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Abkürzungen 

BK channel  Large-conductance Ca2+-activated potassium channel 

EEG   Elektroenzephalogramm 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 

GABA   � -Amino-Buttersäure 

GBS   Guillain-Barré-Syndrom 

GFAP   glial fibrillary acidic protein 
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IgG   Immunglobulin G 

iNOS    inducible nitric oxide synthase 

K2P   tandem-pore potassium channel 

Kir   inwardly rectifying potassium channel 

Kv   voltage-gated potassium channel 

MCAO  medial cerebral artery occlusion 

mRNA   messenger RNA 

MRT   Magnetresonanztomographie 

Nav   voltage-gated sodium channel 

NMDA   N-Methyl-D-Aspartat 

NO   nitric oxide (Stickstoffmonoxid) 

Sema7A  Semaphorin 7A 

SVZ   subventricular zone 

TGF� 1  transforming growth factor beta 1 

ZNS   Zentralnervensystem 
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1. Einleitung 

1.1 Neurodegeneration und Inflammation 

Eine der größten Gruppen neurologischer Krankheitsbilder wird durch die so genannten 

„neurodegenerativen Erkrankungen“ gebildet. Der Begriff ist wenig spezifisch und reicht 

von genetisch, nutritiv oder toxisch bedingten Krankheiten mit Schädigung von Struktur 

und Funktion des Nervensystems bis hin zu den neurodegenerativen Demenzen, deren 

weit reichende individuelle und sozioökonomische Konsequenzen im Rahmen des 

demographischen Wandels in letzter Zeit besonders bewusst geworden sind. 

Die neurodegenerativen Mechanismen, die letztlich zum Tod von Nervenzellen in Gehirn 

und Rückenmark führen können, umfassen fast das gesamte Spektrum moderner 

neurowissenschaftlicher Forschung. Zu ihnen gehören beispielsweise veränderte 

Zelleiweiße aufgrund von hereditären Genveränderungen wie bei den Polyglutamin-

Erkrankungen (z.B. Huntington-Krankheit; Ross & Tabrizi 2011), ein gestörter Abbau 

von Proteinen mit der Folge einer übermäßigen Ablagerung in zuvor gesunden Zellen 

(z.B. Parkinson-Krankheit; Gundersen 2010), Funktionsstörungen der Mitochondrien in 

Nervenzellen, Störungen des axonalen Transports und Apoptose (Duffy et al., 2011). 

In den letzten Jahren wurden zunehmend inflammatorische Mechanismen als 

zusätzliche Ursache von Neurodegeneration diskutiert (Perry 2010). Bei der häufigsten 

Demenzform, der Alzheimer-Krankheit, werden beispielsweise die Aktivierung von 

Mikroglia mit resultierender Freisetzung entzündungsfördernder Mediatoren (Tan et al., 

1999), die Aktivierung der Komplementkaskade sowie die Induktion von Zytokinen und 

pro-inflammatorischen Enzymen wie der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) als 

degenerative Mechanismen angesehen (Vodovotz et al., 1996). Auch wenn der Anteil 

am neuronalen Schaden bei der Alzheimer-Krankheit noch weitgehend unklar ist, so 

unterstreichen die Erfolge anti-inflammatorischer Therapiestrategien doch die 

Bedeutung von immunvermittelten Mechanismen an der Neurodegeneration. So ist 

beispielsweise die Langzeiteinnahme nichtsteroidaler Antiphlogistika mit dem 

verspäteten Beginn von Symptomen der Alzheimer-Krankheit assoziiert (Rich et al., 

1995; Heneka & O’Banion 2007). 
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Auch nach einer akuten Verletzung des Zentralnervensystems (ZNS) kommt es in der 

Regel zu sekundären inflammatorischen Schädigungen, die – im Falle eines 

Schlaganfalls oder einer Rückenmarksverletzung – noch lange nach dem Trauma 

fortschreiten können. Es wurde gezeigt, dass ZNS-Antigene und spezifische Antikörper 

im Serum von Patienten nach einer Hirnverletzung nachweisbar sind (Strand et al., 

1984; Ankeny et al., 2006) und die klinischen Symptome und das Ausmaß der 

strukturellen Läsionen verstärken können (Ankeny et al., 2009). Auf diese Weise wirken 

autoimmunologische Mechanismen an anhaltender Neurodegeneration mit, zumal 

verschiedene Immunzellen über Monate und Jahre in der ZNS-Läsion nachweisbar 

bleiben können (Fleming et al., 2006; Schwab et al., 2002). 

1.2 Humorale Autoimmunität gegen hirneigene Protein e 

Konzeptionell sind zerebrale Proteine aufgrund des Immunprivilegs des ZNS vor 

immunologischer Überwachung und Autoimmunität relativ geschützt (Billingham & 

Boswell 1953). Allerdings gilt das Immunprivileg nicht für alle Areale des Gehirns und 

nicht für die Produktion von Antikörpern (Galea et al., 2006). Die besondere Rolle von 

Antikörpern wird ferner dadurch gestützt, dass sich bei Patienten mit chronisch-

entzündlichen Erkrankungen des Gehirns ein lokales Chemokin-Milieu etabliert, dass 

das Überleben von Antikörper-produzierenden Plasmazellen begünstigt (Meinl et al., 

2008, 2006). So ist es zu verstehen, dass bis zu 40% der Patienten mit einer sekundär 

progredienten Multiplen Sklerose B-Zell-Follikel in den Meningen haben (Serafini et al., 

2004; Magliozzi et al., 2007). 

Umfassende Arbeiten zu einzelnen neurologischen Krankheitsbildern haben bereits 

gezeigt, dass Autoantikörper eine zentrale pathogenetische Rolle spielen können: 

Antikörper gegen Strukturen des zentralen Nervensystems sind in Form von Aquaporin-

4-Antikörpern bei der Neuromyelitis optica (Hinson et al., 2007), Antikörper gegen Ma2, 

Lgi1 und NMDA-Rezeptoren bei der limbischen Enzephalitis (Pleasure et al., 2008; 

Vincent et al., 2004), gegen Synapsin bei der Gluten-Enteropathie (Alaedini et al., 

2007), gegen NMDA-Rezeptoren beim neuropsychiatrischen systemischen Lupus 

erythematodes (Matus et al., 2007) oder gegen Ganglioside beim rheumatischen Fieber 
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(Kirvan et al., 2006) bekannt. Im peripheren Nervensystem ist unter anderem humorale 

Autoimmunität gegen Acetylcholin-Rezeptoren mit der Myasthenia gravis (Newsom-

Davis 2007), gegen spannungsgesteuerte Calcium-Kanäle mit dem Lambert-Eaton-

Syndrom (Lang & Vincent 2003) und gegen Ganglioside mit dem Guillain-Barré-

Syndrom (Willison et al., 2005) kausal verbunden. 

Es ist zu erwarten, dass in den kommenden Jahren weitere Autoantikörper gegen ZNS-

Antigene entdeckt werden. Wesentlich weniger klar als bei den genannten, oft 

subakuten Krankheitsbildern ist allerdings die Rolle der meisten zugrunde liegenden 

Antikörper für eine chronische Schädigung von Nervenzellen. So ist es denkbar, dass 

niedrige Serum- oder Liquorspiegel von anti-neuronalen Antikörpern kein fulminantes 

Krankheitsbild verursachen, aber dennoch durch chronische humorale Toxizität 

(beispielsweise über verändertes ‚Zytokin-Signalling’, Komplementaktivierung oder 

Rezeptor-Internalisierung) zu langsam fortschreitender Neurodegeneration führen.  

