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Autoantikdrper gegen Tribbles homolog 2 (anti-TRIB2) wurden erstmals bei drei Patienten
mit autoimmuner Uveitis beschrieben (73). Funf Jahre spater wurden sie auch bei euro-
péaischen, amerikanischen und japanischen Narkolepsie-Patienten nachgewiesen (7, 28,
66). Ihre Rolle in der Pathogenese der Narkolepsie ist zwar noch unbekannt, die bei
Untersuchungen an Mé&usen erhaltenen Ergebnisse (27) lassen aber vermuten, dass
ihnen moglicherweise eine pathologische Bedeutung zukommt.

Narkolepsie

Die Narkolepsie (klassische Narkolepsie*) ist eine von exzessiver Tagesschlafrigkeit
gekennzeichnete, zentral bedingte Hypersomnie. Die Pravalenz dieser meist in der Puber-
tat beginnenden, lebenslangen Erkrankung liegt bei 2,5 - 5,0 x 10*. Zu den Symptomen
zahlen u. a. die Kataplexie, Schlaflahmungen, beim Einschlafen (hypnagoge) und Aufwa-
chen (hypnopompe) auftretende visuelle und auditive Halluzinationen, fraktionierter
Nachtschlaf, automatisches Verhalten (FortfUhrung begonnener Handlungen in der
Schlafphase), verkirzte Einschlaflatenz, vorzeitiger REM-(Rapid Eye Movement-) Schiaf
(8, 40).

Die Ursache der klassischen Narkolepsie liegt in einer Hypocretin- (Orexin-) Defizienz,
bedingt durch den Untergang der hypocretinsynthetisierenden Neuronen (HCRT-
Neuronen) im lateralen Hypothalamus. Die Hypocretin-Spiegel im Liquor cerebrospinalis
sind erniedrigt, oft liegen sie unterhalb der Nachweisgrenze (45, 48, 56, 64, Ubersicht 67).

Fur den Untergang der HCRT-Neuronen werden vor allem Autoimmunprozesse verant-
wortlich gemacht, die sich, ausgeldst durch stochasitische endo- und/oder exogene
Noxen, bei genetisch entsprechend pradisponierten Individuen manifestieren kénnen. Die
genetische Pradisposition auBert sich in dem 10- bis 40-fach héheren Krankheitsrisiko bei
Verwandten ersten Grades und in der ungewohnlich hohen Assoziation der Hypocretin-
Defizienz mit dem (HLA)-DQ-Haplotyp DQA1*01:02 / DQB1*06:02 (42, 44) sowie in
zusatzlichen Polymorphismen in einer Reihe immunregulatorischer Gene (Abbildung 2).
Fur Beteiligung exogener Faktoren als Ausloser der Erkrankung sprechen die geringe
Konkordanz (20 - 35 %) bei eineiigen Zwillingen (26, 43, 69) sowie epidemiologische
Daten, die auf Infektionen mit Streptokokken und Influenza-Viren hinweisen (1, 33, 20).

Trotz intensiver Untersuchungen lieB sich die Autoimmunpathogenese der Narkolepsie
bisher nicht eindeutig beweisen. Der kurzlich erbrachte Nachweis autoreaktiver, durch
Hypocretin-Peptide stimulierbarer CD4* T-Helferzellen bei Narkolepsie-Patienten (10)
sowie der Nachweis pathogener Eigenschaften der gegen Tribbles homolog 2 gerichte-
ten Autoantikdrper (27) ricken diese jedoch in ein neues Blickfeld.

Tribbles homolog 2 (TRIB2)

Tribbles homolog 2, ein Mitglied der Tribbles-Familie (TRIB1-3), ist eine Pseudokinase mit
einer Kinase-Doméane, der aber die fUr die katalytische Aktivitdt notwendigen Motive
fehlen (Abbildung 1). Die von TRIB2 ausgelbten Funktionen sind vielfaltig und reichen
vom Adapterprotein fir den Aufbau von Multienzymkomplexen (,Signalosomen*) tber die
Inaktivierung von Zielproteinen bis zum Mediator von Signaltransduktionskaskaden bei
multiplen physiologischen und pathologischen Prozessen (39, 72). Es kann mit zahlreichen

