patienten mit limbischer  Enzephalitis  klinisch ~ mit
Temporallappenanfallen, Kurzzeitgedachtnisstdrungen, rasch progredienter Demenz,
psychotisch-halluzinatorischen oder affektiven Storungen sowie Bewegungsstorungen.
Die Antikorper von Patienten mit paraneoplastischen Syndromen neurologischer Art sind
IgG-Antikorper und ihre Antigene intrazellulare Proteine und somit fur die Antikorper nicht
gut zuganglich. Die eigentliche Pathologie und der irreversible Zelluntergang im
Zielgewebe ist nach dem gegenwartigen Stand der Forschung am ehesten durch T-
Zellen vermittelt (Darnell and Posner, 2003). So sind bei manchen Tumorpatienten
onconeuronale Antikorper nachweisbar, ohne dass klinisch ein paraneoplastisches
Syndrom vorliegt (Monstad et al., 2009). Induziert man durch Immunisierung mit Hu-
Protein hohe Anti-Hu-Titer in Mausen, so fuhrt dies nicht zu Symptomen (Sillevis Smitt et
al., 1995). Andererseits kann man bei Patienten mit Anti-Hu Enzephalomyelitis Hu-
reaktive T-Zellen finden (Rousseau et al., 2005) und Hirn- und Nervengewebe von Anti-
Hu-Enzephalomyelitis Patienten sind T-Zell infiltriert (Dalmau et al., 1991; Voltz et al.,
1998). Die pathogenetische Vorstellung ist, dass im Tumorgewebe ebenfalls das
entsprechende neuronale Antigen enthalten ist, es bei Tumorwachstum vermehrt
exprimiert wird und eine Immunreaktion hervorruft (Darnell and Posner, 2003). Wie die

eigentlich bestehende Toleranz des Immunsystems gegen Proteine, die zum ,Selbst"



Einleitung

gehoren, im Kontext einer malignen Erkrankung Uberwunden wird, ist nicht geklart. Es ist
jedoch nicht notwendigerweise immer so, dass intrazellulare Antigene keine wirksamen
Zielstrukturen fur Antikdrper sein konnen. Bei der paraneoplastischen Variante des Stiff-
Person-Syndrom, bei dem es durch Stérung der GABAergen Neurotransmission zu einer
dauerhaften oder durch externe Stimuli getriggerten Erhohung des Muskeltonus kommt,
liegen haufig Antikorper gegen das mit synaptischen Vesikeln assoziierte Protein
Amphiphysin vor. Es konnte gezeigt werden, dass es zur Epitop-spezifischen
Internalisierung von Anti-Amphiphysin-Antikorpern kommt, wenn Amphiphysin in der
Zelle vorhanden ist und dass der Transfer von Anti-Amphiphysin-IgG bei Ratten sowohl
klinisch eine Erhdhung des Muskeltonus als auch eine Beeintrachtigung der
prasynaptischen GABAergen Inhibition zur Folge hat (Geis et al., 2010). In einer anderen
Studie wurden Anti-Yo Antikorper von zerebellaren Purkinje-Zellen aufgenommen und
induzierten darauf den Zelluntergang (Greenlee et al., 2010). Vor wenigen Jahren fuhrte
die Beschreibung einer Patientengruppe mit AntikOrpern gegen unterschiedliche
extrazellulare neuronale Antigene zur Entdeckung einer neuen Art von
Autoimmunenzephalitis (Ances et al., 2005). Diese Enzephalitiden mit AntikGrpern gegen
Neuropil-Proteine oder die extrazellularen Domanen synaptischer Proteine zeigen eine
wesentlich geringere Assoziation mit Tumorerkrankungen und konnen in nahezu jedem
Lebensalter auftreten (Armangue et al., 2012; Florance et al., 2009). Sie sprechen gut
auf eine immunsuppressive Therapie an (Lancaster et al., 2011) und fur die Formen, fur
die der Schadigungsmechanismus gezeigt werden konnte, waren die Antikdrper von
direkter pathogenetischer Bedeutung (Carvajal-Gonzalez et al., 2014; Lai et al., 2009;
Manto et al., 2010; Ohkawa et al., 2013; Petit-Pedrol et al., 2014). Es besteht haufig ein
Zusammenhang zwischen der physiologischen Funktion des Antigens und der klinischen
Prasentation der Autoimmunenzephalitis und in vielen Fallen lassen sich die Symptome
in genetisch manipulierten Knock-out-Modellorganismen reproduzieren. Der am
haufigsten vorkommende Typ ist die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis (Granerod et al.,
2010), bei der Antikorper gegen den N-terminalen extrazellular gelegenen Teil der
GLUN1 Untereinheit von NMDA-Rezeptoren gebildet werden (Dalmau et al., 2008).
Binden diese Antikorper, so kommt es zu einer Quervernetzung und Internalisierung der
Rezeptoren. Diese Veranderungen sind bei Sistieren der Antikdrperexposition reversibel
(Hughes et al., 2010). Bei der NMDAR-Enzephalitis scheint aulRerdem IgG nicht die
einzige relevante Immunglobulinklasse zu sein. Es wurden auch Patienten mit

Antikorpern vom IgA-Typus beschrieben, deren Antikorper in vitro zum Verlust
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synaptischer NMDA-Rezeptoren und zur Abschwachung postsynaptischer Strome fuhrte
(Pruss et al., 2012). Weitere Beispiele fur spontan auftretende Autoimmunenzephalitiden
sind die Anti-AMPA-Rezeptor-Enzephalitis, Anti-Caspr2- und Anti-LGl1-Enzephalitis —
letzteres ist ein nach extrazellular sezerniertes Protein — Anti-GABAD-
Rezeptorenzephalitis und die Anti-DPPX-Enzephalitis. Insgesamt ist die Forschung auf
dem Feld der Autoimmunenzephalitiden hochaktuell und dem Repertoire an bekannten
Antikorpern werden stetig neue hinzugeflugt (Leypoldt et al., 2015).

2.1.1 Beschreibung des Indexpatienten fur anti-Synapsin Autoantikorper und Pravalenz

der Antikbrper

Vor wenigen Jahren beschrieb unsere Arbeitsgruppe den Fall eines 69-jahrigen
mannlichen Patienten mit limbischer Enzephalitis ohne Vorliegen bekannter neuronaler
Antikorper, (Piepgras et al., 2015), jedoch mit auffallig hohem Immunglobulin-Titer im
Liquor (im Folgenden als Indexpatient bezeichnet). Der Indexpatient prasentierte sich mit
einem generalisierten epileptischen Anfall bei anamnestisch einem vorangegangenen
Anfall wenige Monate zuvor, Verwirrung, Desorientierung und einem Mild Cognitive
Impairment. Das MRT zeigte zunachst eine T2-Hyperintensitat im Bereich des linken
Hippocampus, im Verlauf entwickelte sich eine Hippocampusatrophie. Im EEG
imponierte frontozentral eine Verlangsamung mit einigen epileptiformen Entladungen und
im Liquor fand man eine leichte lymphozytare Pleozytose, eine leichte Proteinerhdhung
und oligoklonale IgG-Banden. Diese Befunde sind typisch fur das Vorliegen einer
Antikorper-assoziierten limbischen Enzephalitis. Ein weniger typischer Befund, aber wie
bereits angesprochen auch nicht ohne Prazedenzfall, war der Nachweis einer
ausgepragten intrathekalen Synthese von IgA. Eine Tumorsuche blieb ohne Ergebnis
und der Patient sprach auf die Therapie mit Rituximab, einem gegen den B-Zell-
Oberflachenmarker CD20 gerichteten Antikorper, an. Auch dies passt in das Bild einer
Autoantikrperenzephalitis, ahnlich der gegen neuronale Oberflachenproteine
gerichteten Enzephalitiden. Es folgte die nahere Charakterisierung der Antikorper des
Indexpatienten. Bei dem Antigen handelte es sich um ein Protein zwischen 70 und 100
kD Grolke, das in synaptischen Vesikeln anreichert. Untersuchungen mittels
Immunprazipitation und Massenspektometrie lieferten die Sequenzen fur Synapsin | und
Synapsin |Il. Die Reaktivitat der Patientenantikdrper sowohl vom IgA- als auch vom IgG-
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Typ mit Synapsin bestatigte sich im Western Blot mit Knock-out Kontrolle, in der
Immunfloureszenz mit transfizierten HEK-Zellen sowie im Hirnschnitt der Maus (Piepgras
et al., 2015). Nach der Erstbeschreibung eines Falls von limbischer Enzephalitis
assoziiert mit Anti-Synapsin-Antikorpern stellte sich die Frage nach der Pravalenz dieser
Antikorper. Fur eine erste Naherung wurden Seren von 375 Patienten aus Norwegen und
Deutschland mit unterschiedlichen neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen
sowie von 97 gesunden Kontrollen im Western Blot und in Zell-basierten Assays getestet.
Dabei waren 23 Patienten, jedoch keine der Kontrollen, positiv. Tumorerkrankungen
lagen bei 2 Patienten und andere neuronale Antikorper bei 8 Patienten vor (Holtje et al.,
2017). Es konnte bisher nicht festgestellt werden, dass die Antikorper klinisch mit einem
klar definierten Symptom oder gar Syndrom korrelieren. Wie bereits erwahnt, hangt die
klinische Prasentation von Autoimmunenzephalitiden haufig mit der physiologischen
Funktion der als Antigen wirkenden Strukturen zusammen. Vor diesem Hintergrund

erfolgt zunachst eine funktionelle Beschreibung der Synapsine.

2.2 Synapsine:

Synapsine  sind intrazellulare  Phosphoproteine, die in  prasynaptischen
Nervenendigungen des zentralen und des peripheren Nervensystems vorkommen (De
Camilli et al., 1979; Fried et al., 1982; De Camilli et al., 1983). Bei Saugetieren gibt es
drei Synapsin-Gene, die fur die Proteine Synapsin I-lll kodieren. Durch alternatives
Splicing entstehen weitere Isoformen: Synapsin la und Ib, Synapsin Ila und llb und
Synapsin llla-f (Porton et al., 1999; Sudhof et al., 1989). Die Grol3e der Synapsine liegt
im Bereich um 70-80 kDa, fur Synapsin la bei 86 kDa und fur Ib bei 80 kDa. Eine Synapsin
I-Expression auch in einigen nicht-neuronalen Zellen wie Osteoblasten und Beta-Zellen
des Pankreas wurde beschrieben, ist jedoch von geringer Relevanz (Bhangu et al., 2001;
Haycock et al., 1988; Matsumoto et al., 1999; Romano et al., 1987). Im ZNS findet sich
Synapsin fast ubiquitar, die einzelnen Isoformen werden aber differenziert exprimiert und
haben teils unterschiedliche und teils sogar komplementare Funktionen (Kielland et al.,
2006; Mandell et al., 1992; Matus-Leibovitch et al., 1997; Staple et al., 1997; Stone et al.,
1994; Zurmohle et al., 1996; Ullrich and Sudhof, 1995). Die Expression von Synapsin |
und Il beginnt in Kultur mit der Differenzierung von Progenitorzellen zu Neuronen und

erreicht ein Maximum wahrend der Synaptogenese (Lohmann et al., 1978). In Knock-out
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Situationen fur Synapsin | und |l erfolgt das neuronale Wachstum und die
Synapsenbildung in Kultur verlangsamt im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen, der
Ruckstand wird jedoch wieder aufgeholt (Chin et al., 1995). In Gehirnen von Syn | /-, Syn
Il - oder Syn I/l - Mausen findet man in der histologischen Analyse keine strukturellen
Aberrationen (Rosahl et al., 1993), sodass geschlussfolgert werden kann, dass Synapsin
| und Il fUr eine normale neuronale Entwicklung nicht unverzichtbar sind. Es gibt jedoch
Hinweise, die eine wichtige Funktion der Synapsine fur synaptische Feinregulation und
Plastizitat implizieren, auf die im Folgenden noch eingegangen wird. Synapsin Il wird im
Unterschied zu Synapsin | und Il zu einem frihen Zeitpunkt, wahrend der
Neuritenelongation stark exprimiert und ist in axonalen Wachstumskegeln und im
Zellkorper nachweisbar. Der Knock-out von Synapsin Il fuhrt zu einer Verbreiterung und
Verkurzung des Wachstumskegels (Ferreira et al., 2000). Im Gyrus dentatus des
Hippcampus adulter Mause fuhrt der Syn 11l Knock-out zu einer verminderten Proliferation
und einer verlangerten Lebensdauer von neuronalen Progenitorzellen (Kao et al., 2008).
Synapsin | ist das am langsten bekannte und am besten untersuchte Synapsin. Es liegt
in prasynaptischen Nervenendigungen mit synaptischen Vesikeln (SV) assoziiert vor
(Hirokawa et al., 1989), befindet sich aber vor allem im distal der aktiven Zone gelegenen
Reserve Pool synaptischer Vesikel und spielt an SVs in der Nahe der aktiven Zone, dem
Readily Releasable Pool (RPP) einigen Arbeiten zu Folge eine geringere Rolle (Kushner
et al., 2005; Pieribone et al., 1995). Synapsin | kann sowohl mit der phospholipidhaltigen
Membran von SVs als auch mit Elementen des Zytoskeletts wie Aktin, Brain-Spectrin
oder Mikrotubuli interagieren (Hirokawa et al., 1989) und aul’erdem Homo- oder
Heterodimere bilden. Dabei Uberlappen die Regionen fur die einzelnen Interaktionen
innerhalb des Proteins nicht, sodass Synapsin geeignet ist - entweder durch Bindung an
mehrere SVs oder an einzelne Vesikel in Kombination mit Dimerisierung - synaptische
Vesikel an Elementen des Zytoskeletts zu clustern (Font and Aubert-Foucher, 1989;
Hosaka and Sudhof, 1999) und so den RP vom RRP zu trennen, was ungewollte
Vesikelfusion oder Transmitterausschuttung zu verhindern hilft. AuRerdem kann
Synapsin ein stabiles Monolayer an der Grenze zwischen hydrophilen und hydrophoben
Substanzen bilden (Ho et al., 1991) und durch Vesikelcoating zur Stabilisierung
synaptischer Vesikel beitragen, indem es die Oberflachenspannung dieser sehr stark
gekrummten Strukturen vermindert (Cheetham et al., 2003). So sind Vesikel von
Synapsin Knock-out Neuronen gro3er und zahlenmafig vermindert (Awizio et al., 2007).
Die Interaktionen mit den verschiedenen Strukturen der Prasynapse werden durch
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Phosphorylierung mittels verschiedener Kinasen reguliert. Vereinfacht kann man sagen,
dass an der Mehrzahl der phosphorylierbaren Reste Phosphorylierung zu einer
verminderten und Dephosphorylierung zu einer erhohten Affinitat fur Vesikel und
Zytoskelettbestandteile fuhrt (Cesca et al., 2010). Die Depolarisation der Nervenzelle hat
eine Phosphorylierung der Synapsine an vielen Stellen zur Folge (Nestler and
Greengard, 1982; Tsou and Greengard, 1982), was zu einer Dissoziation der Synapsine
von den Vesikeln und damit zu einer Bereitstellung der Vesikel zur Exozytose fuhrt. An
anderen Stellen wird Synapsin bei Depolarisierung dephosphoryliert, was auf eine
mogliche Rolle fur die Endozytose im Zusammenhang mit Vesikel-Recylcling hindeutet
(Cesca et al., 2010). Synapsin ist aber nicht zusammen mit Clathrin nachweisbar und ist
daher vermutlich erst nach vollendeter Endozytose von Bedeutung (Bloom et al., 2003).
Eine mogliche Vorstellung ist, dass Synapsin die endozytierten Vesikel ans Zytoskelett
rekrutiert und wieder dem RP zufuhrt (Cesca et al., 2010).