1.3 Ionenkanäle als Kandidaten von Autoimmunität 

Viele der beschriebenen anti-neuronalen Antikörper sind gegen Ionenkanäle gerichtet, 

und das jeweilige klinische Krankheitsbild spiegelt relativ präzise die anatomisch-

morphologische Verteilung dieser Kanäle im zentralen oder peripheren Nervensystem 

wider. So lassen sich beispielsweise bei der seit wenigen Jahren bekannten anti-NMDA-

Rezeptor-Enzephalitis die klinischen Symptome, wie epileptische Anfälle, 

Bewegungsstörungen, Bewusstseinsstörungen oder Hypoventilation, aufgrund der 

Kenntnis der anatomischen Verteilung der NMDA-Rezeptoren plausibel Interneuronen 

des Hirnstamms, pontin-medullären Respiratorneuronen oder katecholaminergen 

Neuronen zuordnen (Dalmau et al., 2011). 

Humorale Autoimmunität könnte sich prinzipiell gegen alle Ionenkanäle richten. Für die 

Charakterisierung neuer Zielantigene erscheinen Kalium-(K+-)kanäle besonders 

interessant, da sie in großer Vielfalt auftreten. Sie sind wichtige Bausteine in 

Signaltransduktionskaskaden nahezu aller Zellen des menschlichen Organismus. K+-

Kanäle bilden regulierte Poren in Zellmembranen und können in drei Hauptklassen 

unterteilt werden: spannungsgesteuerte K+-Kanäle (Kv), einwärts-gleichrichtende K+-

8



Kanäle (Kir) und ‚Background’-Kanäle (K2P) (Coetzee et al., 1999). Mindestens 75 

verschiedene K+-Kanal-Gene wurden bisher identifiziert (Caterall et al., 2002). Die 

unterschiedliche zeitliche und räumliche Expression, das Vorhandensein verschiedener 

Splice-Varianten und die Fähigkeit zur Bildung von Hetero-Oligomeren unterstreichen 

die eindrucksvolle Diversität von K+-Kanälen. 

Mehreren Kaliumkanälen wurde im Falle einer zumeist genetischen Störung bereits ein 

neurologischer Phänotyp zugewiesen. Unter der wachsenden Gruppe der so genannten 

‚Kanalerkrankungen’ (channelopathies) mit Ionenkanalmutationen finden sich viele 

neurologische Symptome, die von paroxysmalen Störungen des Bewusstseins bis zu 

eingeschränkten kognitiven oder muskulären Funktionen reichen (Ryan & Ptácek 2010). 

So haben beispielsweise Patienten mit dem Andersen-Syndrom eine Mutation im 

KCNJ2-Gen, welches den Kir2.1-Kaliumkanal kodiert. Betroffene entwickeln 

Herzrhythmusstörungen mit Synkopen oder periodische Lähmungen (Tristani-Firouzi et 

al., 2010).  

Diese vielfältigen Assoziationen zwischen hereditären Funktionsstörungen von K+-

Kanälen und neurologischen Symptomen drängen zu einer systematischen Suche nach 

autoimmun vermittelten K+-Kanalerkrankungen. Kürzlich wurde gezeigt, dass bei einigen 

limbischen Enzephalitiden oder der Neuromyotonie die mit spannungsgesteuerten K+-

Kanälen assoziierten Proteine Lgi1 und Caspr2 die Zielantigene sind (Irani et al., 2010). 

Das unterstreicht die Notwendigkeit, die Voraussetzungen für die Identifizierung von 

Antikörpern gegen K+-Kanäle zu schaffen, da deren Existenz bei verschiedenen 

Erkrankung plausibel und vorhersagbar ist. 

1.4 Zielstellungen 

Eine grundsätzliche Voraussetzung für das Verständnis klinischer 

Symptomkonstellationen bei autoimmunologischen Erkrankungen des Nervensystems 

ist die präzise experimentelle Analyse der Verteilung der Zielantigene. Daher sind in der 

vorliegenden Arbeit sowohl zelluläre, als auch humorale Kandidaten untersucht worden, 

die mit immunologisch vermittelten Mechanismen von Neurodegeneration in Verbindung 

gebracht wurden (siehe Abbildung 1). 
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In den dargestellten Forschungsarbeiten wurde versucht, die folgenden, für das 

Verständnis von immunvermittelter Neurodegeneration relevanten Fragen zu 

beantworten: 

a) Hat das pro-inflammatorische Enzym iNOS einen Einfluss auf akute 

Neurodegeneration? 

b) Wird das axonale Guidance-Molekül Sema7A nach akuter ZNS-Verletzung 

exprimiert und könnte auf diese Weise Immunzellen im Bereich der Läsion 

halten? 

c) Sind Kaliumkanäle im ZNS an anatomischen Orten der Gedächtnisbildung 

exprimiert und repräsentieren dadurch Kandidaten für humoral vermittelte anti-

neuronale Autoimmunität bei neurodegenerativen Demenzen? 

d) Lassen sich mit beispielhaften Antigenen des peripheren und zentralen 

Nervensystems vermehrt Antikörper gegen Ionenkanäle oder Kanal-assoziierte 

Strukturen bei neurologischen Patienten nachweisen?

Abbildung 1. 
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2. Eigene Arbeiten 

Ausgehend von der in der Literatur postulierten Rolle der induzierbaren NO-Synthase 

(iNOS) für einen neurodegenerativen Mechanismus (insbesondere im Sinne sekundärer 

Schädigung nach akuter ZNS-Verletzung), wurde eine pathogenetische Funktion dieses 

Enzyms am Beispiel des ischämischen Schlaganfalls der Maus untersucht (Beitrag 2.1). 

Auch unter Verwendung verschiedener iNOS-Knockout-Mausstämme ließ sich kein 

kausaler Zusammenhang zu verstärkter Neurodegeneration etablieren. 

Daher wurde iNOS als Zielantigen immunologischer Mechanismen zugunsten anderer 

Kandidaten nicht weiter verfolgt. Stattdessen wurde zum einen das Molekül Sema7A 

untersucht, das durch seine krankheitsspezifische Expression nach Verletzung des ZNS 

mit hoher Wahrscheinlichkeit zum neurodegenerativen Sekundärschaden beiträgt 

(Beitrag 2.2).  

Zum anderen erfolgte eine detaillierte morphologische Analyse zahlreicher Ionenkanäle 

im ZNS. Ionenkanäle können durch ihre spezifische Lokalisation als Zielantigen 

humoraler Immunität charakteristische Krankheitsbilder verursachen und zu zellulärem 

Schaden führen. Da die genaue Kenntnis ihrer anatomischen Verteilung eine 

Voraussetzung für die Analyse Antikörper-vermittelter neurologischer Erkrankungen ist,  

wurde die hirnspezifische Expression etlicher Vertreter verschiedener Kaliumkanal-

Familien untersucht (Beitrag 2.3, Beitrag 2.4).  

Für die Translation der experimentellen Fragestellung, ob sich bei Patienten Antikörper 

gegen Ionenkanäle und assoziierte Proteine finden lassen, wurden Patienten mit einem  

Guillain-Barré-Syndrom hinsichtlich des Vorhandenseins von Antikörpern gegen 

Neurofascin und Contactin untersucht (Beitrag 2.5). Darüber hinaus wurden Patienten 

mit einer ätiologisch nicht zugeordneten Enzephalitis auf das Vorhandensein von 

Antikörpern gegen Glutamat-Ionenkanäle vom Typ NMDA untersucht sowie der Effekt 

der Antikörper auf primäre Neurone analysiert (Beitrag 2.6).  
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2.1 Der neuronale Schaden nach Hirninfarkt wird nic ht durch die induzierbare 

NO-Synthase (iNOS) vermittelt 

Prüss H, Prass K, Ghaeni L, Milosevic M, Muselmann C, Freyer D, Royl G, Reuter U, 

Baeva N, Dirnagl U, Meisel A, Priller J. Inducible nitric oxide synthase does not mediate 

brain damage after transient focal cerebral ischemia in mice. Journal of Cerebral Blood 

Flow and Metabolism 2008, 28(3):526-539. 