* Die ,International Classification of Sleep Disorders® unterscheidet zwischen der Narkolepsie mit
Kataplexie (klassische Narkolepsie), der Narkolepsie ohne Kataplexie (monosymptomatische Nar-
kolepsie) und der sekundaren Narkolepsie (z. B. bei Hypothalamus- oder Hirnstammlasionen).
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Komponenten dieser Kaskaden wie AKT1/2 (Proteinkinase B), MEK1, C/EBPa
(CCAAT/enhancer-binding protein), COP1 (constitutive photomorphogenic 1), MKK7
(MAP kinase kinase 7), C/EBPB oder NF-kappaB2/p100 (nuclear factor xB) interagieren
(13, 14, 29, 30, 31, 46, 68).
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Abbildung 1 Molekdlstruktur von Tribbles homolog 2 (TRIB2)

Es handelt sich um eine Pseudokinase, mit einer Kinasedoméane (AS 61 - 308), der aber die fir die katalytische
Aktivitat essenziellen Motive fehlen. Die Sequenzhomologie zu den Proteinkinasen betragt 30 %. Im C-Terminus
liegen das COP1 (constitutive photomorphogenic 1) RING E3 Ubiquitin-Ligase-Bindungsmotiv und das MEK1
[MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) / ERK (extracellular signal-regulated kinase)-Kinase 1]-Bindungsmotiv.
Das erstere ist fur die Bindung von C/EBPa und den anschlieBenden proteosomalen Abbau essenziell (akute
myeloische Leukdmien und Lungenkarzinome). Ein fir die Bindung von NF kB2 verantwortliches Motiv liegt
zwischen AS 158 und AS 177. Von Cvetkovic-Lopes und Mitarbeitern (2010) (7) wurde zum Nachweis von anti-
TRIB2 das endstandige 28 AS lange C-terminale Fragment als Antigen eingesetzt.

TRIB2 wird weitverbreitet in einer Vielzahl von Zellen und Geweben exprimiert. Es findet
sich in hamatopoetischen Zellen (37), in Zellen des Immunsystems wie B-Zellen, CD4~ -,
CD8* T-Zellen und Makrophagen (12, 14, 36, 60, 68), in Adipozyten (46, 47) sowie auch
in HelLa-Zellen (71). Nach Entzug von GM-CSF (granulocyte macrophage colony-
stimulating factor) bzw. von Interleukin-2 (IL-2) wird TRIB2 in humanen, aus einer Erythro-
leukéamielinie stammenden TF-1 Zellen oder in aktivierten CD4* T-Zellen vermehrt expri-
miert, was in vitro mit einer verstarkten Apoptose einhergeht (38). Es findet sich auch in
embryonalen Geweben (62), in hepatozellularen Karzinomen (55) und Lungenkarzinomen
(18). Im Zentralnervensystem beschrankt sich seine Expression nicht nur auf die HCRT-
Neuronen im lateralen Hypothalamus, in denen bei der Maus eine im Vergleich zu ande-
ren Hirnregionen verstarkte Expression gemessen wurde (7), sondern sie erstreckt sich
auch auf andere GroB- und Kleinhirnregionen (36, Allen Brain Atlas). Die Regulierung der
Expression von TRIB2 und seine Funktionen sind fur den jeweiligen Zelltyp spezifisch (31,
60).

Onkogene Eigenschaften erlangt TRIB2 z. B. durch die Vermittlung der proteosomalen
Proteolyse von C/EBPa, einem Regulator der Myelopoese (54), dessen gesteigerte Pro-
teolyse bei Mausen akute myeloische Leukdmien (AML) induzieren kann. Wird die fur die
Interaktion mit C/EBPa notwendige (Ubiquitin-Ligase) E3-Ligase-COP1-Bindungsstelle in
TRIB2 deletiert, unterbleibt die Degradation von C/EBPo. und die Entwicklung der Leuka-
mie (29, 30). Fehlregulationen des TRIB2-Gens scheinen bei der Entstehung humaner
Leukédmien an Bedeutung zu gewinnen (23, 37). Auch bei bestimmten Lungenkarzinomen
kann die Uberexpression von TRIB2 und die dadurch verstérkte Inaktivierung von C/EBPa.
onkogen wirken (18).