2.2.1 Domanenstruktur der Synapsine:

Die Domanenstruktur der Synapsine wurde erstmals 1989 beschrieben und ist heute
noch weitgehend aktuell (s. Abb. 1). Alle Synapsine habe N-terminal mit den Doméanen
A bis C die gleiche Struktur, C-terminal variieren die einzelnen Isoformen (Sudhof et al.,
1989). Nachfolgend soll die Domanenstruktur von Synapsin | als fur die vorliegende

Arbeit relevanteste vorgestellt werden.

A-Doméne:

Die A-Domane ist relativ kurz mit ca. 30 Aminosauren (Sudhof et al., 1989) und fungiert
als Substrat fiir die Phosphorylierung durch die Ca?*/Calmodulin-abhangigen Kinasen
(CaMK) I und IV sowie fur die Proteinkinase A (PKA). Die Domane A bindet gut an negativ
geladene Lipide und moduliert vermutlich die Bindung von Synapsin an Vesikel.
AuBerdem ist die dephosphorylierte A-Domane in der Lage, Aktin zu bundeln.
Phosphorylierung fuhrt zur Abdissoziation von den Vesikeln und vom Zytoskelett und
findet verstarkt bei Depolarisation statt (Bahler and Greengard, 1987; Czernik et al., 1987;
Huttner and Greengard, 1979).
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B-Doméne:

Die B-Domane ist evolutionar nicht gut konserviert (Sudhof et al., 1989), bis auf einen
Teil, der ein ArfGAP1 lipid-packing sensor (ALPS) Motiv enthalt. ALPS-Motive sind gelOst
unstrukturiert, falten sich aber bei Kontakt mit Membranen in amphiphile Konstrukte und
konnten in der Lage sein, Defekte in der Phospholipidmembranen der kleinen und damit
stark gekrimmten SV zu erkennen und so eine spezifische Wechselwirkung zwischen
Synapsin und SV zu vermitteln. Die Deletion des ALPS-Motivs beeintrachtigt die
Fahigkeit von Synapsin, synaptische Vesikel zu binden (Drin et al., 2007; Krabben et al.,
2011). Die B-Domane kann uber den MAP-Kinase/Erk-Weg phosphoryliert werden
(Jovanovic et al., 1996; Matsubara et al., 1996).

C-Doméne:

Die C-Domane ist relativ lang und sowohl zwischen den Isoformen innerhalb einer
Spezies als auch zwischen den Spezies hochkonserviert. Sie enthalt Bindungsstellen fur
Aktin und fur Homo- und Heterodimerisierung (Font and Aubert-Foucher, 1989, Hosaka
and Sudhof, 1999) und vermittelt damit die Kernfunktionen von Synapsin fur die SV-
Zytoskelett-Interaktion.  Auflerdem kann ein Teil der Domane C in
Phospholipidmembranen inserieren (Sudhof et al., 1989). Auch diese Domane stellt ein
Substrat fur Phosphorylierung dar (Onofri et al., 2007)

D-Doméne:

Die D-Domane ist Prolin-reich und enthalt viele Motive, die in der Lage sind, SH-Gruppen
an Proteinen zu binden (Sudhof et al., 1989). Zwar ist die D-Domane nicht in jeder
Synapsin-Isoform vorhanden, aber jede Isoform hat an ihrer Stelle einen Prolin-reichen
Abschnitt (Sudhof et al., 1989). Aufgrund der Proteinbindungsfahigkeit ware die D-
Domane nach Meinung einiger Autoren ein guter Kandidat, um mit Membranproteinen
von SVs zu interagieren und so zur Spezifitat der Synapsin-bindung an SVs beizutragen
(Cesca et al., 2010). Auch die D-Domane ist Substrat des MAPK/Erk-Weges (Czernik et
al., 1987; Huttner et al., 1981) . Sie inhibiert das korrekte Targeting von Synapsin an
synaptische Terminalen, dieser Einfluss kann aber von der E-Domane uberwunden
werden (Gitler et al., 2004b).

11
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Doméne E:

Die letzten 50 Aminosauren bilden die E-Domane und kommen sowohl in Syn la als auch
in Syn lla vor (Sudhof et al., 1989).

Uberexpression der E-Domane in inhibitorischen Purkinje-Zellen beschleunigt die Kinetik
von Exozytose und Vesikelzirkulation und vermindert die synaptische Depression nach
hochfrequenter Stimulation (Fassio et al., 2006).

amino acids
0 100 200 300 400 500 600 700
L 1 1 1 1 1 1 1
Mammals
synla (e D [£]
synib [ L D [A

synila [ B ] & TR £ |
syn llb
syniia | J [E]

Abb. 1: Domdnensruktur der Synapsine

Abgebildet ist die Doménenstruktur der Synapsine bei Séugetieren. Die Abbildung stammt aus
Cesca, Baldelli et al. 2010.

2.2.2 Bedeutung der Synapsine fiur synaptische Plastitzitat:

Da Synapsin an der aktiven Zone eine weniger wichtige Rolle spielt, hat dessen Fehlen
tendenziell eine geringere Auswirkung auf die basale Transmission. Wenn der Bedarf fur
Vesikel aus dem Reserve-Pool aufkommt, also nach prolongierter neuronaler
Stimulation, kommt der Mangel verstarkt zum Tragen. So folgt in Synapsin Knock-out
Neuronen, insbesondere bei GABAergen Terminals, auf eine langere Stimulation eine
starker ausgepragte synaptische Depression als im Wild-Typ.
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Paired Pulse Facilitation (PPF):

Synapsine beeinflussen einige Formen synaptischer Plastizitat, vor allem der Short Term
Plasticity (STP). Hier ist zunachst die Paired Pulse Facilitation (PPF) zu nennen. Erfolgt
innerhalb eines Zeitfensters einiger Millisekunden nach einem Stimulus ein zweiter Reiz,
so wird dieser verstarkt weitergeleitet, hauptsachlich Uber eine Erhohung der
Neurotransmitter-Freisetzungswahrscheinlichkeit in der Prasynapse. Bezlglich der PPF
ist die Datenlage nicht eindeutig. In einigen Studien scheint es so zu sein, dass die PPF
bei Fehlen von Synapsin gesteigert ist und dass dieser Effekt insbesondere glutamaterge
Synapsen betrifft, wahrend GABAerge Synapsen eher von einer verstarkten Depression
betroffen sind (Chiappalone et al., 2009; Rosahl et al., 1993). Eine andere Studie fand
dagegen eine verminderte PPF im Knock-out. Bei geringen Calcium-Konzentrationen war
dieser Effekt jedoch nicht mehr vorhanden, sodass die Autoren den Unterschied zum
Wildtyp eher auf die verstarkte synaptische Depression zuruckfuhrten (Humeau et al.,
2001). Bei gesteigerter MAPK/Erk Aktivitiat, die zu einer starken Phosphorylierung von
Synapsin | fuhrt, sind sowohl PPF als auch die Long Term Potentiation (LTP), die zu
langfristigen Veranderungen der synaptischen Transmission fuhrt, gesteigert. Dieser
Effekt kann durch die Deletion von Syn | blockiert werden (Kushner et al., 2005).

Posttetanisch Potenzierung (PTP):

Bei der PTP kommt es nach tetanischer Stimulation der Prasynapse zu einer erhohten
Amplitude der postsynaptischen Reizantwort, die Uber viele Sekunden anhalt. Dies ist
vermutlich durch die grof3ere Calcium-Konzentration in der Prasynapse in Folge der
Addition von Restkalcium nach dem vorangegangenen Stimulus und neuem
Kalziumeinstrom zu erklaren. PTP kann in Abwesenheit von NMDA-Antagonisten zu LTP
fuhren. Das Fehlen von Synapsin scheint PTP zu beeintrachtigen. So kommt es bei
cholinergen Neuronen von Aplysia nach Neutralisierung von Synapsin durch
entsprechende Antikorper zu posttentanischer Depression statt Potenzierung.
Umgekehrt wird die PTP gesteigert, wenn man exogenes Syn | injiziert (Humeau et al.,
2001). Im Mausmodell ist die PTP im Syn Il Knock-out vermindert und im Syn /1l Knock-
out doppelt so stark vermindert wie im Syn Il single Knock-out, wenn auch im Syn | single

Knock-out kein Einfluss messbar war (Li et al., 1995; Rosahl et al., 1995).
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2.2.3 Synapsin-assoziierte Erkrankungen:

Synapsin spielt eine Rolle in der Pathogenese verschiedener neurologischer und
psychiatrischer Erkrankungen. Am besten ist dies fur die Epilepsie belegt. Alle Synapsin
Knock-out Modellorganismen mit Ausnahme des Syn Il single Knock-out entwickeln
nach einer symptomfreien Latenzphase eine Epilepsie (Li et al., 1995; Rosahl et al.,
1995). Beim Menschen wurden verschiedene Mutation im SYN 1 Gen mit dem Vorliegen
von Epilepsie und zum Teil mit zusatzlichen Verhaltensstorungen und Autismus-
Spektrum-Stérungen korreliert (Fassio et al., 2011a; Garcia et al., 2004). AuRerdem
lieferte eine multizentrische Genom-Mapping-Analyse SYN2 Mutationen als Risikofaktor
fur das Entwickeln einer Epilepsie (Cavalleri et al., 2007). Diese Beobachtung legt den
Schluss nahe, dass das Fehlen von Synapsin die Balance zwischen inhibitorischen und
exzitatorischen Einflussen verschiebt. Auf welche Art und Weise dies geschieht, ist noch
nicht vollstandig geklart. In GABAergen Synapsen wird weniger Synapsin exprimiert als
in glutamatergen (Fassio et al., 2011b). Die Synapsine scheinen aber in beiden
Synapsentypen unterschiedliche Funktionen zu erfullen. In glutamatergen Synapsen von
Synapsin | Knock-out Mausen ist nur der RP verkleinert und damit die Synaptische
Depression ausgepragter, die basale Transmission aber nicht eingeschrankt. In
GABAergen Synapsen ist die Anzahl der Vesikel im RRP reduziert und damit die basale
Transmission eingeschrankt (Gitler et al., 2004a; Chiappalone et al., 2009). So scheint
zunachst die GABAerge Transmisson durch das Fehlen von Synapsinen geschwacht, die
glutamaterge dagegen gestarkt zu sein. Auch in Patch Clamp Experimenten mit Triple
Knock-out Neuronen zeigt sich eine ahnliche Verschiebung in Richtung Exzitation.
EPSCs sind hier groRer, ebenso wie die Short Term Facilitation in glutamatergen
Synapsen, IPSCs dagegen weisen eine verminderte Amplitude auf (Farisello et al.,
2013). Neuere Daten deuten jedoch darauf hin, dass dies nur in der Latenzphase bis zum
Auftreten erster epileptischer Symptome der Fall ist. Nach dem Auftreten der Epilepsie
scheinen Kompensationsmechanismen zu einer Starkung der GABAergen Transmission,
klinisch jedoch nicht zu einem Sistieren der Anfalle zu fuhren (Ketzef and Gitler, 2014;
Ketzef et al., 2011).

Alzheimer:
Da Synapsine einen Einfluss auf STP und LTP haben, kann man vermuten, dass ein
Mangel an Synapsin zu Beeintrachtigungen von Lernen und Gedachtnis fuhren konnte.



Einleitung

Tatsachlich findet man bei Untersuchungen an post-mortem gewonnenen Proben aus
dem Hippocampus von Alzheimerpatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen weniger
Synapsin (Perdahl et al., 1984; Qin et al., 2004). Im entorhinalen Cortex von Patienten
mit beginnendem Alzheimer ist die Expression der a-Varianten aller drei Synapsine
vermindert (Perdahl et al., 1984 ). Auch in verschiedenen Modellorganismen zeigt sich ein
Einfluss von Synapsin auf das Gedachtnis. Die Synapsin-Null Drosophila Mutante zeigt
Einschrankungen in der Gedachtnisbildung und beim assoziativen Lernen
(Godenschwege et al., 2004; Michels et al., 2005). Synapsin | K.O. und Synapsin Il K.O.
Mause sind altersabhangig kognitiv eingeschrankt (Corradi et al., 2008) und bei Triple
Knock-out Mausen ist das raumliche Gedachtnis defizitar (Gitler et al., 2004a). Im
Gegensatz dazu wird die Expression von Synapsin gesteigert, nachdem eine Maus eine
neue Aufgabe im Morris-Watermaze gelernt hat (Gomez-Pinilla et al., 2001).

Andere Erkrankungen:

Passend zum ubiquitaren Vorkommen dieses Proteins wurde auch fur viele weitere
Erkrankungen ein Zusammenhang mit Synapsin postuliert. Im Hippocampus von
Patienten mit bipolarer Storung findet sich weniger Synapsin la, Ila und llla als bei
Kontrollpatienten (Vawter et al., 2002). Im Brodmann-Areal 10 im prafrontalen Cortex
wurde dagegen eine verstarkte Synapsin-Expression berichtet (Cruceanu et al., 2013).
Die Therapie mit Lithium, einem bei bipolarer Stérung haufig als Phasenprophylaxe
eingesetztem Medikament, beeinflusst bei einigen Patienten die Expression von
Synapsin Il (Cruceanu et al., 2012). Bei MS-Patienten kommen TH1 Zellen gegen
Synapsin ahnlich haufig wie gegen Myelinbasisches Protein gerichtete TH1 Zellen vor.
Bezlglich der relativen Haufigkeit der gegen Synapsin gerichteten T-Zellen zeigte sich
jedoch kein Unterschied zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrollen (Polak et al.,
2001).

Fur die Pathogenese von Schizophrenie scheint insbesondere Synapsin Il und
moglicherweise auch Synapsin Il eine Rolle zu spielen. Beide Proteine werden von
schizophrenen Patienten weniger stark exprimiert. Mutationen im Synapsin Il Gen
kommen bei schizophrenen Patienten gehauft vor (Dyck et al., 2011).
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2.3 Fragestellung:

Unsere Arbeitsgruppe hat in vorangegangenen Arbeiten das Vorliegen von Anti-Synapsin
| Antikorpern in Serumproben von Patienten mit verschiedenen neurologischen und
psychiatrischen Diagnosen gezeigt. Diese Antikorper reagierten im Zell-basierten Assay

und im Western Blot mit full-length-Synapsin.