Die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) durch Stickoxid-Synthasen (NOS) ist Teil der 

Entzündungsreaktion nach zerebraler Ischämie, die zur Umwandlung von noch 

gesundem Penumbra-Gewebe in Nekrosen beiträgt (Dirnagl et al., 1999). Insbesondere 

die induzierbare NO-Synthase (iNOS) galt lange als zentrales Enzym der 

Schädigungskaskaden nach Schlaganfall, Meningitis oder Sepsis (Iadecola et al., 1997; 

Moro et al., 2004). Daher wurde es als viel versprechender therapeutischer Ansatzpunkt 

nach der klinischen Akutversorgung (z.B. systemische Thrombolyse) angesehen. Auf 

der anderen Seite kann NO in Abhängigkeit von der Konzentration und dem zellulären 

Kontext auch neuroprotektiv sein, wie für die Steigerung von Neurogenese nach 

Ischämie gezeigt wurde (Zhu et al., 2003). Einige Arbeiten postulierten einen Effekt auf 

die sekundäre Schädigung, da in iNOS-Knockout-Mäusen eine Infarktreduktion nach 4 

Tagen, nicht jedoch bereits nach 24 Stunden gezeigt wurde (Iadecola et al., 1997; Loihl 

et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnten andere Gruppen keine Belege für einen 

Sekundärschaden durch iNOS im Modell der zerebralen Ischämie bei Mäusen 

nachweisen (Cash et al., 2001; Lerouet et al., 2005). 

Diese uneinheitliche Datenlage suggeriert komplexe Mechanismen der iNOS-

Expression nach zerebraler Ischämie. Um die Rolle von iNOS nach transienter 

Hirnischämie besser zu charakterisieren, wurde daher untersucht, ob ein 

experimenteller Schlaganfall mittels transienter Okklusion der Arteria cerebri media 

(MCAO) in Mäusen zur Induktion von iNOS-mRNA führt, ob die in das Gewebe 

einwandernden Blut-Leukozyten die Hauptquelle des Enzyms darstellen und ob iNOS-

Knockout-Mäuse einen relativen Schutz vor Hirninfarkten haben. 

Der Nachweis der iNOS-mRNA zeigte ein differentielles, Exon-abhängiges 

Expressionsmuster, das mit dem Vorhandensein von alternativem Splicing vereinbar ist. 
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Die Exons 2-3 wurden innerhalb der ersten 1-3 Tage nach Ischämie um das 16-fache 

heraufreguliert, während die Exons 6-8, 12-14, 21-22 und 26-27 verzögert exprimiert 

wurden und lediglich um das 2-5-fache anstiegen. Insgesamt waren die 

Expressionsniveaus so niedrig, dass sie mittels Northern-Blot-Analyse nicht detektiert 

werden konnten. Unter Verwendung spezifischer Antikörper wurde gezeigt, dass es in 

den ersten 5 Tagen nach dem experimentellen Schlaganfall zu keiner iNOS-

Proteinexpression im Gehirn kommt. Als Positivkontrollen für die Antikörper diente der 

deutliche Nachweis von iNOS-Protein in den Lungen von Mäusen mit Pneumonie sowie 

in Maus- und Ratten-Dura nach lokaler Applikation von Lipopolysaccharid. Zur 

Beurteilung der iNOS-Expression in aus dem Blut einwandernden Leukozyten wurden 

sowohl Chimären aus iNOS-defizienten Mäusen mittels Transplantation von Wildtyp-

Knochenmark hergestellt, als auch aus Wildtyp-Mäusen mit iNOS-defizientem 

Knochenmark. Die Knochenmarkszellen exprimieren das grün fluoreszierende Protein 

GFP und können dadurch während ihrer Einwanderung ins Gehirn verfolgt werden. 

Während des gesamten Untersuchungszeitraums nach Hirninfarkt war weder in diesen 

einwandernden Leukozyten noch in lokalen Gehirnzellen iNOS-Protein detektierbar. 

Darüber hinaus unterschieden sich beide experimentellen Gruppen nicht in der Größe 

eines experimentell gesetzten transienten Schlaganfalls.  

Aufgrund der fehlenden Hinweise für einen Zusammenhang zwischen iNOS und einer 

Schädigung nach zerebraler Ischämie wurde dieser Befund in einer breiten Analyse von 

Schlaganfallgrößen in drei verschiedenen Stämmen von iNOS-Knockout-Mäusen 

verifiziert. In allen Versuchsgruppen war das Ausmaß des Infarkts unabhängig von der 

iNOS-Expression. Stattdessen ließ sich ein klarer Zusammenhang zwischen dem 

jeweiligen genetischen Hintergrund der Tiere und der Schlaganfallgröße darstellen. 

Zusammenfassend ließen sich keine Belege für eine Schlüsselrolle der iNOS für den 

durch Entzündung induzierten neuronalen Schaden nach einer transienten zerebralen 

Ischämie finden. Die Analyse dieses viel beachteten molekularen Signalweges von der 

subzellulären Ebene (mRNA- und Protein-Expression) bis hin zum klinischen Modell 

(MCAO) stellt den Erfolg einer iNOS-basierten Therapiestudie in Frage. Der Nachweis 

einer differentiellen Regulation der Exons 2-27 kann zudem einige der sich 

widersprechenden Befunde publizierter Arbeiten zur iNOS-mRNA-Expression erklären. 
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2.2 Rückenmarkverletzungen induzieren die Expressio n des pro-fibrotischen 

Semaphorin 7A 

Kopp M, Brommer B, Gatzemeier N, Schwab JM, Prüss H. Spinal cord injury induces 

differential expression of the pro-fibrotic Semaphorin 7A in the developing and mature 

glial scar. Glia 2010, 58(14):1748-1756. 

Eine Verletzung des Rückenmarks führt zu reaktiven Umbauvorgängen des Gewebes 

und Narbenbildung, woran vor allem Astrozyten und einwandernde Meningozyten 

beteiligt sind (Schwab et al. 1996; Silver et al. 2004). Durch Ablagerung verschiedener 

Kollagene, Laminin und Fibronektin in die extrazelluläre Matrix stellt die fibrotische 

Narbe ein Haupthindernis für regenerierende Axone dar. In den letzten Jahren wurden 

axonale Guidance-Moleküle als Bestandteile der sich nach ZNS-Schädigung bildenden 

Narbe identifiziert (De Winter et al., 2002; Kaneko et al., 2006; Niclou et al., 2006; 

Schwab et al.,  2005a; Schwab et al., 2005b). Aufgrund der weiten Verbreitung von 

Semaphorin 7A (Sema7A) im ZNS wurde dieses Guidance-Molekül als neuer Kandidat 

gewählt, um den möglichen Beitrag zur Narbenbildung und neuronalen 

Regenerationsstörung nach ZNS-Verletzung zu analysieren. 