In Monozyten hemmt TRIB2 die LPS-induzierbare Synthese von Interleukin 8 (IL-8) durch

die Bindung und Inaktivierung der MAPKK-Kinasen MKK?7 und MEK1, wodurch die Akti-

vierung und nukleére Translokation von JNK (jun kinase) und ERK inhibiert werden. Eine

verminderte Expression von TRIB2 steigert dagegen die Aktivitat von JNK und ERK und
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fordert die IL-8-Synthese (14). Durch den regulatorischen Einfluss auf die IL-8-Synthese in
Monozyten/Makrophagen ist TRIB2 an der Kontrolle der chemotaktischen Rekrutierung
von Leukozyten bei Entzindungsreaktionen beteiligt und eine verminderte TRIB2-
Expession kdnnte unerwlnschte Entzindungsprozesse auslésen. Die Bedeutung von
TRIB2 fur die Regulierung und Kontrolle der Immunantwort offenbart sich auch darin,
dass es die durch den Toll-like Rezeptor-5 (TLR-5) vermittelte Aktivierung von NF-xB und
damit die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a in Monozyten hemmt. Die
durch die Bindung des TRL5-Liganden Flagellin induzierte, gesteigerte Expression von
TRIB2 inhibiert den NF-kB-Komplex durch die direkte Bindung von TRIB2 an die Sub-
komponente NF-kB2 (p100) (68).

Autoantikorper gegen Tribbles homolog 2 (anti-TRIB2)

Autoantikdrper gegen TRIB2 wurden erstmals bei 3 von 10 Patienten mit autoimmuner
Uveitis beschrieben (73). lhre Assoziation mit der Narkolepsie konnte in einer eleganten
Studie mit transgenen Mausen gezeigt werden, deren HCRT-Neuronen ein markiertes
Poly-A-Bindungsprotein unter der Kontrolle des HCRT-Promotors exprimierten, das in der
Lage war, die in diesen Neuronen synthetisierten mRNAs zu binden. Die mithilfe dieser
mRNAs identifizierten Proteinantigene wurden dann zur Suche nach Autoantikdrpern in
Seren von Narkolepsie-Patienten eingesetzt. Hierbei wurde TRIB2 als ein in HCRT-
Neuronen exprimiertes Autoantigen erkannt, gegen das bei 14,3 % der Narkolepsie-
Patienten und bei 4,8 % der gesunden Kontrollen Autoantikdrper nachzuweisen waren.
Die Antikorper reagierten auch direkt mit den HCRT-Neuronen im Hypothalamus von
Mausen (7). Die Assoziation von anti-TRIB2 und Narkolepsie konnte in zwei nachfolgen-
den Studien (28, 66) bestatigt werden (Tabelle 1). Die unterschiedliche Pravalenz von
anti-TRIB2 bei den in Tabelle 1 dargestellten Studien (14 % bei Cvetkovic-Lopes et al.
2010 (7) versus 25 - 26 % bei Kawashima et al. 2010 (28) und Toyoda et al. 2010 (66)
konnte sich dadurch erklaren, dass im ersten Falle nur ein C-terminales TRIB2-Fragment
von 28 der insgesamt 343 Aminosauren als Antigen eingesetzt wurde, wahrend von den
anderen Untersuchern das gesamte intakte Protein mit einem vermutlich gréBeren Spek-
trum an immunreaktiven Epitopen verwendet wurde.