Es ist ungeklart, welcher Teil des Proteins als antigenes Epitop wirkt und inwiefern sich
die Epitopspezifitat innerhalb der untersuchten Kohorte unterscheidet. Dies kann eine
Rolle spielen, um besser in der Lage zu sein, die mogliche Pathogenitat der Antikorper
in funktionellen Studien zu untersuchen. Mit Hilfe von Plasmid-DNA fur einzelne
Synapsin-Teilstucke durch D. Gitler und Arbeitsgruppe, konnen HEK-Zellen mit DNA fur
einzelne Synapsin-Abschnitte transfiziert und hinsichtlich ihrer Antigenitat untersucht

werden.

Folgende Fragestellungen sollen in der vorliegenden Dissertation beantwortet werden:

Eignet sich zur naheren Charakterisierung der Epitopspezifitat der in
Patientenseren nachgewiesenen Antikorper mit Reaktivitat gegen full-length-
Synapsin der Zell-basierte Assay mit transfizierten HEK-Zellen?

- Gegen welche Epitope werden Antikorper gebildet, unterscheiden sich diese
zwischen den einzelnen Patienten und haben bestimmte Synapsin-Domanen ein

besonders hohes Antigenes Potenzial?

- Gibt es eine Assoziation zwischen der Epitopspezifitat der Antikdrper und der

Klinik der Patienten?

- Welcher IgG-Subklasse gehorten die Anti-Synapsin Antikorper vom IgG-Typ an?

Weiterhin standen Liquorproben von Patienten mit Mild Cognitive Impairment (MCI) oder
beginnender Alzheimer-Demenz zur Verfugung. Synapsin scheint eine Rolle in
Prozessen der synaptischen Plastizitat zu spielen. Ebenso scheint es einen
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Zusammenhang zwischen Synapsinen und zumindest einigen Formen der Alzheimer-

Demenz zu geben. Daher sollte folgende Frage initial beantwortet werden:

- Findet man im Liquor von Patienten mit beginnender Demenz Antikdrper gegen
Synapsin?
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3. Material und Methoden:

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Chemikalien: Hersteller:
Acrylamid Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agar-Agar Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ammoniumpersulfat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BCA Protein Assay Losung A

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Bicinchoninsaure

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Enhanced-Chemiluminescence-Reagenzien

GE Healthcare, Chicago, USA

(ECL)

Entwickler Kodak, Rochester, USA
Fixierer Kodak, Rochester, USA

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsaure | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(HEPES)

Isopropanol Braun, Melsungen, Deutschland
Kanamycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kupfersulfat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Lipofectamin

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Magermilchpulver

Elsdorf, Elsdorf, Deutschland

Methanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Optimem

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ponceau S

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Prestained PageRuler Proteinmarker Thermo Fisher  Scientific,
Waltham, USA
Proteaseinhibitor Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
N,N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Normal Goat Serum (NGS) Thermo Fisher  Scientific,
Waltham, USA
Trishydroxymethylaminomethan Merck, Darmstadt, Deutschland
Triton X-100 Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Merck, Darmstadt, Deutschland
Urea Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
3.1.2 Gerate
Gerate: Hersteller:
Filmkassette Hypercassette Amersham Bioscience, Little Chalfont,

Vereinigtes Konigreich

Fluoreszenzmikroskop DMLB Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Fotoentwicklungsmaschine Cura 60 AGFA, Mortsel, Belgien

Gelelektrophoreseapparatur (Mini Protean | Bio Rad, Hercules, USA

)

Glasplatten Bio Rad, Hercules, USA

Guss-Rahmen Bio Rad, Hercules, USA

Guss-Stand Bio Rad, Hercules, USA

Handhomogenisator mit PVC Uberzug Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Konfokales Lasermikroskop Leica SL Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland

Mikroskop DMIL Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Optima TL Ultrazentrifuge, TLA 100,4 | Beckmann Coulter, Brea, USA
Rotor
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Zentrifuge 5417C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Photometer Anthos Mikrosysteme, Krefeld,
Deutschland

Power Pack 200 Bio Rad, Hercules, USA

Thermomixer Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Transblot SD Bio Rad, Hercules, USA

10- und 15-Well-Kamme

Bio Rad, Hercules, USA

Implen Nanophotometer P300

Intas, Minchen, Deutschland

Sonstiges

Hersteller:

Fotofilm — Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Chicago, USA

Kompetenter E. coli one shot 10 F

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nitrocellulose Membran Hybond-C

Amersham Bioscience, Little Chalfont,
Vereinigtes Konigreich

Quantum Prep Plasmid Miniprep

Bio Rad, Hercules, USA

3.1.3 Antikorper

Antikorper Klonalitat | Wirtsspezies | Hersteller

Alexa Fluor 594 anti- | polyklonal Ziege Dianova, Hamburg,

human IgG Deutschland

Alexa Fluor 594 anti- | polyklonal Ziege MoBiTec, Gaottingen,

mouse IgG Deutschland

Alexa Fluor 594 anti- | polyklonal Ziege Thermo Fisher Scientific,

rabbit 1IgG Waltham, USA

anti-human IgA (alpha | polyklonal | Ziege Rockland Immunochemicals,

chain), Peroxidase- Limerick, USA

gekoppelt

anti-Synapsin I/II polyklonal Hase Snyaptic Systems,
Gottingen, Deutschland

anti-Synapsin | monoklonal | Maus Synaptic Systems,
Gottingen, Deutschland
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anti-Synapsin | (C- | polyklonal Hase Prof. Dr. Fabio Benfenati,
Domane) Istituto Italiano di Tecnologia,
Genua, ltalien(Vaccaro et al.,

1997)
anti-Synapsin | (E- | polyklonal Hase Prof. Dr. Fabio Benfenati,
Domane) Istituto Italiano di Tecnologia,

Genua, ltalien(Vaccaro et al.,

1997)

Texas Red 594 anti- | polyklonal Ziege Dianova, Hamburg,
human IgA Deutschland
Alexa Fluor 647 anti- | polyklonal Ziege Southern Biotech,
human IgG+ Birmingham, USA
Alexa Fluor 647 anti- | polyklonal Ziege Southern Biotech,
human IgG: Birmingham, USA
Alexa Fluor 647 anti-| polyklonal Ziege Southern Biotech,
human IgGs Birmingham, USA
Alexa Fluor 647 anti- | polyklonal Ziege Southern Biotech,
human IgG4 Birmingham, USA

3.1.4 Patienten:

Fur die Experimente standen einerseits Liquor- und Serumproben eines 2013 mit
limbischer Enzephalitis diagnostizierten Patienten zur Verflugung. Diese Proben testen
positiv auf Antikorper vom IgA-Typ und auch vom IgG-Typ gegen Synapsin | und Il
(Piepgras et al., 2015). Weiterhin wurden Seren von Patienten genutzt, die zwischen
September 2011 und Marz 2012 an der St. Olaf Universitatsklinik in Trondheim,
Norwegen, psychiatrisch aufgenommen wurden (Schou et al., 2016). Aus einer Kohorte
von insgesamt 207 Patienten aus Trondheim identifizierte unsere Arbeitsgruppe 16
Patienten mit Synapsin-I-Antikorpern vom IgG Typ (Holtje et al., 2017). Aullerdem stellte
das NeuroCure Clinical Research Center/Department of Neurology der Charité Seren
von drei Anti-Synapsin-I positiven Patienten mit entweder Clinically Isolated Syndrome
(CIS) oder Relapsing Remitting MS im frGhen Stadium, von einem dieser Patienten
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zusatzlich Liquor sowie 9 Seren und 5 Liquorproben von gesunden Kontrollen bereit. Von
der Hochschulambulanz Gedachtnissprechstunde des Experimental and Clinical
Research Centers der Charité wurden 110 Liquorproben von Patienten sowie 14 Kontroll-
Liquores zur Verfugung gestellt. Die Patienten stellten sich mit kognitiven Auffalligkeiten
in der Gedachtnissprechstunde vor und hatten sehr unterschiedliche Diagnosen, wobei
zu beachten ist, dass die genaue Ursache eines demenziellen Syndroms in vielen Fallen
erst post mortem mit Sicherheit bestimmt werden kann und haufig auch Mischformen,
insbesondere zwischen vaskularer Demenz und Alzheimer-demenz vorliegen. Bei dem
Patientenkollektiv wurde in 40 Fallen am ehesten eine Demenz vom Alzheimertyp, in vier
Fallen eine Demenz vaskularer Atiologie, in finf Fallen eine gemischte (vaskular /
Alzheimer) Demenz, in acht Fallen eine frontotemporale Demenz, in 18 Fallen eine
affektive Storung mit kognitiven Einschrankungen und in 13 Fallen subjektive
Gedachtnisbeschwerden (subjective memory complaints, SMC) diagnostiziert. Bei 19
Patienten blieb die Atiologie der kognitiven Defizite bis auf weiteres unklar, zwei Patienten
waren Geschwister Betroffener und ein Patient litt an kognitiven Beschwerden in Folge
einer Meningoenzephalitis. Die Patienten gaben zur Nutzung der Liquorproben zu
wissenschaftlichen Zwecken ihr Einverstandnis und es erging ein Ethikvotum mit der
Nummer EA2/118/15.

3.1.5 Synapsin-Plasmide und Versuchstiere:

Plasmide:

Fir die Transfektionen wurden Plasmide mit folgenden DNA-Fragmenten genutzt, die wie
vorbeschrieben (Gitler et al., 2004b) aus der Sequenz von Ratten Synapsin la mittels C1-
Backbone Vektor konstruiert wurden: das N-terminale ABC-Fragment (AA 1-416), das
BC-Fragment (AA 31-416) Domane C (AA 113-420), Domane D (AA 414-651), Das DE-
Fragment (AA 415-704) und die Domane E (AA 655-704). Ratten-Synapsin la ist
humanem Synapsin zu 95% homolog (Sudhof, 1990). Alle Fragmente wiesen ein
Reporter-Konstrukt fur enhanced Yellow Fluorescence (eYFP, ABC-Fragment) oder
enhanced Green Fluorescence (eGFP, alle sonstigen Konstrukte) zur endogenen
Detektion der Expression auf.
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Méuse:

Die Synapsin Tripple-Knock-out-Mause wurden wie vorbeschrieben von Professor Fabio
Benfenatis Arbeitsgruppe (Istituto Italiano di Tecnologia, Genua, Italien) generiert und zur
Verfugung gestellt (Boido et al.). Es wurden Wildtyp-Mause vom Typ C57BL/6 verwandt.

3.2 Methoden:
3.2.1 HEK-Zell-Transfektion:

Human embryonic kidney cells (HEK)293 wurden bei einer Dichte von ca. 70% Konfluenz
zunachst 20 Minuten mit Optimem gewaschen und anschliefend Uber eine Stunde bei
37°C in Optimem inkubiert. Fur die DNA-Ansatze wurden pro Well 50 uyl Optimem mit 1
I Lipofectamin® und 1-1,5 pg Plasmid-DNA versetzt und 30 Minuten stehen gelassen,
damit sich die fur die Transfektion erforderlichen DNA enthaltenden Liposomen bilden
konnten (s. Herstellerinformation Lipofectamin). Durch die Zugabe von Optimem kann die
Serumkonzentration im Zellmedium reduziert werden (s. Herstellerinformationen). Dies
ist von Vorteil, da hohe Serumkonzentrationen die Transfektionseffizienz negativ
beeinflussen. Die DNA-Ansatze wurden auf die Wells gegeben und pro Well noch 200 pl
Optimem hinzugeflugt, anschlieend wurden die Zellen Uber 4h bei 37°C inkubiert. Nach
den 4h wurden 250 yl HEK-Zell-Medium hinzugegeben und die Zellen dann erneut Uber
mindestens 24h bei 37°C inkubiert. Die Fixierung der HEK-Zellen erfolgte entweder mit
eiskaltem 80%igem Methanol fur den Nachweis von IgG oder mit auf 4 °C gekuhltem
4%igem PFA fur den Nachweis von IgA-Antikorpern jeweils uber 20 Minuten. Nach der
Fixierung wurden die Zellen in einer Blocklosung mit 0,1% Triton X-100 Uber 1h
permeabilisiert. AnschlieRend wurden die Patientenseren in einer Verdunnung von 1:320
bzw. die Liquores in einer Verdunnung von 1:50 auf die Zellen gegeben und uber Nacht
bei 4°C in der feuchten Kammer belassen. Die Bindung der Sekundarantikorper erfolgte
bei Raumtemperatur Uber 2h in einer Losung mit 2% BSA (bovines Serumalbumin) im
Dunkeln. Dabei wurde der Alexa Fluor 594 anti-human IgG in der Verdinnung 1:700 und
der Texas-red Anti IgA in der Verdunnung 1:200 eingesetzt. Die Antikorper gegen IgG-
Subklassen wurden jeweils in der Verdunnung 1:300 eingesetzt. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop war die erfolgreiche Transfektion anhand der Fluoreszenz-

Markierung gut zu erkennen. Zur zuséatzlichen Uberpriifung wurden die mit den einzelnen
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Fragmenten und Domanen transfizierten HEK-Zellen mit jeweils spezifischen Antikorpern

gefarbt. Der Versuch wurde fur jedes Patientenserum mindestens drei Mal wiederholt.

Titer-Bestimmung und Berechnung des Antikérperindex:

Die HEK-Zell-Transfektion erfolgte wie oben beschrieben. Anschlielend wurde
Patientenserum oder -liquor in Verdunnungen von 1:320, 1:1000, 1:3200, 1:10000,
1:32000 zugegeben und Uber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer belassen. Die
Bindung des Sekundarantikorpers erfolgte wie bereits beschrieben. Der Antikorperindex
wurde nach der Formel Al = (anti-Synapsin Titer Liquor'/anti-Synapsin Titer Serum
)/(Gesamt Ig Liquor/Gesamt Ig Serum) berechnet, wobei ein Index (iber 4 als beweisend
fur eine intrathekale Synthese der Antikorper gewertet wurde.

3.2.2 Transformation

Far die Transformation, wie beschrieben (Pope and Kent, 1996), wurden zunachst
kompetente E.coli-Zellen auf Eis aufgetaut. Dann wurden die Zellen mit 5 yl Plasmid-DNA
vorsichtig gemischt und die Mischung 30 Minuten auf Eis belassen. Danach erfolgte ein
Hitzeschock von 42 °C Uber 30 Sekunden, woraufhin die Reagenzien wieder Uber 2
Minuten auf Eis gelagert wurden. Als nachstes wurden die Zellen bei 300 rpm und 37°C
fur eine Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben kurz zentrifugiert, die
Uberstande abpipettiert und das Pellet in 50 pl S.0.C.-Medium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde auf zwei Kanamycin-haltige Agar-Platten verteilt und Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-DNA enthielt ein Resistenzgen gegen Kanamycin, sodass
nur die Zellen wachsen konnten, die erfolgreich transformiert wurden. Von jeder der zwei
Agar-Platten wurde jeweils zwei Kulturen enthommen und in eine Flasche mit LB-Medium
und Kanamycin 1:1000 (50ug/ml) gegeben, die uber Nacht bei 37°C und 115 rpm im
Schuttler belassen wurden. Zur Aufreinigung der DNA wurde das Quantum midi Prep
Plasmid Kit nach dem Hersteller-Protokoll (siehe Herstellerinformationen) verwandt. Die
Zellen wurden im Medium zunachst uber 5 Minuten bei 5000 rpm herunterzentrifugiert
und dann, nach Entfernen des Mediums, in der im Kit enthaltenen Resuspensionsldsung
resuspendiert. AnschlieBend wurde eine basische Loésung zur Lyse der
Zellenhinzugefugt, und vorsichtig gemischt. Nach erfolgter Lyse wurde der pH durch
Zugabe einer weiteren Losung wieder neutralisiert. Die Zellreste wurden daraufhin Uber
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10 Minuten herunterzentrifugiert. Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde in einen
Spinfilter pipettiert und mit im Kit enthaltener Quantum-Prep-Matrix versetzt. Nach dem
Mischen erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt iber 30 Sekunden. Hierbei verbleibt
die Matrix mit der gebundenen DNA im Spinfilter. Das Zentrifugat wurde verworfen und
der Spinfilter mit Matrix in Ethanol haltigem Wasch-Puffer nochmals uber 30 s
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und Uber 2 Minuten zentrifugiert. Die im
Spinfilter verbliebene DNA wird mit destillietem Wasser auf hochster Geschwindigkeit
uber 1 Minute ausgewaschen und in einem Sammeltube aufgefangen. Die
Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte mittels Implen Nanophotometer.