Semaphorine gehören zu einer großen Gruppe phylogenetisch konservierter Proteine, 

deren Rolle ursprünglich nur in der Entwicklung des ZNS vermutet wurde, wo sie die 

Lenkung von Axonen und die Bildung von Synapsen steuern (Pasterkamp et al., 2009; 

Pasterkamp et al., 2003; Yu et al., 1999). Die Bedeutung von Sema7A geht jedoch über 

axonales Guiding hinaus. So spielt dieses Molekül eine wichtige Rolle im Umbau von 

Bindegewebe, wie beispielsweise bei der Regulation der Osteoblastenmigration 

(Delorme et al., 2005) oder der Ausbildung einer Lungenfibrose nach TGF� 1-Stimulation 

(Kang et al., 2007). Darüber hinaus kann Sema7A auf aktivierten T-Zellen zur 

Stimulation von Makrophagen und deren Ausschüttung von Entzündungsmediatoren 

beitragen (Suzuki et al., 2007). 

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich zunächst eine geringe konstitutive Expression von 

Sema7A im Rückenmark mit Betonung von Neuronen im Vorder- und Hinterhorn der 

grauen Substanz. Nach einer experimentellen Rückenmarkverletzung kam es zu einer 

spezifischen Akkumulation von Sema7A-positiven Zellen in der Läsion, während in 
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läsionsfernen (> 7,5 mm von der Verletzung) Arealen keine Zunahme gegenüber Sham-

operierten Tieren nachweisbar war. Während der ersten Tage war Sema7A nur in 

Neuronen, aufgetriebenen und retrahierten Nervenfasern sowie Endothelzellen 

nachweisbar. Ab Tag 7 nach Rückenmarkverletzung begann eine zunehmende 

Sema7A-Expression in Bestandteilen der gliotischen Narbe (reaktive Astrozyten) und 

eine deutliche Ablagerung in der extrazellulären Matrix. Die periläsionalen Astrozyten 

exprimierten außerdem das Intermediärfilament Vimentin als Hinweis auf ihre 

Aktivierung. Im verletzten Rückenmark nahm die Anzahl der Sema7A-positiven Zellen 

bis zum Tag 14 weiter zu und blieb bis Tag 28 erhöht, wobei nahezu alle positiven 

Zellen Astrozyten waren. In enger Nachbarschaft zu Sema7A-positiven Strukturen 

fanden sich gehäuft Makrophagen, die den Sema7A-Rezeptor � 1� 1-Integrin 

exprimierten. 

Das regenerationshemmende Milieu nach einer Rückenmarkverletzung wird zu einem 

erheblichen Teil durch die Barriere der extrazellulären Matrix und reaktive Astrozyten 

bestimmt (Fawcett et al., 1999; Sandvig et al., 2004; Schwab et al., 1996). Die 

spezifische Akkumulation von Sema7A-positiven reaktiven Astrozyten im Bereich der 

Rückenmarkverletzung sowie die Sema7A-Ablagerung in der extrazellulären Matrix 

sprechen für eine Beteiligung dieses pro-fibrotischen Moleküls an der Narbenbildung 

und -reifung nach ZNS-Verletzung. Die verzögerte Expression suggeriert insbesondere 

eine Beteiligung an der späten Narbenreifung (Kollagenkondensation) (Fawcett et al., 

1999; Norenberg et al., 1994). Wahrscheinlicher Mechanismus ist dabei eine fibrotische 

Wirkung innerhalb der TGF� 1-Signalkaskade (Kang et al., 2007; Leask et al., 2004). Die 

nachgewiesene Akkumulation von � 1� 1-Integrin-tragenden Makrophagen an Sema7A-

positiven Astrozyten kann zudem ein Rezeptor-Mechanismus sein, über den diese 

entzündungsfördernden Immunzellen an den Läsionsort gebunden werden (Ben-Horin 

et al., 2004; Hynes et al., 2002; Ray et al., 2004; Holmes et al., 2002), wo sie mitunter 

Jahre persisitieren (Fleming et al., 2006; Schwab et al., 2002).  

Zusammenfassend geben die Befunde Hinweise auf eine neue biologische Rolle von 

Sema7A für Wundheilung und Sekundärschaden nach einer ZNS-Verletzung an der 

Schnittstelle zwischen Nervensystem (Narbenbildung) und Immunsystem (Immunzell-

Retention). 
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2.3 Altersabhängige axonale Expression von Kaliumka nälen während der 

Entwicklung des murinen Hippocampus 

Prüss H, Grosse G, Brunk I, Veh RW, Ahnert-Hilger G. Age-dependent axonal 

expression of potassium channel proteins during development in mouse hippocampus.

Histochem Cell Biol 2009, 133(3):301-312. 

Das komplexe neuronale Netzwerk der Hippocampus-Formation gilt als zentrales 

Element für die Gedächtnisbildung. Für die Entwicklung und Feineinstellung dieses 

Netzwerks ist neuronale Aktivität erforderlich (Ben-Ari 2002). Deren elektro-

physiologische Charakteristika werden vor allem durch die Lokalisation und Funktion 

von Ionenkanälen geprägt (Llinas et al., 1988). Während der Entwicklung des 

Hippocampus spielt die abgestimmte Funktion der Kanäle eine besondere Rolle, zumal 

sich das Expressionsmuster neuronaler Kanalproteine deutlich verändert. Während der 

Embryonalentwicklung gehören Kaliumkanäle zu den ersten spannungsabhängigen 

Ionenkanälen in Nervenzellen (Spitzer 1991; Veh et al., 1995). Generell gibt es große 

Unterschiede zwischen einzelnen Zelltypen bezüglich der Verteilung von Ionenkanälen, 

u.a. hinsichtlich der axonalen oder somatodendritischen Expression.  

Das altersabhängige Erscheinen der Kanäle auf Nervenzellen ist ein kritischer Faktor für 

die interdependente Verbindung zwischen neuronaler Aktivität und hippocampaler 

Netzwerkfunktion mit großer Relevanz für Synaptogenese und synaptische Aktivität 

(Maletic-Savatic et al. 1995; Frotscher et al. 2000). Somit ist es von großem Interesse, in 

welchem Zusammenhang relevante Kaliumkanalproteine während der Embryonal- und 

Postnatalentwicklung produziert und in welches Kompartiment sie sortiert werden. 

Die immunhistochemische Analyse in vivo und in areal-spezifischen hippocampalen und 

entorhinalen Nervenzellkulturen zeigte eine differentielle Verteilung mit erheblicher 

zeitlicher Variation. Unterschiede fanden sich beispielsweise im Beginn der 

Proteinexpression, der Sortierung in Moosfasertrakt-Axone, der konstanten Expression 

von der Postnatalperiode bis zur adulten Maus oder im nur transienten Proteinnachweis 

in spezifischen neuronalen Subpopulationen. So war beispielsweise das Kv1.2-

Kanalprotein als einziges seiner Subfamilie nicht in Körnerzellen und im Moosfasertrakt 

nachweisbar. Kv1.1 wurde als erster Kanal im murinen Hippocampus exprimiert und war 
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bereits ab dem postnatalen Tag 6 eindeutig detektierbar. Kv1.1 und Kv1.2, nicht aber 

Kv1.4 und Kv3.4, waren in Axonen der seit kurzem beschriebenen Kir3.3-positiven 

GABAergen Interneurone (Grosse et al., 2003) exprimiert. Auffallend war auch die 

relativ ähnliche Expression der spannungsabhängigen K+-Kanäle Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4 

und Kv3.4 in Pyramidenzellen der CA3-Region ab dem postnatalen Tag 7-11, während 

nur das Kv3.4-Protein in diesen Zellen bis zur adulten Maus nachweisbar blieb. Die 

Kanalproteine Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4 und Kv3.4 waren alle im Axon-Kompartiment 

nachweisbar, während aus der Gruppe der zusätzlich untersuchten Kir3-Subfamilie nur 

Kir3.3 axonal lokalisiert war. Die gleichartige Verteilung von Kv1.1 und Kv1.4 in Axonen 

der Körnerzellen des Gyrus dentatus beziehungsweise von Kv1.1 und Kv1.2 in den 

‚Kir3.3-Interneuronen’ lassen an mögliche Interaktionspartner von Heterotetrameren 

denken, unabhängig von der Möglichkeit der Proteine zur funktionellen Expression in 

homotetramerer Konformation (Drewe et al., 1992; Ottschytsch et al., 2002). Die 

Kombination der morphologischen Proteinanalyse in Hirnschnitten und primären 

Zellkulturen zeigte zudem eine große Zelltyp-spezifische Übereinstimmung der 

Kanalverteilung.  