Anti-TRIB2 fanden sich vor allem in der Frihphase der Erkrankung. Bis zu 2,3 Jahre nach
deren Beginn ist die Wahrscheinlichkeit fur die Anwesenheit von anti-TRIB2 7,4-mal gro-
Ber als in spéateren Krankheitsphasen (7, 28). Nach dieser zeitorientierten Betrachtung
fanden sich anti-TRIB2 in der Fruhphase bei 41 % der DQB1*0602 positiven Patienten,
wahrend im spateren Verlauf die Antikdrper nur noch bei 4 - 8 % der Falle gefunden
wurden (28). Innerhalb der ersten zwei bis drei Krankheitsjahre sinken die Antikorpertiter
deutlich ab (7, 28). In niederen Titern (= 1 SD der im Mittel bei gesunden Kontrollen
gemessenen Werte) lieBen sie sich in Einzelféllen jedoch auch noch nach 20-jahriger
Krankheitsdauer nachweisen (7). Die Hohe der anti-TRIB2-Titer war signifikant mit der
Frequenz kataleptischer Attacken korreliert (7); sie waren besser korreliert mit der Mani-
festation einer Katalepsie als mit HLA-DQB1*0602 oder niederen Hypocretin-Spiegeln im
Liquor (28). Bei den wenigen anti-TRIB2-positiven gesunden Personen fanden sich gleich
haufig HLA-DQB1*0602-positive wie -negative Individuen (28). Anti-TRIB2 scheinen
gelegentlich auch im Liquor cerebrospinalis vorzuliegen, quantitative Angaben wurden
aber nicht gemacht (7).

Die wichtige Frage nach der Pathogenitat von anti-TRIB2 wurde an Mausen untersucht

(27). Sechs Wochen nach intraventrikularer Injektionen von antikorperhaltigen I1gG-

Fraktionen aus anti-TRB2-positiven Seren entwickelten die Tiere nicht nur morphologisch
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Tabelle 1 Pravalenz von Autoantikérpern gegen Tribbles homolog 2 bei Patienten mit
Narkolepsie und autoimmuner Uveitis sowie bei Kontrollgruppen.

Krankheitsbilder n anti-TRIB2 [%] Autoren
Narkolepsie mit Kataplexie ** 119 413 = Cvetkovic-Lopes
Narkolepsie ohne Kataplexie 24 12,5 *2 etal. 2010 (7)
Idiopathische Hypersomnie 23 0,0

Multiple Sklerose 16 0,0

Entzdndliche Neuropathien 9 11,1

Gesunde Kontrollen 42 4,8

Narkolepsie mit Kataplexie ** 90 21,1 & Kawashima
Narkolepsie ohne Kataplexie 57, 35 etal. 2010 (28)
Gesunde Kontrollen 156 4,5

Narkolepsie mit Kataplexie *1 88 26,1 *3 Toyoda
Narkolepsie ohne Kataplexie 18 5,6 etal. 2010 (66)
Idiopathische Hypersomnie 11 0,0

Gesunde Kontrollen 87 0,0

Autoimmune Uveitis 10 30,0 Zhang et al. 2005 (73)

n Anzahl untersuchte Personen

*' HLA-DQB1*0602 positive Patienten

*2 Die prozentualen Anteile antikérperpositiver Patienten beziehen sich auf Extinktionen (ELISA)
von = 2 Standardabweichungen (SD) der gesunden Kontrollen. Bei einem Grenzwert von =
1SD der gesunden Kontrollen waren 39 % der Patienten mit Narkolepsie (56 von insgesamt
143) als positiv zu bewerten gewesen (7).

*3 Cut off = 28D iiber dem Mittel gesunder Kontrollen.

nachweisbare Lasionen im Hypothalamus sondern auch Narkolepsie-ahnliche Immobili-
tatsattacken, Hyperaktivitat und Defizite des Langzeitgedachtnisses. Histologisch zeigte
sich ein deutlicher Verlust an Neuronen, insbesondere von HCRT-Neuronen im lateralen
Hypothalamus. Die ausgepragte Schadigung der Neuronen manifestierte sich in einem
Verlust des NeuN-Markers (Neuronen-Kerne), als Zeichen einer reduzierten neuronalen
Aktivitat und SignalUbertragung wurde die Verminderung von synaptischem Synaptophy-
sin angesehen, moglicherweise eine Folge des Untergangs der HCRT-Neuronen.