3.2.3 Aufbereitung von Mausgehirnen zur weiteren Verwendung im Immunblot:

Fir die Immunblots wurden Gesamthirnhomogenate von Wildtyp- und Synapsin-I/Il/III-
Knock-out-Mausen (generiert von der Arbeitsgruppe Prof. Fabio Benfenati) sowie die
subzellulare Fraktion ungereinigter synaptischer Vesikel aus Gesamthirnhomogenat von
Wildtypmausen genutzt. Die Herstellung dieser Proben erfolgte auf Eis oder bei 4°C. Aus
Wildtyp-Mausen und Synapsin I/ll/lIl -/- Mausen wurden Gehirne entnommen und
homogenisiert. Aus Wildtyp-Gesamthirn wurde weiterhin noch die subzellulare Fraktion
ungereinigter synaptischer Vesikel gewonnen. Alle hierzu erforderlichen Arbeitsschritte
erfolgten auf Eis oder bei 4°C.

Herstellung von Gesamthirnhomogenat:

Zur Herstellung von Gesamthirnhomogenat wurde die Wildtyp-Maus mittels Genickbruch
durch Uberstreckung getdtet und mit einer Schere dekapitiert. Die Kalotte wurde erdffnet,
das Gehirn entnommen und mit PBS-Puffer, dem PMSF (200 mmol) 1:100 und
Proteaseinhibitor 1:1000 zugesetzt wurde, versetzt. Als Nachstes erfolgte die
Homogenisierung mit einem Glas-Teflon-Homogenisator bei 900 rpm. Anschliel3end
wurde das Homogenisat bei 5000 rpm herunterzentrifugiert, um Membranfragmente,
nicht lysierte Zellen und Zellkerne zu separieren, und der Uberstand wurde in
Lammlipuffer (Laemmli, 1970) nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-
Test Uber 10 min bei 95°C gekocht.
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Herstellung der Fraktion ungereinigter synaptischer Vesikel:

Die Fraktion synaptischer Vesikel wurde durch eine Reihe von Zentrifugationen
gewonnen. Zunachst erfolgte die Homogenisierung des Wildtyp-Maushirns wie oben
beschrieben. Der Uberstand aus dem ersten Zentrifugationsschritt wurde im Rotor TLA
100.4 bei 23000 rpm uber 15 Minuten zentrifugiert. Im hierbei entstandenen Pellet
befinden sich die ungereinigten Synaptosomen, die in 0,32 M Saccharose LOsung
resuspendiert wurden. Bei Synaptosomen handelt es sich um die synaptischen
Endigungen von Neuronen, in denen die synaptischen Vesikel enthalten sind. Um die
Vesikel zu erhalten, wurde die hypoosmotischen Lyse angewandt. Hierzu wurde eine
Losung aus eiskaltem, destilliertem Wasser, Proteaseinhibitor im Verhaltnis 1:1000, 2mM
PMSF im Verhaltnis und HEPES-NaOH-Puffer hergestellt und das synaptosomale Pellet
im Verhaltnis 1:10 mit dieser Losung versetzt. Daraufhin erfolgte ein erneuter
Zentrifugationsschritt im TLA 100.4 Rotor bei 23000 rpm uber 20 min. Das nun
entstandene Pellet enthielt die Membranen der Nervenendigungen, wahrend sich die
synaptischen Vesikel im Uberstand befanden. Dieser Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und im TLA 100,4 Rotor bei 80000 rpm erneut zentrifugiert, um die
synaptischen Vesikel, die sich nach der Zentrifugation im Pellet befinden vom neuronalen
Zytosol im Uberstand zu trennen. Das Pellet wurde mit 150 ul 0,32 M Saccharose Lésung
resuspendiert und nach der Bestimmung der Proteinkonzentration durch einen BCA-Test
10 min bei 95°C in Lammli-Puffer gekocht.

3.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

BCA-Test

Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration im Gesamthirnhomogenat oder der Fraktion
synaptischer Vesikel kam ein BCA-Test (Smith et al., 1985) zum Einsatz. Zunachst wurde
eine Standardreihe mit definierten Verdiunnungen von bovinem Serumalbumin (BSA) in
PBS hergestellt. Die zu untersuchenden Proben wurden im Verhaltnis 1:50 und 1:250
verdunnt. Die Proben wurden mit BCA-Losung versetzt und tber 30 Minuten auf 60° C
erhitzt. Die in der BCA LOsung enthaltenen zweiwertigen Kupferionen werden in einer
Reaktion mit den Peptidbindungen der Proteine zu einwertigem Kupfer reduziert
(Biuretreaktion, (Davis, 1964, Weichselbaum, 1946). Dies passiert bei Raumtemperatur
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vorranging durch die Aminosauren Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin, bei 60° C
jedoch durch die Peptidbindungen, was den Test weniger abhangig von der
Aminosaurezusammensetzung und daher spezifischer macht (Olson and Markwell, 2007,
Wiechelman et al., 1988). Bicinchoninsaure bildet mit den einwertigen Kupferionen einen
blauvioletten Komplex. Die Lichtabsorption der Proben und der Standardreihe wurde bei
550 nm gemessen, eine lineare Regressionsgerade der Standardreihe mit dem
Lichtabsorptionsgrad als Funktion der Probenkonzentration ermittelt und durch Einsetzen
des Absorptionsgrades der zu untersuchenden Proben in die Regressionsgleichung
deren Konzentration errechnet, wobei der Mittelwert aus jeweils zwei Proben in den

beiden oben angegebenen Verdunnungen herangezogen wurde.

3.2.5 Gelelektrophorese und Western-Blot-Analyse:

Die Proben wurden mittels SDS-PAGE in einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel
(Sammelgel 4%, Trenngel 10%) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Laemmli). Bei
SDS (Natriumdodecysulfat), das im Laemmli-Puffer enthalten ist, handelt es sich um ein
anionisches Tensid, das an Aminosauren bindet und auf diese Weise eine konstant
negative Ladung der Proteine und der einzelnen Aminosauren bewirkt. Die nun negativ
geladenen Aminosauren stol3en sich gegenseitig ab, was, unterstutzt von der Erhitzung
auf 95°, zur Denaturierung und Linealisierung der Proteine fuhrt. Durch DTT im Lammli-

Puffer werden zusatzlich Disulfidbriucken aufgespalten.

Gelherstellung:

Es wurden Polyacrylamid-Gele mit einer Dicke von 1 mm genutzt. Im Sammelgel betrug
die Acrylamidkonzentration 4% und im Trenngel 10%. Polyacrylamidgele wirken wie
molekulare Siebe, wobei sich die Grole der Poren umgekehrt proportional zu der
Konzentration der Acrylamidmonomere verhalt (Ruchel et al., 1978). Das Gel entsteht
durch  radikalische  Polymerisation unterstitzt durch den  Radikalstarter
Amoniumperoxidsulfat und den Quervernetzungskatalysator TEMED
(Tetramethylethylendiamin). Diskontinuierliche Gele bestehen aus einem Sammelgel mit
einem neutralen pH-Wert und einem basischen Trenngel. Die Puffer enthalten Glycin,
das bei neutralem pH-Wert teilweise eine positive Ladung aufweist, die bei der
Wanderung zur Anode bremst, sodass das Glycin im Sammelgel hinter der Probe
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wandert. Beim Ubergang ins Trenngel mit basischem pH verliert Glycin seine positive
Ladung und uberholt die Proteine, was zu einem Stapelungseffekt an der Grenze
zwischen Sammel- und Trenngel fuhrt. Dies wiederum hat eine scharfe Trennung der
Proteine zur Folge (Davis, 1964). Zum Giel3en der Gels wurden zunachst Glasplatten und
Abstandhalter mittels Isopropanol von Fett gereinigt. Dann wurde das Gel nach folgender
Rezeptur hergestellt:

Trenngel (10%) Sammelgel (4%)
Trenngelpuffer (pH 8,8) 2,5ml -
Sammelgelpuffer (pH 6,8) - 1,25 ml
Destilliertes Wasser 5ml 3,25 ml
Bisacrylamid (40%) 2,5ml 0,5 ml
APS 100 50 pl
TEMED 10 pl 5 pl

Nach dem Einfullen des Trenngels in die Form wurden einige Tropfen Isopropanol
dazugegeben, um den Rand zu glatten und das Gel vom Radikalfanger Sauerstoff
abzuschlieRen. Nach der Polymerisierung des Trenngels wurde das Sammelgel nach
Entfernung des Isopropanols mittels Filterpapier aufgegossen und ein Taschenkamm
blasenfrei eingesteckt.

Gelelektrophorese:

Fur die Elektrophorese wurde ein elektrisches Feld an die mit den denaturierten und
linealisierten Proteinen beladenen Gele angelegt. Da alle Proteine unter dem Einfluss von
SDS negativ geladen sind, kann die Ladung vernachlassigt werden. Die Proteine
wandern entlang des elektrischen Feldes zur Anode, wobei die Strecke, die sie in einer
bestimmten Zeit zurtcklegen abhangig ist von der GroRe der einzelnen Proteine. Je
groRer sie sind, desto schwerer durchdringen sie das Polyacrylamidgel. Zum
GroRenvergleich lief immer ein standardisierter Marker mit. Die angelegte Spannung
betrug Uber 15 min 80 V zur Durchquerung des Sammelgels und anschlielend uber 1 h
130 V zur Durchquerung des Trenngels.
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Western-Blot:

Die Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte wie
von Burnette und Renart et al. beschrieben mittels Western-Blot im Semi-Dry-Verfahren
(Burnette, 1981; Renart et al.,, 1979). Dabei wurden zunachst die Membran und
Filterpapiere mit Methanol- und SDS-haltigem Semi-Dry-Blotpuffer benetzt. Das
Methanol als amphiphile Substanz dient dazu, die Hydrophobie der nur schwach polaren
Nitrozellulose zu mindern. Die Nitrozellulosemembran wurde anodenseitig auf das Gel
aufgelegt. Uber und unter Gel und Membran befanden sich Filterpapiere und es wurde
pro Gel eine Stromstarke von 0,3 A Uber anderthalb Stunden angelegt. Zur Kontrolle der
erfolgreichen Ubertragung und zum Vergleich der Proteinmengen in den einzelnen
Spuren wurde die Membran mit Ponceau S gefarbt. Bei Ponceau handelt es sich um
einen Azofarbstoff, der die Aminogruppen der Proteine reversibel bindet und leicht wieder
ausgewaschen werden kann. AnschlieRend wurde die Membran eine Stunde in einer
5%igen  Trockenmilchpulverlosung gewaschen um unspezifische Bindungen
abzusattigen. Hierbei wurde die Losung mehrfach gewechselt. Die Patientenseren
wurden in einer Verdunnung von 1:200 und die Liquores in 1:100-1:50 aufgetragen und
uber Nacht bei 4°C belassen. Danach erfolgte eine erneute Absattigung mit Milch Uber
eine Stunde mit mehrmaligem Losungswechsel. Daraufhin wurden die Blotstreifen in der
Regel eine Stunde bei Raumtemperatur in den Sekundarantikdrper gelegt. In einigen
Fallen wurde der Sekundarantikorper Uber Nacht bei 4°C belassen. Als
Sekundarantikorper verwandten wir zur Darstellung von gebundenem humanem IgG
goat-a-human-kappa-light-chain IgG in der Verdinnung 1:4000 und fur humanes IgA
polyklonalen goat anti-IgA Antikorper, den wir 1:1000 einsetzten. Beide Antikorper sind
an Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Daraufhin wurden die Blots Uber 1,5 Stunden unter
Einsatz von Urea zur Reduktion des Hintergrundes gewaschen. Der Nachweis der
gebundenen Antikorper wurde Uber eine Chemolumineszenzreaktion erbracht. Hierbei
wird eine Luminol-haltige ECL-L6sung auf die Blots gegeben, die bei Kontakt mit
Meerrettich-Peroxidase oxidiert wird. In diesem oxidierten Zustand werden Photonen
emittiert, mit denen Foto-Film (GE Healthcare, Chicago, USA) belichtet wird. Die

Entwicklung des Films erfolgte in einer Maschine vom Typ Cura 60 der Firma AGFA.
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3.2.6 Statistik:

Die Altersdifferenz zwischen Patienten und Kontrollen innerhalb der Demenzkohorte
wurde mit Hilfe des Mann-Whitney Tests auf statistische Signifikanz untersucht. Dieser
Test wurde ausgewahlt, da er sich fur unverbundene, nicht normal verteilte Variablen
eignet. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes zwischen Patienten und
Kontrollen bezuglich des Geschlechts und des Antikorperstatus wurde der Exakte Test
nach Fisher verwendet. Die statistischen Tests wurden mit der Software SPSS

ausgefuhrt.