Die differentiellen altersabhängigen Verteilungsmuster der einzelnen 

Kaliumkanalproteine machen es wahrscheinlich, dass hippocampale Neurone über 

Zelltyp-spezifische Mechanismen der Sortierung in somatodendritische und axonale 

Kompartimente verfügen. Auf diese Weise kann das entwicklungsabhängige und axon-

spezifische Verteilungsmuster von Ionenkanälen helfen, individuelle Populationen von 

hippocampalen Neuronen funktionell voneinander zu unterscheiden. Die Relevanz 

dieses funktionellen Kriteriums ergibt sich aus der Kenntnis, dass die axonale Verteilung 

von spannungsabhängigen K+-Kanälen eine Schlüsselrolle für die 

elektrophysiologischen Eigenschaften kortikaler Neurone (Shu et al., 2007) und die 

Modulation der Form des Aktionspotentials spielt (Kole et al., 2007). 

Die Analyse der entwicklungsabhängigen Expression verschiedener K+-Kanalproteine 

unterstreicht den engen Bezug zwischen neuronaler Aktivität und funktioneller Reifung 

des hippocampalen Netzwerkes. Die axonale Verteilung von Ionenkanälen erlaubt des 

Weiteren eine präzisere Klassifizierung, um funktionell unterschiedliche hippocampale 

Neurone voneinander zu unterscheiden. 
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2.4 Astrozytäre Expression der BK � 1- and BK � 4-Untereinheiten der 

spannungs- und Ca 2+-abhängigen BK-Kaliumkanäle 

Seidel KN, Derst C, Höltje M, Veh RW, Prüss H. Expression of the voltage- and Ca2+-

dependent BK potassium channel subunits BK� 1 and BK� 4 in rodent astrocytes. Glia

2011; doi: 10.1002/glia.21160. 

Kaliumkanäle der BK-Familie (large-conductance Ca2+-activated potassium channels) 

sind weit verbreitete Ionenkanäle mit besonderer Bedeutung für physiologische 

Funktionen des menschlichen Körpers, einschließlich Blutfluss, Immunität und 

neuronale Übertragung (Lu et al., 2006). Durch ihre Eigenschaft einer synergistischen 

Aktivierung durch Membranpotentiale, Ca2+-Konzentrationen und Liganden sind sie ein 

Bindeglied in der Übertragung von intrazellulären Signalkaskaden und Erregbarkeit von 

Membranen (Rothberg et al., 2004). Sie sind ferner Schlüsselmoleküle der 

neurovaskulären Kopplung, da sie Kaliumionen aus astrozytären Endfüßen in den 

perivaskulären Raum freisetzen (Filosa et al., 2006) und damit an der Steuerung des 

zerebralen Blutflusses durch neuronale Aktivität beteiligt sind.  

Außerhalb ihrer Lokalisation in Astrozyten der neurovaskulären Einheit ist die Verteilung 

in Gliazellen weitgehend unbekannt. Einzelne Arbeiten fanden Hinweise auf BK-Ströme 

in Rattenastrozyten (Gebremedhin et al., 2003) und BK� -Kanalprotein in Astrozyten-

Primärkulturen (Ou et al., 2009). Die vielfältigen Funktionen der BK-Kanäle sind in 

hohem Maße von der Anwesenheit regulatorischer � -Untereinheiten abhängig, die u.a. 

die Empfindlichkeit gegenüber Signalmolekülen, Ca2+ und Membranspannungen steuern 

(Brenner et al., 2005; Torres et al., 2007). Morphologische Daten über die Expression 

der BK� -Untereinheiten in Astrozyten existieren bisher fast nicht. Aufgrund der (i) 

Bedeutung von Astrozyten für die meisten Hirnfunktionen, der (ii) Anwesenheit von BK-

Kanälen in Gliazellen und der (iii) Notwendigkeit von � -Untereinheiten für eine korrekte 

BK-Kanalfunktion ist es von hohem wissenschaftlichen Interesse, welche der vier BK-� -

Untereinheiten in Astrozyten nachgewiesen werden können. 

Daher wurde die Verteilung von BK� -Protein und -mRNA in verschiedenen astrozytären 

Zellpopulationen im Gehirn von adulten Mäusen und Ratten sowie in Glia-Zellkulturen 

analysiert. Die BK� 2- und BK� 3-Untereinheiten ließen sich weder auf der mRNA- noch 
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auf der Protein-Ebene in Astrozyten nachweisen. Im Gegensatz dazu fanden sich BK� 4- 

(und geringer BK� 1-) Protein und Transkripte in etlichen Astrozyten-Populationen in situ, 

beispielsweise in der Capsula interna, im Corpus callosum, Hippocampus, Habenula 

und Nucleus arcuatus. Auffallend waren die sehr unterschiedlichen Expressionsmuster 

beispielsweise in Tanyzyten (nur BK� 1) oder in der Bergmann-Glia des Kleinhirns (nur 

BK� 4). Für die immuncytochemische Analyse des BK� 4-Proteins wurde im Rahmen 

dieser Studie ein polyklonaler, monospezifischer Antikörper aus dem Kaninchen 

gewonnen, affinitätsgereinigt, und die Spezifität mittels kompetitivem ELISA, Western 

Blot, Präinkubationstest und Transfektionen charakterisiert. 

Besonders ausgeprägt war das immunhistochemische BK� 4-Signal in der 

Subventrikulärzone (SVZ) und in kultivierten astrozytären Vorläuferzellen aus der SVZ. 

In sich aus den Stammzellen entwickelnden Neuronen war die Expression von BK� 4 

deutlich geringer ausgeprägt. Ein Gen-Expressionprofil der Vorläuferzellen zeigte, dass 

BK� 4 während der gesamten Entwicklung von der Nestin-positiven Stammzelle bis zur 

GFAP-positiven astrozytären Linie zu den am stärksten exprimierten Genen gehörte.  

Die Kolokalisation der BK� 4-Untereinheit mit dem BK� -Kanalprotein in etlichen 

Astrozyten legt eine funktionelle Beziehung nahe, bei der BK� 4 die vorrangige 

regulatorische Untereinheit für gliale BK-Kanäle sein könnte. In einigen Regionen fand 

sich eine hochgradige Expression der BK� 4-Untereinheit bei nur geringem Nachweis 

der � -Einheit, was die Möglichkeit eröffnet, dass BK� 4 noch zusätzliche unabhängige 

Funktionen haben könnte. Frühere Arbeiten zeigten die Interaktion von BK� 4 mit 

Natriumkanälen in Drosophila (Derst et al., 2006). Um diese Möglichkeit anhand des 

humanen Natriumkanals Nav1.6 zu prüfen, wurden Nav1.6 und BK� 4 in Zellen 

heterolog ko-exprimiert und elektrophysiologisch gemessen, was tatsächlich zu einer 

50%-igen Reduktion des Natriumstroms führte. 