Immunpathologische Aspekte

Fudr den die Narkolepsie auslosenden Untergang der hypocretinsynthetisierenden Neuro-
nen werden vor allem Autoimmunphanomene verantwortlich gemacht (3, 16, 34, 41, 53,
58). Als wichtiges Argument wird, analog zu anderen Autoimmunerkrankungen, die Asso-
ziation mit bestimmten HLA-Haplotypen vorgebracht, in diesem Falle die bei 98 % der
Patienten anzutreffende Assoziation mit dem (HLA)-DQ-Haplotyp DQA1*01:02 /
DQ1B*06:02 (DQ0602). In den letzten Jahren wurden weitere, die Krankheitsempfang-
lichkeit modulierende multiethnische Polymorphismen in mehreren fir die Immunregula-
tion wichtigen Genen entdeckt (Abbildung 2). Sie betreffen das J-Segment der a-Kette
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des T-Zellrezeptors (19), den an der MHC-TCR-Kostimulierung beteiligten TNFSF4
(OX40L) aus den TNF-Superfamilien-Liganden, sowie das in antigenprasentierenden
Zellen (APC) an der endolysosomalen Antigenverarbeitung beteiligte Cathepsin H (15),
den purinergen ATP-Rezeptor P2RY11, dessen Expression auf CD8* T-Zellen und naturli-
chen Killerzellen (NKZ) deutlich vermindert war, verbunden mit einer eingeschrankten
Resistenz gegenlber einem ATP-induzierten Zelltod (21, 35). Mutationen in seinem be-
nachbarten DNMT17-Gen fanden sich bei einer mit Ataxie, Taubheit und Demenz einher-
gehenden Form der Narkolepsie (70). Die von diesem Gen kodierte DNA-
Methyltransferase DNMT1 beeinflusst die Foxp3-Expression und die Genese regulatori-
scher T-Zellen (25). Weitere Polymorphismen fanden sich in dem ZNF365-Gen (Zinkfin-
ger-Protein), in den Genen des Interleukin-10-Rezeptor B, des Interferon-a-Rezeptor 1
sowie des TCR-a (22). Ungeachtet der Bedeutung dieser genetischen Faktoren setzt die
Bestatigung der Autoimmunpathogenese einer Organ- oder Zellschadigung den Nach-
weis gewebe- oder zellspezifischer Autoantikérper und/oder autoreaktiver T-Zellen vo-
raus.

Die lange Suche nach Narkolepsie-spezifischen oder -assoziierten Markerantikdrpern
blieb weitgehend erfolglos. Es fanden sich mit den konventionellen Untersuchungsme-
thoden der Autoantikérperdiagnostik keine gegenuber gesunden Kontrollen vermehrt
vorkommenden krankheitsassoziierten Antikdrper gegen nukleare (57)oder onkoneurale
Antigene (2, 51), nicht gegen Ganglioside (50), eine Untersuchung, die wegen niedriger
oder unter der Nachweisgrenze liegenden Hypocretinspiegeln bei einigen Patienten mit
Guillain-Barré-Syndrom, Miller-Fisher-Syndrom oder chronischer entziindlicher demyelini-
sierender Polyneuropathie (49) erfolgte. Ergebnislos blieb auch die Suche nach Antikér-
pern gegen Hypocretin und Hypocretin-Rezeptoren (5, 6, 63) sowie immunhistologische
Untersuchungen an Gehirnschnitten (32, 52, 57) und Immunoblot-Analysen mit hypotha-
lamischen Proteinextrakten (61). Nur in drei Studien wurden Antikérper nachgewiesen: [1]
aus den Seren von Narkolepsie-Patienten isolierte IgG-Fraktionen verstarkten bei Mausen
die Kontraktion der Harnblasenmuskulatur bei cholinerger Stimulierung (59) und hemm-
ten die interdigestive Motilitat (migrating motor complex) in ex vivo Colonpraparaten (24),
was auf die Anwesenheit moglicher Antikdrper gegen muskuldre lonenkanéle zurickge-
fuhrt wurde, [2] IgG aus CSF reagierte im Immunoblot mit nicht naher differenzierten
Proteinen aus dem Hypothalamus von Ratten (4), [3] bei kataplektischen und nicht kata-
plektischen Narkolepsie-Patienten sowie bei nicht hypocretindefizienten Patienten mit
idiopathischer Hypersomnie wurden mittels ELISA zirkulierende Immunkomplexe be-
stehend aus Antikdrpern gegen ein Hypocretin-1-Peptid und anti-idiotypischem IgM
gemessen; freie Hypocretin-Antikdrper waren nicht nachweisbar. Verglichen wurden
allerdings nur die beiden Mittelwerte der Extinktionen aus je einem Kollektiv gesunder und
kranker Personen. Im Westernblot reagierte die aus einem Serum-Pool gewonnene IgG-
Fraktion mit einem aus Hypothalamusgewebe der Maus isolierten Protein, dessen elek-
trophoretische Mobilitat dem Prapro-Hypocretin entsprach (11).