3.2.7 Tierschutzrichtlinien und qute wissenschaftliche Praxis:

Bei der Verfassung der vorliegenden Arbeit wurde die Satzung der Charité zur guten
wissenschaftlichen Praxis stets beachtet. Die Durchfuhrung von Tierexperimenten
erfolgte nicht Uber das erforderliche Mald hinaus und die Tierschutzrichtlinien wurden

dabei befolgt.
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4. Ergebnisse:

4.1 Antikorper gegen Synapsin-Doméanen

4.1.1 Patienten und Spezifitat der exprimierten Konstrukte

Es wurden achtzehn Serum- und zwei Liquorproben, die, wie vorher gezeigt, IgG- und in
einem Fall auch IgA-Antikdrper gegen Synapsin | enthalten (Holtje et al., 2017),
analysiert, um diese Antikorper naher zu charakterisieren. Sechzehn der Serumproben
stammten von Patienten, die zwischen 2011 und 2012 in der St. Olaf Universitatsklinik
Trondheim, Norwegen mit unterschiedlichen Diagnosen psychiatrisch aufgenommen
wurden. Einzelheiten zu den Patienten sind der Tabelle 1 zu entnehmen. Zusatzlich
standen Serum- und Liquorproben von unserem Indexpatienten (Piepgras et al., 2015)
und von einer Patientin mit Clinical Isolated Syndrome (CIS), die beide in der Charité
behandelt wurden, zur Verfugung. Dartuber hinaus wurde Serum von neun gesunden
Kontrollen und funf Kontrollliquores analysiert. Die Charakterisierung der Antikorper auf
Epitopspezifitat wurde mittels Zell-basiertem Assay vorgenommen. Hierzu wurden HEK-
Zellen mit Plasmiden transfiziert, die fur sechs unterschiedliche Synapsin I-Fragmente
kodieren: Das C-terminale ABC-Fragment (Aminosauren 1-30), das BC-Fragment
(Aminosauren 31-416) die C-Doméane (Aminosaure 113-420), das DE-Fragment
(Aminosaure 415-704), die D-Doméne (Aminosaure 414-651) und die E-Domane
(Aminosaure 655-704). Die Plasmide wurden konstruiert wie vorbeschrieben (Gitler et al.,
2004b). Die Fragmente kodieren fur Ratten-Synapsin la, das humanem Synapsin la zu
95 % homolog ist (Studhof, 1990). Nach Inkubation Uber 24 Stunden war die erfolgreiche
Expression der transfizierten Konstrukte unter dem Mikroskop deutlich an der
Fluoreszenzmarkierung zu erkennen. Zusatzlich reagierten die transfizierten Zellen mit
Antikorpern, die fur die entsprechenden Domanen spezifisch sind (s. Abb 2). Das spricht
fur eine erfolgreiche Expression und spezifische Erkennung der Konstrukte und lasst die
Methode insgesamt fiir die Uberpriifung der Patientenproben geeignet erscheinen.
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Tabelle 1
. Titer rat- . konkomittierend
Patient Alter Geschlecht Synapsin Diagnosen Befunde auftretende Antikérper
. . .. . . cMRT: normal (6 Monate nach
N12 29 f 1:320 Bipolare Stérung vom Typ 1, gemischte Episode Aufnahme); EEG: normal -
N32 20 f 1:320 Bipolar Stérung vom Typ 2, depressive Episode keine -
. Persistierende Persdnlichkeitsveranderung nach . .
N45 32 f 1:1000 Katastrophalem Erlebnis keine NMDAR IgM (1:10)
Rezidivierende depressive Stérung, schwere cMRT: partielle Agenesie des Corpus
N68 52 f 1:10.000 depressive Episode; Koma flr 12 Tage im Alter von 8 callosum, keine weiteren Auffalligkeiten; NMDAR IgA (1:10)
Jahren nach einem Unfall EEG: normal
N82 26 m 1:320 Akute polymorphe psychotische , Mébius Syndrom cCT: normal; EEG: normal z_,\A__‘_u.WWO_v@_,\_
. Alkoholabusus, ADHS, Bipolare Stérung Typ 2, . GAD IgG
N4 39 m 1:100.000 emotional instabile Persdnlichkeitsstérung ¢CT: normal (4 Monate vor Aufnahme) (1:100)
L cMRT (3 Jahre nach Probenentnahme):
N141 21 f 1:1000 N&W%:%_Mwwwﬂwwxm,_\mhmw_uwﬂw_zm_._ﬁ._wom: normal; CSF (3 Jahre nach -
959 ’ 9 9 Probenentnahme): normal; EEG: normal
. Bipolare Stérung Typ 1, manische Episode, . beta-2- glycoprotein-

N149 o1 m 1:100.000 Alkoholabhangigkeit, Hepatitis C keine IgG; cardiolipin-1gG
N171 22 f 1:32.000 Moderate depressiv Episode; SLE keine -

N183 31 f 1:3200 Rezidivierende depressive Stérung, moderate keine )

Episode, Personlichkeitsstérung
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Tabelle 1

konkomitierend

Patient Alter Geschlecht W_. ;Mq qmw_ Diagnosen Befunde auftretende
ynaps Antikorper
Bipolare Stérung Typ 1, manische Episode mit
N185a 58 f 1:1000 psychotischen Symptomen, MS, spater cMRT: MS Lasionen; EEG: normal
diagnostizierte organische affektive Stérung
N185b 68 m 1:320 Bipolare Stérung Typ 1, manische Episode, cMRT: normal; Verlaufskontrolle cMRT: 4 )
’ paranoide Psychose Jahre spater: leiche Hippocampusatrophie
cMRT: alte Infarkte, chronische vaskulare
N189 77 f 1:320.000 Rezidivierende depressive Stérung Lasionen -> Leukenzephalopathie? (1 -
Monat vor Aufnahme)
Rezidivierende depressive Stérung, moderate
. Episode, Alkoholabhéangigkeit, Epileptische . )
N201 44 f 1:1000 Anfalle in der Kindheit, magliche Hypoxie bei keine
Geburt
. . . . . . cMRT: normal (4 Monate nach Aufnahme); NMDAR IgA
N203 27 m 1:320 Paranoide Schizophrenie, Polytoxikomanie EEG: normal (2 Monate nach Aufnahme) (1:10)
Rezidivierende depressive Stérung, milde NMDAR
N204 60 m 1:1000 Episode, Cannabisabusus, Melanom, Hepatitis C, keine .
Psoriasi IgM(1:32)
soriasis
. . . . cMRT: MS Lasionen; CSF: 14 cells/
Cis 117 24 f 1:10.000 Clinically isolated Syndrome ml, positive OKBs -
Tabelle 1:

Klinische und demo-graphische Patientendaten

Die anti-rat-Synapsin-la Titer ebenso wie Diagnosen und paraklinische Befunde sind der
Tabelle zu entnehmen, in Anlehnung an bereits publizierte Daten (Holtje et al., 2017).
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4.1.2 Auftreten einer 1gG vermittelten Immunreaktivitat gegen die A-Doméae von Synapsin

la

Von den achtzehn Synapsin-positiven Seren konnte bei zwolf Seren eine Immunaktivitat
gegen die Fragmente festgestellt werden. Sechs (33% in Bezug auf die Gesamtheit der
untersuchten achtzehn Proben) Seren reagierten ausschlieRlich mit dem ABC-Fragment
und waren negativ fur alle anderen Konstrukte, auch BC und C, sodass fur diese Falle
eine A-Reaktivitdat angenommen werden kann. Nur bei einer Probe war eine positive
Reaktion mit dem BC-Fragment und bei keiner der Proben eine Reaktion mit der C-
Domane zu detektieren (nicht gezeigt). In den folgenden Abbildungen 3-8 werden die
individuellen Farbemuster der Patienten mit einer Reaktivitdt gegen die A-Domane

gezeigt.
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Abb. 3:
Das Serum von Patient N12 mit Bipolarer Stérung reagiert positiv mit dem ABC-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit
Serum von Patient N12 (Verdinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG
anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG ist
kolokalisiert mit dem eYFP Signal der mit dem ABC-Fragment transfizierten Zellen, jedoch nicht mit
dem eGFP Signal des BC-Fragments, des DE-Fragments und der D- oder E-Domane. Dies deutet auf
eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen Antikorper flr die A-Doméane hin.



Ergebnisse

N32 Serum
ABC

N32 Serum 1:320 Overlay

£

o

[0,

n g '

™ o

2
N32 Serum 1:320 Overlay

g 5

g 3

’
N32 Serum 1:320 Overlay

£

2

& o

o

z
N32 Serum 1:320 Overlay

c *

o

A w ’
N32 Serum 1:320 Overlay

50 um
Abb. 4:

Das Serum von Patient N32 mit bipolarer Stérung reagiert positiv mit dem ABC-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die Fluoreszenz der mit ABC
transfizierten Zellen wurde durch die Zugabe eines anti-GFP-Antikorpers verstarkt, der mit eYFP
kreuzreagiert. Die transfizierten Zellen wurden mit Serum von Patient N32 (Verdinnung 1:320) Uber
Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG anschlieRend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG
detektiert. Das Signal von gebundenem IgG ist kolokalisiert mit dem eYFP Signal der mit dem ABC-
Fragment transfizierten Zellen, jedoch nicht mit dem eGFP Signal des BC-Fragments, des DE-
Fragments und der D- oder E-Domane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen
Antikorper fir die A-Domane hin.
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Abb. 5:

Das Serum von Patient N185a mit bipolarer Stérung reagiert positiv mit dem ABC-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit
Serum von Patient N185a (Verdinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG
anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG ist
kolokalisiert mit dem eYFP Signal der mit dem ABC-Fragment transfizierten Zellen, jedoch nicht mit
dem eGFP Signal des BC-Fragments, des DE-Fragments und der D- oder E-Domane. Dies deutet auf
eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen Antikorper flr die A-Doméane hin.
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Abb. 6:

Das Serum von Patient N185b mit bipolarer Stérung reagiert positiv mit dem ABC-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit
Serum von Patient N185b (Verdinnung 1:320) tber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG
anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG ist
kolokalisiert mit dem eYFP Signal der mit dem ABC-Fragment transfizierten Zellen, jedoch nicht mit
dem eGFP Signal des BC-Fragments, des DE-Fragments und der D- oder E-Doméane. Dies deutet auf
eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen Antikorper fur die A-Domane hin. (Mertens et al., 2018)
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Abb. 7:

Das Serum von Patient N189 mit rezidivierender depressiver Stérung reagiert positiv mit dem
ABC-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit
Serum von Patient N189 (Verdiinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG
anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG ist
kolokalisiert mit dem eYFP Signal der mit dem ABC-Fragment transfizierten Zellen, jedoch nicht mit dem
eGFP Signal des BC-Fragments, des DE-Fragments und der D- oder E-Domane. Dies deutet auf eine
Epitopspezifitdt der im Serum enthaltenen Antikorper fir die A-Doméne hin.
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Abb. 8:
Das Serum von Patient N203 mit paranoider Schizophrenie reagiert positiv mit dem ABC-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die Fluoreszenz der mit ABC
transfizierten Zellen wurde durch die Zugabe eines anti-GFP-Antikorpers verstarkt, der mit eYFP
kreuzreagiert. Die transfizierten Zellen wurden mit Serum von Patient N203 (Verdiinnung 1:320) Uber
Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG anschlieRend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG
detektiert. Das Signal von gebundenem IgG ist kolokalisiert mit dem eYFP Signal der mit dem ABC-
Fragment transfizierten Zellen, jedoch nicht mit dem eGFP Signal des BC-Fragments, des DE-
Fragments und der D- oder E-Domane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen
Antikorper fir die A-Domane hin.
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4.1.3 Auftreten einer lgG-vermittelten Immunreaktivitdt gegen die D-Doméane von
Synapsin la.

Nach der Vorstellung der Farbungsmuster der gegen die A-Domane gerichteten
Antikorper erfolgt nun die Vorstellung der Patienten, die hinsichtlich der Epitopspezifitat
der anti-Synapsin Antikorper auf eine Reaktivitat mit der D-Doméane hinweisen. Vier
Seren und ein Serum-Liquor-Paar zeigten eine |gG-Reaktivitat auf die D-Domane oder
das Konstrukt aus D und E. Zwei Seren und das Serum-Liquor-Paar waren positiv fur die
D-Domane und das DE-Konstrukt. Ein Serum war nur fir die D-Domane positiv und ein
Serum nur fur das DE-Konstrukt. Keine Probe reagierte mit der E-Domane. Dies deutet
darauf hin, dass am ehesten die D-Domane als Antigen wirkt. Die individuellen
Farbemuster werden in den nun folgenden Abbildungen 9-14 dargestellt.
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Abb. 9:
Das Serum von Patient N141 mit Posttraumatischer Belastungsstérung und Alkoholabhéngigkeit
reagiert positiv mit der D-Doméne und dem DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen
wurden mit Serum von Patient N141 (Verdinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes
IgG anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG
ist kolokalisiert mit dem eGFP Signal der mit dem DE-Fragment und der mit der D-Domane transfizierten
Zellen, jedoch nicht mit dem eYFP/eGFP Signal der ABC- und BC-Fragmente, sowie dem eGFP Signal
der E-Domane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen Antikorper fiir die D-
Domane hin.
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Abb. 10:

Das Serum von Patient N171 mit moderater depressiver Episode reagiert positiv mit der D-Doméne
und dem DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen
wurden mit Serum von Patient N171 (Verdunnung 1:320) tiber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes
IgG anschlieRend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG
ist kolokalisiert mit dem eGFP Signal der mit dem DE-Fragment und der mit der D-Doméane transfizierten
Zellen, jedoch nicht mit dem eYFP/eGFP Signal der ABC- und BC-Fragmente, sowie dem eGFP Signal
der E-Domane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen Antikérper fir die D-
Domane hin.
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Abb. 11:
Das Serum von Patient CIS117 mit Klinisch Isoliertem Syndrom reagiert positiv mit der D-Doméne
Und dem DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen
wurden mit Serum von Patient CIS117 (Verdinnung 1:320) uber Nacht bei 4°C inkubiert und
gebundenes IgG anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von
gebundenem IgG ist kolokalisiert mit dem eGFP Signal der mit dem DE-Fragment und der mit der D-
Domane transfizierten Zellen, jedoch nicht mit dem eYFP/eGFP Signal der ABC- und BC-Fragmente,
sowie dem eGFP Signal der E-Doméane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen
Antikorper fur die D-Domane hin.
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Abb. 12;

Der Liquor von Patient CIS117 mit Klinisch Isoliertem Syndrom reagiert positiv mit der D-Doméne und
dem DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen
wurden mit Liquor von Patient CIS117 (Verdinnung 1:320) Uber Nacht bei 4°C inkubiert und
gebundenes IgG anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von
gebundenem IgG ist kolokalisiert mit dem eGFP Signal der mit dem DE-Fragment und der mit der D-
Domane transfizierten Zellen, jedoch nicht mit dem eYFP/eGFP Signal der ABC- und BC-Fragmente,
sowie dem eGFP Signal der E-Doméane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Liquor enthaltenen
Antikorper fur die D-Domane hin.
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Abb. 13:

Das Serum von Patient N94 bipolarer Stérung und Alkoholabusus reagiert positiv mit der D-Doméne

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die Fluoreszenz der
transfizierten Zellen ist mit einem Anti-GFP-Antikdrper verstarkt, der auch mit eYFP kreuzreagiert. Die
transfizierten Zellen wurden mit Serum von Patient N94 (Verdinnung 1:320) Uber Nacht bei 4°C
inkubiert und gebundenes IgG anschlieRend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das
Signal von gebundenem IgG ist kolokalisiert mit dem eGFP Signal der mit der D-Doméane transfizierten
Zellen, jedoch nicht mit dem eYFP/eGFP Signal der ABC-, BC- und DE-Fragmente, sowie dem eGFP
Signal der E-Domane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen Antikorper fiir die
D-Domane hin.
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Abb. 14:

Das Serum von Patient N68 rezidivierender depressiver Stérung reagiert positiv mit dem DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen
wurden mit Serum von Patient N68 (Verdiinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes
IgG anschlielRend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG
ist kolokalisiert mit dem eGFP Signal der mit dem DE-Fragment transfizierten Zellen, jedoch nicht mit
dem eYFP/eGFP Signal der ABC- und BC-Fragmente, sowie dem eGFP Signal der D- oder E-Doméane.
Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Serum enthaltenen Antikérper fir das DE-Fragment hin.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass von achtzehn untersuchten Patienten
funf (27,8 %) 19G mit D-Reaktivitat aufwiesen. Die Domanenspezifitat des Serum-Liquor-

Paares (Patient CIS 117) stimmte in der Reaktivitat gegen die D-Domane uberein.
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4.1.4 Auftreten einer lgG-vermittelten Immunreaktivitit gegenuber mehrerer Synapsin la

Doménen

Eine Serumprobe war positiv fur die Konstrukte ABC, BC, DE, D und E (s. Abb 15). Die
isolierte C-Domane wurde, wie bei allen anderen Proben, nicht von den

Patientenantikorpern erkannt (nicht gezeigt).
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Abb. 15:

Das Serum von Patient N149 mit bipolarer Stérung reagiert positiv mit allen Fragmenten

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen
wurden mit Serum von Patient N149 (Verdiinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes
IgG anschlieRend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG
ist kolokalisiert mit dem eYFP/eGFP Signal aller Fragmente.
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4.1.5 Fehlende lgG-vermittelte Immunreaktivitdt gegeniber Synapsin Konstrukten in

Patienten mit Antikdrpern gegen full-length Synapsin

Fur 5 Seren (27,8%), die positiv auf IgG-Antikdrper gegen das Gesamtprotein Synapsin
la testeten, konnte keine Reaktion gegen eines der transfizierten Synapsin Fragmente
nachgewiesen werden. Dies wird exemplarisch anhand eines Patienten in Abbildung 16

dargestellt.
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Abb. 16:
Das Serum von Patient N45 mit persistierender Personlichkeitsveranderung nach katastrophaler

Erfahrung reagiert mit keinem der Konstrukte

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit
Serum von Patient N45 (Verdinnung 1:320) Uber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG
anschlieend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von gebundenem IgG ist mit
dem eYFP/eGFP-Signal keiner der Konstrukte kolokalisiert. Trotz der positiven Reaktion auf full length
Synapsin sind die Antikdrper im Serum dieses Patienten positiv auf keines der Teilstlicke.
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4.1.6 Nachweis von IgA Antikorpern gegen die D-Doméane und das DE-Fragment von

Synapsin la im Liguor und Serum des Indexpatienten

Bei dem Indexpatienten mit limbischer Enzephalitis wurden im Immunblot und im Zell-
basierten Assay Antikorper vom IgA- und IgG-Typ gegen full-length-Synapsin festgestellt
(Piepgras et al., 2015). Es konnte jedoch kein gegen einzelne Domanen gerichtetes 1gG
nachgewiesen werden. Sowohl der Liquor als auch das Serum des Indexpatienten testete
jedoch positiv fur Antikdrper vom IgA-Typ gegen die D-Domane und das DE-Fragment
(s. Abb. 17 und 18).

Patienten IgA Patienten IgA
eGFP/eYFP (CSF) overlay eGFP (CSF) overlay

Abb. 17:
Der Liquor des Indexpatienten mit limbischer Enzephalitis enthalt IgA-Antikdrper gegen die D-
Domane und das DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist
die erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten
Zellen wurden mit Liquor des Indexpatienten (Verdiinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und
gebundenes IgA anschlieBend mittels Texas red anti-human IgA detektiert. Das Signal von
gebundenem IgA ist kolokalisiert mit dem eGFP Signal der mit dem DE-Fragment und der mit der
D-Domane transfizierten Zellen, jedoch nicht mit dem eYFP/eGFP Signal des ABC-Fragments,
sowie dem eGFP Signal der E-Domane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im Liquor
enthaltenen Antikorper fiir die D-Domane hin (Mertens et al., 2018).
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Abb. 18:
Das Serum des Indexpatienten mit limbischer Enzephalitis enthélt IgA-Antikérper gegen die D-
Doméne und das DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Fragmenten
transfiziert, fixiert und mit Triton X-100 permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die
erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten
Zellen wurden mit Serum des Indexpatienten (Verdiinnung 1:320) tGber Nacht bei 4°C inkubiert und
gebundenes IgA anschliefend mittels Texas-red anti-human IgA detektiert. Das Signal von
gebundenem IgA ist kolokalisiert mit dem eGFP-Signal der mit dem DE-Fragment und der mit der
D-Domane transifzierten Zellen, jedoch nicht mit dem eYFP/eGFP Signal der ABC- und BC-
Fragmente, sowie dem eGFP Signal der E-Domane. Dies deutet auf eine Epitopspezifitat der im
Serum enthaltenen Antikorper fur die D-Domane hin (Mertens et al., 2018).



Ergebnisse

4.1.7 Gesunde Kontrollen weisen keine Antikdrper gegen die verschiedenen Synapsin la

Konstrukte auf

Als Kontrollgruppe wurden die Seren von 9 gesunden Personen hinsichtlich einer
Reaktivitat gegen die beschriebenen Synapsin la Konstrukte untersucht. Weiterhin
wurden die Liquores von 2 Kontrollpersonen analysiert. Die Untersuchungen ergaben fur
keine der Proben ein positives Testergebnis hinsichtlich einer IgG oder IgA Reaktivitat
gegen eines der Konstrukte. Im Nachfolgend wird eine exemplarische Darstellung an
Hand einer Serum-Kontrolle auf IgG und einer Liquor-Kontrolle auf IgA und 1gG, Abb. 19
und 20 gezeigt.

ABC

-

* overlay

Kontroll CSF

Kontroll CSF

overlay eGFP Kontroll CSF overlay

Abb. 19:
Der Liquor einer gesunden Kontrolle reagiert weder mit dem ABC- noch mit dem DE-Fragment

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (DE) co-exprimierenden Synapsin-Fragmenten
transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche Expression der auf
dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit CSF einer gesunden
Kontrolle (Verdiinnung 1:320) Gber Nacht bei 4°C inkubiert und gebundenes IgG anschlieRend mittels
Alexa Fluor 594 anti-human IgG, IgA mit Texas Red goat-anti-human-IgA detektiert. Das Signal von
gebundenem IgG oder IgA ist mit dem eYFP/eGFP-Signal keiner der Konstrukte kolokalisiert (Mertens
et al., 2018).
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Abb. 20:
Das Serum von der gesunden Kontrolle Ctl DL reagiert mit keinem der Konstrukte

HEK293 Zellen wurden mit eYFP (ABC) oder eGFP (BC, DE, D, E) co-exprimierenden Synapsin-
Fragmenten transfiziert, fixiert und permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche
Expression der auf dem Plasmid kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit
Serum von der gesunden Kontrolle Ctl DL (Verdinnung 1:320) tber Nacht bei 4°C inkubiert und
gebundenes IgG anschlieBend mittels Alexa Fluor 594 anti-human IgG detektiert. Das Signal von
gebundenem IgG ist mit dem eYFP/eGFP-Signal keiner der Konstrukte kolokalisiert.
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Insgesamt zeigte die Mehrzahl der Patienten eine Immunreaktivitat entweder gegen die
A-Domane oder die D-Domane. In Tabelle 2 werden die Domanen-Spezifitaten der
Antikorper aller getesteten Patienten noch einmal dargestellt.

Patient ABC- BC- DE- D- E-
Reaktivitat | Reaktivitat | Reaktivitat | Reaktivitat | Reaktivitat
N12 + - - - _

N32 + - - - -
N45 - - - : '

N68 - - + - 3

N82 - - - - :

N94 - - -
N141 - - +
N149 + + +
N171 - - +
N185a + - - - :
N185b + - - - :
N183 - - - - 3
N189 + - - - 3
N201 - - - - :
N203 + - - : :
N204 - - - - :
CIS117 Serum - - + + }
Cis117 CSF - - + + -
Indexpat. Serum - - +(IgA) +(IgA) -
Indexpat. CSF - - +(IgA) +(IgA) -

Tabelle 2:
Zusammenfassung der Ergebnisse des Tests auf Domé&nenspezifitdt von Antikbrpern gegen
Synapsin la mittels Immunfluoreszenz

Von den achtzehn untersuchten Patienten zeigen sechs eine A-Reaktivitét, sechs eine D-
Reaktivitat und einer eine Reaktivitdt gegen alle untersuchten Fragmente bis auf die C-Domane.
Die Patienten, von denen sowohl Serum als auch Liquor zur Verfligung standen, zeigten in Serum
und Liquor die gleiche Domanenspezifitat, in beiden Fallen fir die D-Domane. Nur bei einem
Patienten war die Anti-Synapsin-Reaktivitat IgA-vermittelt, in allen anderen Fallen lagen IgG-
Antikorper vor.
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4.2 1gG-Subklassen bei Domanen-positiven Patienten

In der Uberwiegenden Mehrheit der Falle war die gegen Synapsin | gerichtete
Autoimmunitat IgG-vermittelt. IgGs differenzieren sich in vier Subklassen, die sich in ihrer
Fahigkeit zur Opsonierung und Neutralisierung und in ihrer Affinitat zum Fc-Fragment
unterscheiden. Um ein besseres Verstandnis von einem moglichen Pathomechanismus
zu gewinnen, wurden die bei den Domanen-positiven Patienten vorliegenden IgG-
Subtypen untersucht. Hierfur wurden transfizierte HEK Zellen mit Serum und, soweit
vorhanden, Liquor der Patienten Uber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlielliend mit
spezifisch gegen die vier IgG-Subtypen gerichteten Sekundarantikorpern in einer
Verdunnung von 1:300 gefarbt. Dabei zeigte sich ein gemischtes Bild. Nur in einem Fall
lagen zwei verschiedene, in allen anderen Fallen nur jeweils eine IgG-Subklasse vor. Bei
sieben Patienten lag im Serum IgGs4 vor, bei einem Patienten 1gG1 in Serum und Liquor
und bei einem Patienten IgGs im Serum. Bei einem Patienten konnten zwei verschiedene
Subklassen, IgG+ und IgG4, nachgewiesen werden. (exemplarische Darstellung an Hand
einiger Patienten mit Negativkontrollen s. Abb. 21). Ein Patient war positiv fur keine der
Subklassen. 1gG2> wies keiner der untersuchten Patienten auf (fur eine

Zusammenfassung der Subtypen s. Tabelle 3).

Patient IgGy IgG2 IgGs IgG4 Target
Domain

CIS117 serum + - -
CIS117 CSF + - -
N12 - - -
N32 - - -
N68 - - -
N94 - - -
N141 - - -
N149 + - -
N171 - - +
N185a - - -
N185b - - -
N189 - - + -
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Tabelle 3:
Zusammenfassung der Tests Synapsin-la-Doméanen positiver Patienten auf die vorliegenden IgG
Subtypen

Sieben Patienten zeigten eine IgGa vermittelte Immunreaktivitat, ein Patient hatte Antikbrper vom
Subtyp IgGs, einer vom Subtyp IgG1 und keiner vom Subtyp IgGz. Ein Patient hatte Antikérper sowohl
vom IgG1- als auch IgGs-Typ.
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CIS117 1gG Patienten IgG Overlay

O

Kontrolle la

Abb.21:
Exemplarische Darstellung der gefundenen IgG Subklassen-Verteilungen der Patienten mit
Antikérpern gegen Synapsin la Konstrukte

HEK293 Zellen wurden mit eGFP co-exprimierendem Ratten-Synapsin la transfiziert, fixiert und
permeabilisiert. An der griinen Fluoreszenz ist die erfolgreiche Expression der auf dem Plasmid
kodierten Proteine zu erkennen. Die transfizierten Zellen wurden mit Serum der Domanen-positiven
Patienten und einer gesunden Kontrolle (Verdinnung 1:320) iber Nacht bei 4°C inkubiert und
gebundene IgG Subtypen anschliefend mit Alexa Fluor 649 anti human 1gG1, IgGz, 1gGs oder 1gGs
detektiert. Die Aufnahmen erfolgten mit einem konfokalen Laser-Mikroskop

A: Die Serumprobe von Patient CIS117 zeigt eine deutliche Reaktivitat fir Antikorper der IgGs
Unterklasse, die weitere Unterklassen 1gG2.4 konnten nicht detektiert werden. B: Die Serumprobe von
Patient N149 zeigt mit einer deutliche Reaktivitat fiir Antikdrper der IgG1 und IgG4 Subklasse als einzige
Probe eine Reaktivitat fiir 2 verschiedenen Subklassen. Die Serumprobe von Patient N171 zeigt eine
ausschlieBliche 1gGs Reaktivitat. C: Die Serumprobe einer gesunden Kontrolle zeigt keine Reaktivitat
fur eine der IgG Subklassen mit Synapsin la.
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4.3 IgA Antikorper im Liquor bei Patienten mit beginnenden Demenzen

Durch eine Kooperation mit dem ECR (Experimental and Clinical Research Center) der
Charité wurde es moglich, eine grollere Anzahl von Liquorproben hinsichtlich des
Vorkommens  von  anti-Synapsin  Autoantikbrpern  zu  untersuchen.  Die
Hochschulambulanz Gedachtnissprechstunde des ECR stellte Liquorproben von 110
Patienten, die sich mit kognitiven Auffalligkeiten vorgestellt haben, sowie von 14
gesunden Kontrollen zur Verfugung. Die Diagnosen waren unterschiedlich und
beinhalteten SMC (Subjective Memory Complaints) (13), Demenzen vom Alzheimer-Typ
(40), frontotemporale Demenzformen (8), vaskulare Demenzen (4), affektive Storungen
mit kognitiven Beeintrachtigungen (18), Demenzen vom Mischtyp (5), Demenzen
unklarer Atiologie (19) und andere Formen (3). Die Gruppen unterschieden sich nicht
signifikant bezuglich des Geschlechts (Fishers exakter Test, p= 0,54) und des Alters
(Mann-Whitney u Test, p=0,61). Fur eine erste, praktikable Methode zum schnellen
Testen aller Proben auf Synapsin Antikorper wurde zunachst der Western Blot
verwendet. Es wurden eine SDS-Gelelektrophorese mit Gesamthirnhomogenat von
Wildtyp-Mausen sowie Triple-KO-Mausen fur Synapsin |, Il und Il (TKO) durchgefluhrt
und die aufgetrennten Proteine im Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulose-Membran
Ubertragen. Im Immunoblot mit Patienten Liquores in der Verdiunnung 1:100 und einem
gegen IgG gerichteten Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper konnte fur keinen
Patienten eine Reaktivitat gezeigt werden. Bei Verwendung eines Peroxidase-
gekoppelten und gegen IgA gerichteten Sekundarantikorpers jedoch zeigten sich bei
einigen Patientenproben Banden auf einer Hohe von etwas Uber 70 kDa. Diese Banden
waren auf der Synapsin TKO Spur nicht nachzuweisen. Bei Auftragung einer Fraktion
ungereinigter synaptischer Vesikel der Wildtyp-Maus, die besonders reich an
synaptischen Proteinen ist, konnte eine Verstarkung des Signals gegenuber dem
Wildtyp-Gesamthirnhomogenat gezeigt werden (exemplarisch an 4 Patienten gezeigt in
Abbildung 22).
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Pat. L1 Pat. 14 Pat. C8 Pat. C7
kDa
110 — 110 — v @ 110 — 110 — h1gA
o | w— o ’ 70 _ | - 70 —
P
40 — _ _
-- 40 “- 40 g 40_E GAPDH
b, g
8,70 ) 4y S Zn Y, 4y S,
Q%VQ% 4b @’)b 7 Cf ol 2 x
{S‘oé /‘@//.) } s, ‘0‘96’ re [o) o 'f‘o
©, O %, 7S,
Lg2 e %
. @p@@@
[N &/4_
4

B Positiv- und Negativkontrollen

Indexpat.
kba ———

110— - kDa Pat.3  Pat. GK Pat.D7  Pat.L Pat. SU Pat. SW

70— = 10—
h “ o0 ( ﬁ ok

40— _
|-. GAPDH ] cnes cpremres aEpeee o GEED WS S| CAPDH

> g, A S S A S A

o

Abb. 22:
Immunblots zum Nachweis von anti-Synapsin-Antikérpern im CSF von Demenzpatienten

A: Exemplarisch dargestellt sind vier der positiven Patienten aus der Demenzkohorte. Es zeigt sich
im Wildtyp- Gesamthirnhomogenat der Maus (Patient 14, C8 und C7) sowie in einer Fraktion
synaptischer Vesikel aus dem Wildtyp Gehirn (Patient L1 und Patient 14) eine Bande etwas oberhalb
von 70 kDa. In Patient 14 ist eine Verstarkung des Signals vom Homogenat zur Versikelfraktion zu
erkennen. Diese Bande ist im Gesamthirnhomogenat der Synapsin TKO Maus verschwunden.