Die Befunde der Arbeit lassen den Schluss zu, dass BK� 4 und BK� 1 die vorrangigen 

regulatorischen Untereinheiten von BK� -Kanälen in astrozytären Zellen sind. Ähnlich 

wie das von Neuronen bereits bekannt ist, hat BK� 4 vermutlich einen wichtigen Einfluss 

auf die Oberflächenexpression und Spannungsabhängigkeit von BK-Kanälen. Auf diese 

Weise sind BK� 4-Untereinheiten wahrscheinlich an der Steuerung des astrozytären 

Membranpotentials und der Kaliumhomöostase des Gehirns beteiligt. 
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2.5 Antikörper gegen Neurofascin in Patienten mit G uillain-Barré-Syndrom 

Prüss H, Schwab JM, Derst C, Görtzen A, Veh RW. Neurofascin as target of 

autoantibodies in Guillain-Barré syndrome. Brain 2011; doi: 10.1093/brain/awq372. 

Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) ist eine akute, autoimmunologisch vermittelte 

inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie. Die angenommene 

pathogenetische Rolle von Antikörpern wird durch den positiven Effekt von 

therapeutisch verabreichten Immunglobulinen oder Plasmapherese gestützt. 

Insbesondere Antikörper gegen Ganglioside finden sich häufig im Serum der Patienten 

(van Doorn et al., 2008) und können durch Komplementaktivierung zur Schädigung 

peripherer Nerven – insbesondere im Bereich des Ranvierschen Schnürrings – führen 

(McGonigal et al., 2010). Dieser Schaden könnte die elektrophysiologischen 

Ausfallmuster und klinischen Symptome bei Patienten mit GBS erklären, auch die 

manchmal rasche Rückbildung von höhergradigen Muskellähmungen. 

Da die Mehrheit krankheitsspezifischer autoimmunologischer Zielproteine weiter 

unbekannt ist, wurde in einer großen Kohorte von GBS-Patienten systematisch das 

Vorhandensein von Antikörpern gegen die Proteine Neurofascin und Contactin 

untersucht. Beide Moleküle sind wichtige Eiweiße am Ranvierschen Schnürring und 

spielen eine zentrale Rolle für die Integrität des Schnürrings und die saltatorische 

Erregungsleitung (Salzer et al., 2008; Sherman et al., 2005). 

Für die Studie wurden Seren von 52 GBS-Patienten und 44 Probanden miteinander 

verglichen. Die Kohorten unterschieden sich nicht hinsichtlich Alter, Geschlecht, 

Serumalbumin und Immunglobulin-G-Gehalt des Serums. Für die Analyse der 

Autoantikörper wurde ein ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) entwickelt, bei 

dem die Titerplatte mit rekombinantem Neurofascin oder Contactin-2 beschichtet wurde. 

Die Spezifität des neuen Tests wurde durch die konzentrationsabhängige Blockade der 

photometrischen ELISA-Extinktion nach Präinkubation der Seren mit dem Zielprotein 

verifiziert. Darüber hinaus erkannten die Patienten-Antikörper im Western Blot die 

spezifische Bande des elektrophoretisch aufgetragenen Neurofascin-Proteins. 

Im Vergleich beider Gruppen zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied der 

Serumspiegel von anti-Neurofascin-Antikörpern mit deutlich höheren Werten bei GBS-
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Patienten, obwohl auch einige gesunde Probanden erhöhte Titer aufwiesen. Die 

Serumtiter von Antikörpern gegen Contactin waren hingegen in beiden Kohorten nicht 

signifikant verschieden, was die Spezifität der gegen Neurofascin gerichteten humoralen 

Autoimmunität unterstreicht.  

Die erhöhten Serumspiegel an Antikörpern gegen Neurofascin sind ein Hinweis auf 

neue Antikörper-vermittelte autoimmunologische Prozesse bei Patienten mit einem 

Guillain-Barré-Syndrom, entweder als Ursache des GBS oder – aus unserer Sicht 

wahrscheinlicher – als sekundärer Verstärkungsmechanismus. In Übereinstimmung mit 

den vorliegenden Befunden fanden sich in einem Nagetiermodell des GBS, der so 

genannten experimentellen allergischen Neuritis, Autoantikörper gegen Neurofascin 

(Lonigro & Devaux 2009). Diese wurden bereits vor Beginn der Demyelinisierung 

nachgewiesen. Darüber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass Neurofascin-

Autoantikörper zum axonalen Schaden in einem Tiermodell der Multiplen Sklerose 

beitragen (Mathey et al., 2007).  

Humorale Autoimmunität gegen Neurofascin könnte über verschiedene Mechanismen 

auch zu den bekannten Spätfolgen bei GBS-Patienten beitragen. Denkbar sind eine 

gestörte Remyelinisierung nach Bindung an Oligodendrozyten (Charles et al., 2002) 

oder eine Zerstörung der für die Erregungsleitung essentiellen funktionellen Architektur 

des Ranvierschen Schnürrings, insbesondere der Clusterung von Natriumkanälen 

(Susuki et al., 2007). Auch die hochgradige Expression von Neurofascin an den bei 

GBS-Patienten besonders betroffenen anatomischen Strukturen des peripheren Nerven, 

wie Paranodien und Schmidt-Lanterman-Inzisuren (Görtzen et al., 1999; Pillai et al., 

2009; Willison 2005), stützen die Hypothese einer klinischen und pathophysiologischen 

Relevanz von anti-Neurofascin-Antikörpern.  

Insbesondere die Expression von Neurofascin an sowohl axonalen als auch 

myelinisierten Strukturen impliziert eine Rolle für anti-Neurofascin-Antikörper bei 

herabgesetzter Erregungsleitung, axonalem Schaden und gestörter Remyelinisierung. 

Die vorliegenden Befunde suggerieren, dass weitere Proteine des Ranvierschen 

Schnürrings für die autoimmunologischen Mechanismen beim GBS verantwortlich sein 

könnten.  
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2.6 Retrospektiver Nachweis von Antikörpern gegen N MDA-Rezeptoren in 

Patienten mit ‚Enzephalitis ohne Erregernachweis’ 

Prüss H, Dalmau J, Harms L, Höltje M, Ahnert-Hilger G, Borowski K; Stoecker W, 

Wandinger KP. Retrospective analysis of NMDA receptor antibodies in encephalitis of 

unknown origin. Neurology 2010, 75(19):1735-1739. 

Die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist eine seit kurzem bekannte, relativ häufige 

Form einer schweren Enzephalitis mit einem charakteristischen, in Phasen verlaufenden 

Krankheitsbild (Dalmau et al., 2008; Florance et al. 2009). Die Patienten werden meist 

durch ein schizophreniformes Syndrom mit formalen und inhaltlichen Denkstörungen 

(Wahn) und Halluzinationen auffällig, entwickeln aber zusätzlich Fieber, eine 

Bewusstseinsstörung, Hypoventilation, epileptische Anfälle, autonome Störungen oder 

Dyskinesien. Die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis wurde initial bei jungen Frauen mit 

Ovarial-Teratomen beschrieben (Dalmau et al., 2007), kommt aber auch häufig bei 

Frauen ohne Tumor sowie bei Männern und Kindern vor. Die Diagnosestellung der 

Erkrankung basiert auf der Kombination aus charakteristischem klinischen Bild, 

stützenden Befunden von Hirn-MRT, EEG und Liquoruntersuchung sowie dem 

Nachweis hochspezifischer Autoantikörper im Serum oder Liquor, die gegen die NR1-

Untereinheit der Glutamatrezeptoren vom Typ NMDA gerichtet sind (Dalmau et al., 

2008, Prüss et al., 2010c). Die Prognose der Erkrankung ist prinzipiell gut und die 

Symptome sind auch nach einer langen intensivmedizinischen Behandlung und 

Beatmungsdauer potentiell reversibel (Dalmau et al., 2008; Iizuka et al., 2008). 