Die gegen Tribbles homolog 2 gerichteten Antikdrper représentieren das einzige bei einer
nennenswerten Anzahl von Narkolepsie-Patienten nachweisbare Phdnomen eines humo-
ralen Autoimmunprozesses. Ihr bevorzugtes Auftreten in der Frihphase der Erkrankung
wurde insofern dem zeitlichen Verlauf eines Autoimmunprozesses entsprechen als auch
mit der Zerstérung der HCRT-Neuronen der pathologische Prozess zum Stillstand kame,
eine Hypothese, der allerdings das negative Ergebnis der anti-TRIB2-Bestimmung bei 16
Patienten in der Frihphase einer postvakzinalen Narkolepsie (9) widersprache. Es gilt
aber zu bedenken, dass es sich bei den in den drei Studien untersuchten Patienten
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(Tabelle 1) um sporadische und nicht um postvakzinale Formen der Narkolepsie handelte
und dass diese beiden Formen der Erkrankung hinsichtlich ihrer Pathogenese differieren
konnten. Da TRIB2 aber nicht nur in den HCRT-Neuronen sondern auch in anderen
Regionen des Gehirns und vor allem auch in zahlreichen peripheren Zellen und Geweben
exprimiert wird, sind Zweifel an der pathogenen Bedeutung der Antikérper bezlglich des
selektiven Untergangs von HCRT-Neuronen berechtigt, es sei denn, man unterstellt
diesen Zellen eine besondere Sensibilitdt gegenuber bestimmten immunpathologischen
Prozessen. Da TRIB2 in zellspezifischer Weise exprimiert und reguliert wird, ist es denk-
bar, dass HCRT-Neuronen in diesem Kontext anders reagieren. Das Verhalten von TRIB2
in HCRT-Neuronen wurde bisher noch nicht naher untersucht. Allerdings ware TRIB2 als
intrazellulares Antigen nur dann fur Antikérper und Effektor-Zellen akzessibel, wenn es
auch auf der Zellmembran exponiert wirde. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass die
Anwesenheit von anti-TRIB2 und der Untergang von HCRT-Neuronen zwei rein zufallig
zusammenfallende Ereignisse mit jeweils individueller Pathogenese darstellen.

Denkbar ware, dass ein den Untergang der HCRT-Neuronen ausldésender Entzindungs-
prozess gleichzeitig eine Immunantwort gegen TRIB2 in Gang setzt. Auch kdénnte im
Gefolge einer Schadigung von HCRT-Neuronen durch Autoimmunprozesse (z. B. postin-
fektios) oder durch andere Noxen (neurotrope Viren, Toxine, degenerative Prozesse)
intrazellulares TRIB2 freigesetzt werden, das dann eine eigene Immunreaktion auslost
oder bei Anwesenheit autoreaktiver Effektorzellen einen Entziindungsprozess unterhalt.
Ungewiss bleibt vorerst auch die pathophysiologische Bedeutung der bei Mausen durch
intraventrikulare Applikation von IgG-Fraktionen aus anti-TRIB2-positiven Humanseren
ausldsbaren Nekrosen von HCRT-Neuronen (27). Auch wenn unter solchen experimentel-
len Bedingungen eine antikorpervermittelte Destruktion der HCRT-Neuronen erfolgte,
bleibt es ungewiss, ob auch periphere anti-TRIB2, selbst bei erhdhter Permeabilitat der
Blut-Hirnschranke, den gleichen Effekt auszul6sen vermégen. Die Frage nach der mogli-
chen pathogenen Bedeutung von anti-TRIB2 lasst sich zur Zeit nicht befriedigend beant-
worten. Anti-TRIB2 sind nicht fur die Narkolepsie spezifisch, sie finden sich auch bei
Patienten mit autoimmuner Uveitis und bei gesunden Kontrollpersonen (Tabelle 1) und
das in Frage stehende Antigen, wird nahezu ubiquitér exprimiert.