B: Dargestellt ist das Bandenmuster des Indexpatienten, sowie der Probenauftrag von 6
Kontrollliquores. Negativkontrollen zeigen keine Bande im Wildtyp und der Indexpatient ist stark
positiv im Wildtypgesamthirnhomogenat, wahrend im Syn | KO Gesamthirnhomogenat die Banden
zum groRten Teil verschwunden sind. Als Sekundarantikorper fir die Patientenseren wurde in allen
Fallen anti-human-IgA-Antikorper verwendet, als Ladungskontrolle diente GAPDH.

Von den 110 untersuchten Patienten zeigten 5 (4,5%) eine anti-Synapsin typische
Reaktion im Western Blot. Von den 14 untersuchten gesunden Kontrollen zeigen 2
(14,2%) eine anti-Synapsin typische Reaktion im Western Blot, wobei eine der Kontrollen
auffallige Tau-Werte aufwies und bei der anderen Kontrolle eine Tumorerkrankung
diagnostiziert wurde. Dies war bei p=0,18 im exakten Test nach Fisher nicht statistisch
signifikant. Nahere Informationen zu den positiven Patienten sind der Tabelle 3 zu
entnehmen.
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Geb.- hTau B-Amyloid | B-Amyloid
Patient | Geschlecht amE? [pg/mL] (1-42) (1-40) Diagnose Begleit-erkrankungen MRT
[pg/mL] [pg/mL]
L1 w 27.07.51 | 595 885 7831 Leichte kognitive Storung Keine -
(MCl)
dementielles Syndrom, a.e . .
D7 w 21.07.34 373 299 5649 . keine Angaben keine Angaben
vom Alzheimer-Typ
Leichtes dementielles akzentuierte innere und duRere
Svndrom a.e. vom Alz- Presbyakusis, DreigefaR-KHK mit | Liquorrdaume und mittel- bis hochgradige
14 m 01.01.33 823 229 6806 .< o . multiplen Stents und Z.n. STEMI hippocampale Volumenminderung bds.
heimer-Typ, leichtgradige N .
. . 2006 (re>li) mit Erweiterung des Temporalhorns
depressive Episode . .
und der Fissura choroidalis
m<m.MmMM:ﬂMM_‘mmawﬁhmmmmn_ﬂw: Vitamin D Mangel, arterielle
16 w 22.07.65 188 459 3920 P psy Hypertonie, gastrodsophageale
Symptomen DD .
- . Refluxkrankheit
Schizophrenie
Hypercholesterindmie, Hyper-
c1 m 06.08.51 | 301 870 8005 gesunde Kontrolle tension, benigne Prostata- -
hyperplasie, Schwerhorigkeit
links, Aortenklappenstenose
Depressive Episode mit
c8 w 04.03.35 686 1710 15123 objektivierbaren Diabetes Typ Il, COPD Unauffallig
kognitiven Defiziten
Parotistumor OP, Hypertonus,
E7 m 31.07.46 209 1065 7935 gesunde Kontrolle Hypercholesterindmie, Knoten -
in Schilddriise
_.m_n:,.ﬁm _Aoms_ﬁ_.,\m Storung . Extern und frontoparietal betonte Atrophie,
bei V.a. beginnende Z.n. Mamma-Karzinom OP . .
c7 w 27.02.47 384 445 7029 . . ausgepragte Leukenzephalopathien
chronisch neurode- (1980), Arterieller Hypertonus . e S
. periventrikuldr und paraventrikular bds.
generative Erkrankung
Thbl. 4:

Anti-Synapsin-positive Probanden aus der Gedé&chtnissprechstunde:

Aufgefuihrt sind die anti-Synapsin-I-positiven Patienten und Kontrollen aus der Gedachtnissprechstunde mit Alter, Geschlecht, Diagnosen, Liquor-
und MRT-Befunden. Farbig hervorgehobene Werte sind pathologisch. Abnahmezeitraum war zwischen 05/2018 und 10/18.
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5. Diskussion:

5.1 Eignung der gewahlten Methode

In der vorliegenden Arbeit sollten zunachst an Hand Zell-basierter Assays
vorbeschriebene Antikdrper gegen Synapsin | im Serum von Patienten mit verschiedenen
psychiatrischen und neurologischen Diagnosen bezuglich ihrer Epitopspezifitat
charakterisiert werden. Hierfur wurden mit einzelnen Fragmenten des Proteins
transfizierte HEK-Zellen genutzt. Methodisch spricht zunachst einmal die gut
detektierbare Fluoreszenz der eYFP/eGFP-Tags der Synapsin-Fragmente fur eine
erfolgreiche Transfektion. Wie gezeigt wurden die einzelnen Domanen von spezifisch
gegen sie gerichteten Antikdrpern erkannt. Dies spricht fur eine Spezifitat in Expression
und Detektierbarkeit der Teilstucke. Die Reaktivitat der meisten anti-full-length-Synapsin
positiven Patienten mit einigen, aber nicht allen, Fragmenten und die fehlende Reaktivitat
gesunder Kontrollen lassen die gewahlte Methode fur die Fragestellung grundsatzlich als
geeignet erscheinen.

5.2 Domanenspezifitat der Antikorper

Es scheint trotz des sehr variablen klinischen Bildes mit der A-Domane und der D-
Domane eine Praferenz fur zwei Domanen als antigene Epitope zu existieren. Sieben der
18 Seren waren fur das ABC-Fragment, aber nicht fir das BC-Fragment oder die C-
Domane positiv, was auf eine A-Reaktivitat schlieRen lasst. Da Konstrukte fur die isolierte
A- oder B-Domane nicht vorlagen, konnte eine isolierte A- oder B-Reaktivitat nicht

getestet werden.

Vier Seren und das Serum-Liquor-Paar reagierten mit Fragmenten, in denen die D-
Domane enthalten war. Dabei waren die Proben von drei Patienten wie zu erwarten fur
die D-Domane und das DE-Fragment positiv. Uberraschenderweise reagierte ein Serum
nur auf die D-Domane und nicht auf das DE-Fragment und ein anderes Serum nur auf
das DE-Fragment, nicht aber auf die D- oder E-Domane. Moglicherweise kann dieses
Phanomen mit Faltungsunterschieden zwischen einzelnen Domanen und dem

Gesamtprotein erklart werden. Im Fall des Patienten N68, der nur auf die Kombination
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aus D-Domane und E-Domane reagierte, aber mit keiner einzelnen Domane, ist nicht
sicher zu sagen, welcher Teil des Proteins das antigene Epitop ist. Da aber insgesamt
eine Praferenz fur die D-Domane zu existieren scheint, ist eine D-Reaktivitat als
wahrscheinlicher einzuschatzen. Bis auf eine Ausnahme, Patient N149, hatten alle
Patienten lediglich Antikorper gegen eine Domane. In diesem Zusammenhang ist
auffallig, dass Patient N149 mit Reaktivitat gegen fast alle Domanen mit 1:100.000 den
hochsten Antikorpertiter gegen das full-length-Protein hat. Insgesamt scheint es jedoch
keine Korrelation zwischen Antikorpertiter und Ausmal} der Reaktivitat gegen einzelne
Domanen oder Anzahl der antigen wirkenden Domanen zu geben. So hat zum Beispiel
Patient N183 mit 1:32.000 einen vergleichsweise hohen Titer, reagiert aber mit keinem
der einzelnen Synapsinfragmente, wahrend N12 trotz des niedrigen Titers von 1:320 eine
A-Reaktivitat zeigt. Gegen die C-Domane, obwohl diese das langste Teilstlck ist, waren
in keinem Fall Antikorper gerichtet. Moglicherweise liegt dies daran, dass die C-Domane
der Teil des Proteins ist, der in Lipidmembranen inseriert und daher nicht immunologisch
sichtbar wird (Sudhof et al., 1989). Um die Domanenspezifitat statistisch signifikant mit
klinischen Charakteristika zu korrelieren, ist die Fallzahl zu gering. Es fallt lediglich auf,
dass vier von sechs A-positiven Patienten mit einer bipolaren Storung diagnostiziert
waren. Funf von 18 Patienten zeigen eine Reaktivitat fur keine der Domanen. Dies kann
moglicherweise ebenfalls mit Faltungsunterschieden zwischen dem full-length Protein
und den Fragmenten erklart werden. Eine andere Moglichkeit ist, dass das antigene
Epitop bei den Domanen-negativen Patienten nicht innerhalb einer Domane liegt,
sondern das N-terminale Ende der C-Domane und das C-terminale Ende der D-Domane
beinhaltet. Dieser Abschnitt wurde in keinem der Assays zusammenhangend exprimiert.
Weiterhin kann eine gegenuber dem Gesamtprotein verminderte Affinitat der Antikorper
hinsichtlich der Domanen nicht ausgeschlossen werden, der Einsatz hoherer
Serumkonzentrationen als der angewendeten (1:320) resultierte jedoch in einer
deutlichen Verschlechterung der Signal zu Hintergrund Farbung und erlaubte daher keine
gesicherten Aussagen Uber das Bindungsverhalten. Fur den Indexpatienten konnte eine
intrathekale Antikorpersynthese durch Berechnung des Antikorperindex zwischen Liquor
und Serum nachgewiesen werden (Piepgras et al., 2015). Fur das einzige daruber hinaus
verfugbare Liquor-Serum-Paar des Patienten CIS117 konnte bei einem AntikOrpertiter im
Liquor von 1:1000 und einem Antikorperindex von 19,6 ebenfalls eine intrathekale
Synthese gezeigt werden. Aufgrund der nicht vorhandenen Liquorproben der anderen
Patienten kann bislang keine generalisierte Aussage uber das Auftreten von Antikrpern
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im Liquor oder das Vorhandensein einer intrathekalen Synthese von anti-Synapsin

Antikorpern in diesen Patientenkohorten getroffen werden.

5.3 IgG Subklassen:

Die Analyse der Subtypen ergab ein gemischtes Bild. Ein Patient war sowohl im Serum
als auch im Liquor positiv fur IgG1, zwei Patienten fur 1IgGs, sieben Patienten fur IgGs und
ein Patient sowohl fur IgG1 als auch fur IgG4. Dabei ist auffallig, dass der einzige Patient
mit mehr als einem AntikOrpersubtyp, Patient N149, auch der einzige Patient mit
Immunreaktivitat gegen mehr als eine Domane ist. Welche Antikorpersubklasse dabei mit
welcher Domane reagierte, konnte bislang nicht untersucht werden. Als einzigem
Domanen-positiven Patienten, der auf IgG Subklassen getestet wurde, war bei N203
keine Zuordnung der Antikorper zu einer Subklasse moglich. Mdglicherweise hangt dies
mit dem niedrigen Titer dieses Patienten am unteren Rand des Testbereiches (1:320)

Zusammen.

Die unterschiedlichen 1gG-Subtypen unterscheiden sich in ihrer Affinitat zum
Komplement-System und ihrer Fahigkeit zur Opsonierung. IgG+ und IgGs sind potente
Opsonine und aktivieren das Komplementsystem stark. 1gGs4, der in dieser
Patientenkohorte am weitesten verbreitete Subtyp, ist insgesamt der am wenigsten
haufig vorkommende Antikorpertypus. Trotz des im Vergleich zu anderen Subtypen
seltenen Auftretens ist eine Assoziation von IgGs mit vielen Autoimmunerkrankungen
beschrieben, wobei die Pathogenitat der Antikorper nicht in allen Fallen nachgewiesen
ist (Koneczny, 2018). So kann IgGs Myasthenia Gravis verursachen (Huijbers et al.,
2013). Eine Multisystem-Erkrankung, die prinzipiell jedes Organ betreffen kann, scheint
im Zusammenhang mit 1gG4 zu stehen (Hamano et al., 2018). Betrachtet man den
Formenkreis der Autoantikdrperenzephalitiden, so findet man IgGs bei der anti-LGl4
Enzephalitis (Arino et al., 2016), bei der anti-DPPX Enzephalitis (Hara et al., 2017) und
bei der anti-Caspr2 Enzephalitis (van Sonderen et al., 2016). Die Fahigkeit zur
Opsonierung ist bei IgGs schwach ausgepragt und es findet kaum eine Komplement-
Aktivierung statt. Eine ungewohnliche Eigenschaft von 1gGs ist die Bildung von
Hybridantikorpern mit Affinitat zu zwei unterschiedlichen Epitopen pro Antikdrpermolekdl.
Alle IgG-Subklassen sind in der Lage, ihr Antigen zu neutralisieren.
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IgG verteilt sich gut im extravasalen Raum, und scheint somit fur eine Antikorper-
vermittelte Schadigung von Nervengewebe zunachst der ideale Kandidat zu sein. Wenn
man bedenkt, dass das hier relevante Antigen intrazellular befindet, ist ein
Schadigungsmechanismus durch Opsonierung und anschlieBende Komplement- oder
Phagozytenaktivierung nicht sehr wahrscheinlich. Am ehesten ist eine Schadigung durch
Neutralisation des Antigens oder durch intrazellulare Akkumulation von Antikdrpern und
nachfolgendem Zelltod denkbar.