Die ersten Fallsammlungen suggerieren, dass eine gute Prognose eng mit einer 

raschen Diagnosestellung, frühen immunmodulatorischen Therapie und – im Falle einer 

Neoplasie – besonders mit einer vollständigen Tumorentfernung korreliert (Dalmau et 

al., 2008; Florance et al. 2009; Irani et al., 2010). Bislang gibt es allerdings keine Daten 

zum natürlichen Verlauf der Erkrankung (d.h. ohne immunmodulierende Therapie). 

Daher erfolgte die vorliegende Arbeit mit den Zielen, zum einen retrospektiv Patienten 

mit einer anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis zu identifizieren und den klinischen 

Spontanverlauf zu analysieren, zum anderen, um den Anteil dieser Krankheit an unklar 

gebliebenen „Enzephalitiden ohne Erregernachweis“ abzuschätzen. 
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Für die Auswahl der Patienten wurden in einem 5-Jahres-Zeitraum anhand der 

Patientenakten der Neurologischen Intensivstation der Charité Campus Mitte sämtliche 

Patienten zwischen 18 und 35 Jahren (n = 505) auf das Vorhandensein der folgenden 

Kriterien geprüft: (a) Enzephalitis mit psychiatrischen Symptomen (Unruhe, paranoide 

Gedanken, Reizbarkeit, Halluzinationen), (b) epileptische Anfälle, (c) Liquorpleozytose 

und (d) Ausschluss einer viralen oder bakteriellen Ursache. Auf diese Weise wurden 7 

weibliche Patienten identifiziert, von denen aus archivierten Blut- und Liquorproben die 

Diagnostik der NMDAR-Antikörper durchgeführt wurde. Hierbei zeigte sich bei 6 

Patientinnen ein positiver Antikörper-Befund gegen NMDA-Rezeptoren. 

Die Follow-up-Untersuchungen der wieder einbestellten Patientinnen zeigte bei allen 

eine klinische Besserung. Bei einer Patientin wurde durch die erneute umfassende 

Tumordiagnostik ein Ovarialteratom diagnostiziert. Drei Patientinnen hatten zur 

Behandlung der damals unklar gebliebenen Enzephalitis keine immunmodulierende 

Therapie erhalten. Bei einer von ihnen war es zu einem spontanen Verschwinden des 

Antikörper-Titers gekommen. 

Experimente mittels Inkubation von primären hippocampalen Neuronenkulturen mit 

Patientenserum zeigten eine ausgeprägte Herunterregulation der NMDA-Rezeptoren in 

der Zellmembran, was den direkten pathogenetischen Effekt der Antikörper belegt. 

Dieser Effekt war nach Entfernen des Serums und Kultivierung mit Nährmedium nahezu 

vollständig reversibel, was Rückschlüsse auf die Reversibilität des klinischen 

Krankheitsbildes zulässt.  

Zusammenfassend zeigt die Studie, dass die anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis unter 

solchen jungen Intensivpatienten, die an einer schweren, nicht-infektiologischen, durch 

die obigen Kriterien definierten Enzephalitis leiden, sehr häufig ist (6 von 7). Erstmalig 

wird nachgewiesen, dass die NMDAR-Antikörper bei einem monophasischen 

Krankheitsverlauf spontan verschwinden können und dass es ohne immunmodulierende 

Therapie zu einem prognostisch günstigen „natürlichen“ Verlauf kommen kann. Ferner 

wird gezeigt, dass die Krankheit durch eine ausschließliche Antikörperproduktion im 

Liquorkompartiment verursacht sein kann. Insgesamt wird die klinisch-diagnostische 

Schlussfolgerung gezogen, dass bei einer „Enzephalitis ohne Erregernachweis“ stets an 

die anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis gedacht werden muss.
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3. Diskussion 

Die in der vorliegenden Habilitationsschrift zusammengefassten Arbeiten verfolgten das 

Ziel, eine morphologisch-strukturelle Charakterisierung von molekularen Kandidaten 

vorzunehmen, die durch unterschiedliche immunologische Mechanismen die Entstehung 

von Neurodegeneration begünstigen könnten. Dazu wurden sowohl zelluläre als auch 

Antikörper-vermittelte Mechanismen analysiert. 

3.1  Zelluläre Immunmechanismen 

In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob eine genetische Ausschaltung der 

induzierbaren NO-Synthase in Mäusen nach einer akuten ZNS-Verletzung zu einer 

Reduzierung von sekundärem neurodegenerativen Schaden führt. Der vermutete 

zugrunde liegende Mechanismus war eine geringere Bildung von Stickstoffmonoxid, 

einem entzündungsfördernden Produkt von Stickoxid-Synthasen, insbesondere in 

einwandernden Blutzellen (Iadecola et al., 1997). Die Untersuchung der iNOS mRNA- 

und Proteinexpression, auch unter Verwendung von Knochenmarkchimären und 

Knockout-Mausstämmen, konnte die Hypothese einer iNOS-vermittelten 

Neurodegeneration in diesem akuten Schädigungsmodell nicht stützen (Prüss et al., 

2008a). Es ist dennoch gut denkbar, dass iNOS an chronischer Neurodegeneration 

partizipiert. Ein möglicher Mechanismus ist die immunologische Rolle von iNOS-

exprimierenden dendritischen Zellen (DC) beim Immunglobulin-Klassenwechsel (class 

switch recombination), insbesondere mit Produktion von IgA (Tezuka et al., 2007). Ob 

iNOS über diesen Weg an der neuen Rolle von IgA-vermittelter ZNS-Autoimmunität (s. 

unten) für immunvermittelte Neurodegeneration teilhat, wird durch weitere Forschung 

aufgeklärt werden müssen.  

Ein anderer denkbarer Mechanismus ist die chronische Wirkung der postulierten 

Stickstoffmonoxid-Toxizität. Das setzt aber voraus, dass sich iNOS-exprimierende 

Zellen (insbesondere Makrophagen) über längere Zeiträume im ZNS befinden können. 

Da die chronische Akkumulation von Makrophagen in Gehirn und Rückenmark 
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phänomenologisch beschrieben ist (Fleming et al., 2006; Schwab et al., 2002), stellte 

sich die zentrale Frage, ob es nach einer akuten ZNS-Schädigung zur Expression von 

Oberflächenmolekülen kommt, die die Gewebepersistenz von Makrophagen erleichtern 

können. Im Modell der akuten Rückenmarksverletzung wurde die Expression des 

axonalen Guidance-Moleküls Sema7A untersucht, da für diese Proteingruppe zum einen 

bereits eine Verbreitung im ZNS beschrieben wurde (Niclou et al., 2006), zum anderen 

hat Sema7A eine Wirkung auf Makrophagen, indem es deren Ausschüttung von 

Entzündungsmediatoren stimulieren kann (Suzuki et al., 2007). Nach dem 

experimentellen Trauma des Rückenmarks kam es zu einer spezifischen Akkumulation 

von Sema7A in der Läsion, vornehmlich in reaktiven Astrozyten als Bestandteil der 

gliotischen Narbe (Kopp et al., 2010). Mit der Hypothese in Übereinstimmung, fanden 

sich Makrophagen überwiegend in enger Nachbarschaft zu Sema7A -positiven 

Strukturen und exprimierten � 1� 1-Integrin, das als Sema7A-Rezeptor fungiert. Diese

mögliche Rezeptor-vermittelte Bindung von entzündungsfördernden iNOS-positiven 

Immunzellen an den Läsionsort ist somit ein plausibler neuer Kandidatenmechanismus 

für chronische Neurodegeneration im ZNS.  