Die Auslésung des Autoimmunprozesses im Rahmen eines molekularen Mimikry auf T-
und B-Zellebene impliziert, dass autoreaktive CD4* T-Zellen und/oder B-Zellen, welche
von APC im Kontext mit DQ0602-Molekilen angebotene kreuzreaktive Epitope (z. B. aus
Influenza-Viren [H1N1], S. pyogenes, apoptotischen Zellen) erkennen, aktiviert werden
und dann eine pathologische Immunreaktion in Gang setzen (Abbildung 2). Die Stimulie-
rung der B-Zellen bedarf dabei der Hilfe aktivierter T-Helfer-Zellen. Ob Narkolepsie-
Patienten anti-TRIB2-reaktive CD4* T-Zellen besitzen wurde bisher nicht untersucht. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass sich CD4* T-Zellen von Narkolepsie-Patienten durch
Hypocretin-Peptide (HCRT 555, HRCgy.09) im Komplex mit DQ0O602 stimulieren lassen (10)
und dass das Hamagglutinin des H1N1-Virus ein homologes Epitop (pHA,75.067) enthalt,
das ebenfalls in der Lage war, CD4* T-Zellen von Narkolepsie-Patienten zu stimulieren.
Dieses kreuzreaktive Verhalten ware eine mogliche Erklarung fur die Haufung kindlicher
Narkolepsien nach der 2009 aufgetretenen H1N1-Pandemie in China (20) und nach der
Applikation von H1N1-Adiuvansvakzine in Skandinavien, Frankreich, Irland, England und
Dénemark (65).

Ob und wie solche autoreaktiven aktivierten CD4* T-Zellen den selektiven Untergang von
HCRT-Neuronen bewerkstelligen ist noch unbekannt. Der Akzess von aktivierten T-Zellen
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Abbildung 2 Schema der Endozytose und endolysosomalen Hydrolyse von Antigenen durch eine antigenpra-
sentierende Zelle (APC) und Prasentation des MHCII-Peptids an eine autoreaktive CD4" T-Helfer-Zelle mit korres-
pondierendem T-Zellrezeptor. 1 und 2: Endozytose der Antigene und endolysosomale Hydrolyse in Phagolysoso-
men. 3: MHCII-Protein enthaltender Vesikel verschmilzt mit dem Phagolysosom, die invariant chain wird aus der
Peptid-Bindungstasche entfernt und durch ein passendes Antigenpeptid ersetzt. 4: Prasentation des MHCII-
Peptidkomplexes auf der Zellmembran und Reaktion mit dem komplementéren T-Zell-Rezeptor einer CD4™ T-
Helfer-Zelle. AnschlieBend Aufbau des kostimulierenden Ox40-OX40L-Komplexes.

A Von aktivierten CD4" T-Zellen freigesetztes IL-4 kann durch die Stimulierung autoreaktiver B-Zellen eine humorale
Immunantwort mit Synthese von Antikérpern z. B. gegen TRIB2 oder gegen andere Selbstantigene auslésen.
Denkbar ware auch eine Aktivierung runender autoreaktiver B-Zellen als Folge einer allgemeinen Immunaktivierung
(Entzindung) unabhangig von spezifischen Antigenen (bystander activation).

B IL-2, INF-a und TNF-a aus aktivierten CD4" T-Zellen stimulieren autoreaktive CD8" T-Zellen (Th1-Immunantwort)
mit zytotoxischer Wirkung gegentber eigenen, das korrespondierende Antigen exprimierenden, Zellen. Denkbar
ware eine solche Aktivierung auch im Rahmen einer allgemeinen Entziindungssituation (bystander activation).

SSA Epidemiologische Daten sprechen fur eine mogliche Assoziationen von Narkolepsie und S. pyogenes-
Infektionen (1, 33, 40). Streptokokken konnen Autoimmunprozesse insofern begtinstigen, als sie Superantigene
(SSA) generieren, die unabhangig von der Antigenspezifitit MHC- und TCR-Molekile vernetzen und dadurch
autoreaktive CD4" - und/oder CD8" T-Zellen aktivieren.