5.4 Antikorper bei Demenzpatienten

Von den untersuchten 110 Patienten aus der Demenzsprechstunde waren funf (4,5%) im
Westernblot positiv auf Antikdrper gegen Synapsin vom IgA Typ. Von den untersuchten
14 Kontrollpatienten waren zwei (14%) positiv. Relativierend muss angemerkt werden,
dass eine der beiden Kontrollen ein auffalliges Tau-Protein im Liquor und die zweite
Kontrollperson ein Tumorgeschehen aufweist. Keiner der untersuchten Patienten war
IgG positiv. Aufgrund der bislang noch sehr geringen Kontrollzahl ist hieraus keine
signifikante Schlussfolgerung zu ziehen. Auch war das Kollektiv der untersuchten
Patienten sehr heterogen, es lagen unterschiedliche Demenzformen sowie affektive
Storungen mit lediglich kognitiven Begleitsymptomen vor. Es hat sich aber gezeigt, dass
nicht nur, wie von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, 1gG-Antikorper gegen Synapsin,
sondern auch, wie initial bei dem Indexpatienten, IgA-Antikorper ein moglicherweise
relevantes Phanomen sind. Aullerdem konnte das erste Mal das Vorkommen von
Synapsin-Antikorpern im Liquor in weiteren als den vorab beschriebenen zwei Fallen

gezeigt werden.

5.5 Pathogenetische Relevanz:

Durch das Auftreten von Anti-Synapsin-Antikorpern bei einem relevanten Anteil von
Patienten mit neurologischen oder psychiatrischen Erkrankungen im Serum und bei
einigen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Demenz-Patienten im Liquor wird die

Frage nach einer pathogenetischen Relevanz dieser Antikorper aufgeworfen. Das
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antigene Protein Synapsin ist intrazellular, daher ist zu diskutieren, wie es in Kontakt mit
dem Immunsystem kommen kann und ob Antikdrper dagegen eine pathogenetische
Relevanz haben oder lediglich ein Epiphanomen darstellen.

Im Allgemeinen sind Antikorper gegen intrazellulare Proteine bei autoimmunen
Prozessen mit neuronaler Beteiligung wie bereits eingangs beschrieben eher von
diagnostischer Bedeutung, wahrend die Zellschadigung T-Zell-vermittelt ist. Im Fall
unseres Indexpatienten ist allerdings auffallig, dass eine immunsuppressive Therapie zur
Verbesserung der Symptomatik fuhrte (Piepgras et al., 2015). Dies ist bei den
klassischen T-Zell-vermittelten meist paraneoplastischen neurologischen Erkrankungen
mit AntikOrpern gegen intrazellulare Proteine in der Regel nicht der Fall. Aullerdem
konnte keine zu Grunde liegende maligne Erkrankung festgestellt werden. Noch
unpublizierte funktionelle Studien weisen auf eine pathogenetische Relevanz der IgA-
Antikorper des Indexpatienten hin. In welchem Mal3e dies auch fur das IgG der anderen
Patienten oder das IgA der Demenzkohorte gilt, bzw. in wie weit der Indexpatient eine

Sonderstellung einnimmt, bleibt zu untersuchen.

Andere Beispiele zeigen, dass eine Zellschadigung durch Antikorper gegen intrazellulare
Antigene nicht prinzipiell undenkbar ist. In der Einleitung wurden bereits anti-
Amphiphysin-Antikorper (Geis et al., 2010; Werner et al., 2016) und anti-Yo-Antikorper
(Greenlee et al., 2010) genannt, bei denen es zur Internalisierung und zur Zellschadigung
durch Antikorper kommt. Die physiologische Relevanz eines solchen Prozesses kdnnte
in der Clearance von pathologischen intrazellularen Proteinen liegen. So werden zum
Beispiel IgG anti-Tau-Antikorper von Neuronen Uber das Fc-Fragment rezeptorvermittelt
endozytiert und verbessern die Tau-Clearance. Dabei ist die Endozytoserate abhangig
vom Gesamt-Tau und scheint somit epitopspezifisch von statten zu gehen (Congdon et
al., 2013). Eine epitopspezifische Internalisierung konnte auch fur anti-Amphiphysin-
Antikorper gezeigt werden (Geis et al., 2010). Fur den Fall, dass diese Antikorper eine
fur die klinische Symptomatik ursachliche Bedeutung haben, kann man sich die
Vielgestalt der klinischen Bilder durch das nahezu ubiquitare Vorkommen Synapsins im

gesamten Nervensystem erklaren.

Andererseits ist es auch mdglich, dass aufgrund anderer Pathologien neuronale Zellen
zerstort werden und Synapsin dadurch in den Extrazellularraum gelangt. In diesem Fall
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waren Antikorper gegen Synapsin lediglich Marker fur einen bestehenden Zelluntergang,
aber nicht die Ursache dafur. Dann konnte es lohnenswert sein, die Pravalenz von Anti-
Synapsin-Antikbrpern bei Patienten mit fortgeschrittener Demenz oder bei der hier
untersuchten Kohorte zu einem spateren Zeitpunkt zu testen und Anti-Synapsin-
Antikorper auf ihre Eignung als klinischen Marker zu Uberprufen.

5.6 Detektion durch das Immunsystem

Synapsin scheint im Rahmen von neuronalen Reparaturvorgangen in Assoziation mit
Exosomen von Gliazellen nach extrazellular sezerniert zu werden (Wang et al., 2011).
Exosomen sind kleine Vesikel mit einem Durchmesser unter 100 nm, die nicht direkt von
der Plasmamembran abgeschnurt werden, sondern aus Multivesicular Bodies sezerniert
werden. Exosomen neuronaler Herkunft kbnnen nicht nur in den Liquor gelangen,
sondern sind auch aus dem Serum isolierbar. Exosomal sezerniertes Synapsin im Serum
ist also eine Mdoglichkeit fur periphere Immunzellen, mit Synapsin in BerUhrung zu

kommen.

Verschiedene experimentelle Daten haben in der Vergangenheit dazu gefuhrt, eine unter
physiologischen Bedingungen strikte Trennung zwischen ZNS und peripherem
Immunsystem anzunehmen. So wird ins Gehirn transplantiertes Fremdgewebe zunachst
nicht abgestof3en, man stiel3 nicht auf klassische Antigen-prasentierende Zellen, wie zum
Beispiel dendritische Zellen, und das Gehirnparanchym ist nicht mit lymphatischen
Gefalden versorgt. Mittlerweile ist eher von einer immunologischen Sonderstellung als
von einer unuberwindbaren Barriere auszugehen. Es gibt lymphatische Gefalie in den
Meningen, die zentrale Antigene in die nasale Mukosa und letztendlich in die zervikalen
Lymphknoten drainieren. Diese lymphatischen GefalRe kommunizieren mit dem
subarachnoidalen Raum und mit dem sogenannten perivaskularen Raum, der das
Hirnparenchym versorgende arterielle Gefalle umgibt (Kida et al., 1993; Yamada et al.,
1991). Es konnte auch gezeigt werden, dass in den CSF injizierte dendritische Zellen in
die zervikalen Lymphknoten wandern, interessanterweise bevorzugt in die B-Zell-Follikel
(Hatterer et al., 2006). In den Meningen befinden sich zahlreiche lymphatische Zellen,
die dort gut lokalisiert sind, um das ZNS immunologisch uberwachen. Bei
psychologischem Stress oder kognitiven Herausforderungen findet eine vermehrte
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Wanderung von T-Zellen zum Plexus choroideus statt, der unter diesen Umstanden
verstarkt das Adhasionsmolekul ICAM-1 exprimiert (Derecki et al., 2010; Lewitus et al.,
2008). Sowohl dieser immunologische Aul3enposten in den Meningen an den Grenzen
des ZNS als auch die peripher gelegenen zervikalen Lymphknoten sind Orte, an denen
das Immunsystem in Kontakt mit Synapsin kommen kdnnte, nachdem dies zum Beispiel
uber Exosomen in den Extrazellularraum gelangt. Wegen der engen Verbindung zum
Liquorsystem wirde man in diesem Fall allerdings die Prasenz des Antigens im Liquor
erwarten. Praliminare Daten aus einer massenspektrometrischen Untersuchung des

Liquors des Indexpatienten konnten dies zunachst nicht bestatigen.

5.7 Physiologische Autoimmunitat

Im Allgemeinen wird Autoimmunitat als ein unerwunschtes, pathologisches Phanomen
betrachtet, bei dem die Kontrollmechanismen des Immunsystems versagt haben.
Beginnend mit Irun Cohens Theorie des immunologischen Humunculus gibt es aber auch
Stimmen, die die Existenz einer physiologischen, nutzlichen Autoimmunitat insbesondere
gegen neuronale Antigene postulieren (Cohen, 1992; Kipnis et al., 2012; Nataf, 2017a).
Mause mit SCID (severe combined immune deficit) zeigen kognitive Einschrankungen
(Brynskikh et al., 2008). Ebenso sind Mause, deren CD4+-T-Zell-Repertoire
ausschlieRlich gegen Albumin gerichtet ist, gegenuber Wildtyp-Mausen im Morrison-
Water-Maze schlechter trainierbar. lhre Performance verbesserte sich nach
Verabreichung von Wildtyp-Splenozyten, sowie interessanterweise auch nach
Verabreichung von ausschlieBlich Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein  (MOG)
spezifischen CD4+ T-Zellen (Radjavi et al., 2014). Bei kognitiven Herausforderungen
sammeln sich CD4+ T-Zellen in den Meningen. Verhindert man dies mittels
Immunmodulation, resultiert daraus ein proinflammatorischer Phanotyp meningealer
myeloider Zellen und kognitive Einschrankungen der betroffenen Mause (Derecki et al.,
2010). Eine funktionierende Population autoreaktiver T-Zellen gegen neuronale Antigene
scheint also eine neuroprotektive und prokognitive Wirkung zu haben. Fur die humorale
Immunabwehr gibt es weniger Daten. Eine Untersuchung der Antikorperrepertoires von
Neugeborenen und ihren Muttern zeigte, dass diese Neugeborenen ein IgG-Repertoire
hatten, dass dem ihrer Mutter sehr ahnlich war. Dies ist wenig Uberraschend, da IgG die

Plazenta Uberqueren kann. In ihrem IgM-Repertoire, das von den Neugeborenen selbst
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kommen muss, da IgM nicht plazentagangig ist, gab es groRe Unterschiede zum
mtterlichen IgM, aber grofie Ahnlichkeiten zwischen den verschiedenen Neugeborenen
und ein groRer Teil dieser IgM-Antikorper war autoreaktiv. Dies spricht dafur, dass
naturliche Autoantikorper zwischen den verschiedenen Menschen ahnlich sind und
haufig eben autoimmun (Merbl et al., 2007).

Die Beobachtung, dass es zwar unzahlbar viele mogliche Zielstrukturen fur
Autoimmunitat gibt, aber nur wenige davon haufig die Ausloser flur
Autoimmunerkrankungen sind und diese relevanten Autoantigene haufig neuronalen
Ursprungs sind, hat zu einer Theorie fur T-Zell vermittelte Autoimmunerkrankungen
gefuhrt. Eine physiologische Autoimmunitat gegen diese Strukturen ist unter normalen
Bedingungen streng kontrolliert und hat nutzliche Effekte. Versagen aus irgendeinem
Grund diese Kontrollmechanismen, ist die Konsequenz eine Autoimmunerkrankung
(Nataf, 2017a; Nataf, 2017b). Vielleicht ist ein ahnlicher Mechanismus auch fur
antikorpervermittelte Autoimmunitat denkbar. Demnach gabe es autoreaktive Antikorper,
deren Vorliegen physiologisch ist. Veranderung in der Feinregulation des Immunsystems,
beispielsweise durch eine maligne Erkrankung, fUhren zum Kippen in die pathologische

Autoimmunitat.

5.8 Ausblick:

Zur Klarung der Bedeutung dieser Antikorper, insbesondere im Hinblick auf eine mogliche
Pathogenitat, sind funktionelle Untersuchungen notwendig. Zurzeit laufen Versuche zur
Inkubation von Neuronenkulturen mit Patientenseren und —liquores, mit nachfolgender
elektrophysiologischer Analyse der postsynaptischen Strome und Potentiale. Sollte sich
hier ein Unterschied zwischen Patienten und gesunden Kontrollen zeigen, ware dieser
Versuch mit Synapsin KO Neuronen zu wiederholen. Dabei wirde man im Falle einer
pathogenetischen Relevanz der anti-Synapsin-Antikorper das Verschwinden dieses
Unterschieds erwarten.

Daruber hinaus ist nicht bekannt, wie die Antikdrper, so sie denn pathogen sind, an den
Schadigungsort gelangen. Um das intrazellular gelegene Synapsin zu erreichen, mussen
die Antikorper in die Zelle gelangen, also internalisiert werden. Ob dies rezeptorvermittelt
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geschieht, wie fur andere Antikorper bekannt, oder unspezifisch erfolgt, ist eine Frage,
die man in der Neuronenkultur unter Einsatz von Endozytose-Hemmstoffen untersuchen

konnte.

Uber die Pravalenz von anti-Synapsin-Antikdrpern bei Demenzpatienten kann zum
gegebenen Zeitpunkt noch keine Aussage gemacht werden. Dennoch erscheinen die
praliminaren Ergebnisse interessant und eine weitere Untersuchung dieser Fragestellung
mittels Tests einer statistisch ausreichenden Anzahl von Kontrollpatienten und eventuell
einer Verlaufskontrolle nach einigen Jahren angebracht. Auch fur diese Patienten
konnten Serumproben untersucht und Antikorpertiter, zwecks Nachweises oder

Ausschluss einer intrathekalen Synthese, bestimmt werden.
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6. Abklurzungen

Al: Antikorperindex

ALPS: ArfGAP1 lipid-packing sensor

BCA: Bicinchoninsaure

BSA: Bovines Serumalbumin

CIS: Clinically isolated syndrome

Caspr 2: contactin associated protein 2

CaMK: Ca?*Calmodulin-abhangigen Kinasen
CD20: Cluster of differentiation 20

CSF: Cerebrospinal fluid

DNA: Desoxyribonukleinsaure

DPPX: dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6
DTT: Dithiothreitol

ECL: Enhanced-Chemiluminescence-Reagenzien
EEG: Elektroenzephalogramm

eGFP: enhancend green fluorescent protein
EPSC: excitatory post synaptic current

eYFP: enhanced yellow fluorescent protein
GABA: Gammaaminobutyrat,

HEK-Zellen: Human Embryonic Kidney-Zellen

HEPES: N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsaure

lg: Immunglobulin

IPSC: inhibitory post synaptic current

kDA: kilo Dalton

K.O.: knock-out

LGI1: leucin rich glioma-inactivated protein 1
LTP: Long Term Potentiation

MAP-Kinase: Mitogen Activated Protein Kinase
MCI: Mild Cognitive Impairment

MRT: Magnet Resonanz Tomographie

MS: Multiple Sklerose

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat
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PBS: phosphate buffered saline

PKA: Proteinkinase A

PMSF: Phenylmethylsulfonylfluorid

PPF: Paired Pulse Facilitation

PTP: Posttetanische Potenzierung

RP: Reserve Pool

RPP: Readily Releasable Pool

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SMC: subjective memory complaints

STP: Short Term Plasticity

SV: synaptische Vesikel

Syn: Synapsin

TEMED: N,N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TH-Zellen: T-Helferzellen

ZNS: Zentrales Nervensystem
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