¥ Mit der Narkolepsie assoziierte genetische Polymorphismen

DNMT1 DNA-Methyltransferase 1; IL Interleukin; MHCII Major Histocompatibility Complex Il; OX40L (TNFSF4):
Tumor Necrosis Factor (Ligand) Superfamily, Member 4 CD252); P2RY11 Purinergic Receptor P2Y; Th17 Th17 T-
Zelle; TNF Tumor-Nekrose-Faktor; Treg T-Regulator-Zelle.
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und/oder von Antikérpern (anti-TRIBB2) zum Gehirn setzt eine Steigerung der Permeabili-
tat der Blut-Hirnschranke voraus, bei der moglicherweise eine durch Begleitinfektionen
(Streptokokken) aktivierte Synthese von IL-17 und IL-22 durch Th17-Zellen behilflich sein
kénnte (Abbildung 2). In den Hypothalamus eingewanderte aktivierte T-Zellen kénnten
HCRT-Neuronen-spezifische Antigene erkennen. Es gilt aber zu bedenken, dass diese
ihnen nicht von den HCRT-Neuronen selbst, die keine MHCII-Molekule exprimieren,
sondern auf eine andere Weise angeboten werden mussen. Sodann kénnten die von den
aktivierten, kreuzreaktiven T-Zellen freigesetzten Zytokine und Chemokine sowie aktivierte
Makrophagen die Zerstérung von HCRT-Neuronen in Gang setzen. Die hierdurch ausge-
|6ste Freisetzung weiterer Antigene wie z. B. auch von TRIB2 und deren Aufnahme und
Verarbeitung durch APC (Mikroglia) kdnnte den Autoimmunprozess unterhalten. Denk-
modelle bisher rein spekulativen Charakters.

kDa Ak-Ratio
A B
70T
150 1
75 1 0
50 T
50

37-- I

25 4

2 8 32 128
anti-TRIB2 Konzentration (reziproke Werte)

Abbildung 3 Nachweis von Autoantikérpern gegen TRIB2 mittels Radioimmunoprézipitation (Untersuchungen

in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Leb. Chem. O. Bauer).

A Autoradiogramm eines mittels SDS-PAGE aufgetrennten, in vitro transkribierten und translatierten sowie *S-
Methionin markierten vollstandigen TRIB2-Proteins (343 Aminosauren, Mr 38,8 kDa) nach Chromatographie
auf Sephadex G25 zur Entfernung nicht eingebauten Methionins. Die fur die Synthese als Template dienende
cDNA wurde aus einer humanen Cerebellum-cDNA-Bibliothek mit entsprechenden Primern amplifiziert (100 %
Ubereinstimmung mit der Konsensus-Sequenz; NP_067675.1; Q92519) und in einen modifizierten pCITE-4a-
Vektor (Novagen) kloniert. Das radioaktive Antigen ist weitgehend frei von Kontaminationen und besitzt das zu
erwartende Molekulargewicht.

B Standardkurve der Radioimmunoprézipitation von *S-Methionin-TRIB2 mit einem polyvalenten anti-TRIB2-
Antikérper vom Kaninchen (TRIB-2 (H-53); Santa Cruz Biotechnology). Die gestrichelte rote Linie entspricht
dem Mittelwert von 5 Negativkontrollen, der Graubereich entspricht + 1SD. Sie Auswertung der Immunoprazi-
pitation erfolgte nach Frey et al. 1998 (17).

Nachweismethoden

Der Nachweis der Antikorper erfolgte mittels ELISA unter Verwendung eines rekombinan-
ten Glutathion-S-Transferase-Fusionspeptids mit den 28 C-terminalen Aminoséauren der
TRIB2-Sequenz (7) sowie mittels Radioimmunopréazipitation von rekombinantem, in vitro
transkribiertem und translatiertem *S-Methionin-markiertem (Abbildung 3) vollstandigem
TRIB2-Protein (28, 66). Die Methode der Radioimmunprazipitation ist méglichweise emp-

9




findlicher als der hier eingesetzte ELISA (hohere Anzahl anti-TRIB2 positiver Patienten
[Tabelle 1]), da ein groBeres Antigen mit vermutlich mehr immunreaktiven Epitopen und
einer natlrlichen Konformation eingesetzt wurde.
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