3.2  Antikörper gegen Strukturen des zentralen und peripheren Nervensystems 

Basierend auf klinischen Fallstudien über wahrscheinliche Zusammenhänge zwischen 

humoraler Autoimmunität gegenüber ZNS-Antigenen und neurodegenerativen 

Veränderungen (Prüss et al., 2007, 2008b), befasst sich der Schwerpunkt der 

Habilitationsschrift mit der anatomisch-morphologischen Charakterisierung der 

Expression von Kaliumkanälen im zentralen Nervensystem und der parallelen Analyse 

von anti-neuronalen Antikörpern in ausgewählten neurologischen Patientenkohorten. 

Ein Patientenkollektiv, in dessen Krankheitsentstehung humorale Pathomechanismen 

als etabliert gelten (Willison et al., 2005), leidet am Guillain-Barré-Syndrom mit sensiblen 

und motorischen Leitungsstörungen der peripheren Nerven. Neben der Rolle von Anti-

Gangliosid-Antikörpern sind weitere Epitope bisher nicht eindeutig nachgewiesen, 

obwohl deren Identifizierung für ein besseres Verständnis der Krankheit und eine 
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spezifischere Therapie erforderlich sind (van Doorn et al., 2008). Wir analysierten das 

Vorhandensein von Antikörpern gegen Neurofascin und Contactin, da diese Proteine am 

Ranvierschen Schnürring exprimiert werden und für die nodale Funktion, und somit eine 

korrekte saltatorische Erregungsleitung, erforderlich sind (Salzer et al., 2008; Sherman 

et al., 2005). Im Falle von Neurofascin ließ sich ein hochsignifikanter Unterschied der 

Serum-Antikörper-Titer zwischen GBS-Patienten und gesunden Probanden nachweisen 

(Prüss et al., 2011). Dieser neue Befund könnte mehrere kontroverse Aspekte des 

klinischen GBS-Krankheitsbildes erklären. Zum einen würde der rasche 

Krankheitsbeginn der Patienten gut zu dem akuten Effekt von anti-Neurofascin-

Antikörpern in Tiermodellen passen (Mathey et al., 2007), außerdem kann die 

Neurofascin-Expression im ZNS das Psychosyndrom erklären, das einige Patienten 

entwickeln und mit dem Konzept einer reinen peripheren Neuropathie bisher nicht 

vereinbar war (Görtzen et al., 2004). Zum anderen könnten persistierende Antikörper an 

den chronischen Funktionsstörungen und Lähmungen einiger Patienten beteiligt sein, 

beispielsweise durch Störungen der Remyelinisierung oder der Anordnung der 

Natriumkanäle im Bereich des Schnürrings, so wie das für Gangliosidantikörper gezeigt 

wurde (Susuki et al., 2007). Wie für die meisten Antikörper, spielt die Aktivierung von 

Komplement wahrscheinlich auch für anti-Neurofascin-Antikörper eine zentrale Rolle. 

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass Neurofascin gerade an den 

anatomischen Strukturen exprimiert wird, bei denen sie bei GBS-Patienten die stärksten 

Komplementablagerungen finden, insbesondere an den Ranvierschen Schnürringen 

(Prineas et al., 1981; McGonigal et al., 2010). 

Die Studie wirft die Frage auf, ob Neurofascin-Antikörper an der Entstehung des GBS 

kausal beteiligt sind oder ob die Patienten als Folge einer sekundären 

Nervenschädigung Antikörper entwickeln. Zumindest konnte keine Assoziation von 

Antikörper-positiven Patienten mit elektrophysiologischen Subgruppen (z.B. Patienten 

mit peripheren Leitungsblöcken) gefunden werden. Das macht einen Einfluss auf 

persistierende Neurodegeneration und klinische Langzeitbeschwerden allerdings nicht 

weniger wahrscheinlich. Die Befunde legen nahe, dass auch andere nodale Proteine, 

beispielsweise Gliomedin oder Caspr, als autoimmunologische Zielstrukturen beim GBS 

in Frage kommen. 
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Die zweite klinisch-experimentelle Antikörperstudie sollte klären, wie hoch der Anteil von 

jungen Patienten mit ätiologisch unklar gebliebenen, schweren Enzephalitiden ist, in 

deren Liquor und Serum sich pathogenetische Antikörper gegen Glutamat-Rezeptoren 

vom Typ NMDA nachweisen lassen. Das klinische Bild von Patienten, bei denen über 

Jahrzehnte vor allem virale Enzephalitiden vermutet wurden, deren Erreger nicht isoliert 

werden konnten, erinnert an eine führende Pathologie des Frontal- und 

Temporallappens. Die anatomische Kenntnis der NMDA-Ionenkanalexpression ließ 

zusammen mit den areal-spezifischen klinischen Ausfallmustern an einen 

Zusammenhang denken. In der Tat hatte die große Mehrheit der Patienten positive 

Antikörper-Titer (Prüss et al., 2010c), und die experimentelle Testung dieser Antikörper 

in primären hippocampalen Neuronen bestätigte den pathogenetischen Effekt, der bei 

Patienten mit der seit 2-3 Jahren bekannten ‚klassischen’ NMDA-Rezeptor-Enzephalitis 

beobachtet wurde (Dalmau et al., 2008; Hughes et al. 2010). 

Trotz einer weitgehenden Reversibilität der Erkrankung leiden viele Patienten langfristig 

an residuellen Störungen von Kognition, Mnestik, Gedächtnis und Impulskontrolle (Prüss 

et al., 2010c; Dalmau et al., 2011), was die Frage nach immunvermittelten 

neurodegenerativen Veränderungen aufwirft. In der Tat konnten weitergehende 

Experimente mit Patienten- und Kontrollseren an hippocampalen Neuronenkulturen 

zeigen, dass es nicht zu einer ausschließlichen Herunterregulation der NMDA-

Rezeptoren in der Zellmembran kommt, sondern dass auch eine (sekundär?) gestörte 

Membranexpression von synaptischen Proteinen auftritt. Sowohl die Synapsenproteine 

Synapsin und Synaptophysin als auch die vesikulären Glutamat- und GABA-

Transportproteine wurden durch Inkubation mit dem Patientenserum vermindert, und 

prolongierte Inkubation für mehrere Tage führte zum Verlust etlicher Neurone (Prüss et 

al., 2011, eingereicht). Bei Patienten, die ausschließlich oder zusätzlich zu den 

bekannten anti-NMDA-Rezeptor-Antikörpern vom Immunglobulin-G-Typ (IgG) noch 

Antikörper der IgA-Subklasse hatten, war dieser Effekt noch ausgeprägter (Prüss et al., 

2011, eingereicht).  

Diese Ergebnisse implizieren, dass ein spezifischer Antikörper über die Beeinflussung 

seines Zielproteins hinaus zu chronischem Zellschaden und Neurodegeneration führen 

kann. Die fehlende Komplementaktivierung von Antikörpern der IgA-Subklasse könnte 

erklären, warum es bei einigen Patienten zu chronisch-progredienten kognitiven 
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Störungen kommt, ohne dass sich im Kontrastmittel-MRT des Gehirns oder im Liquor 

Hinweise auf eine Entzündung finden. Damit zeigen diese Experimente eine Verbindung 

zwischen Autoimmunität und Neurodegeneration auf und könnten zur Entwicklung von 

Erfolg versprechenden immunmodulatorischen Therapien bei einer Subgruppe von 

Patienten mit kognitiven Störungen und Demenzen führen. 

3.3  Kaliumkanäle in Hirnregionen für Lernen und Ge dächtnis 

Die gezeigten neurodegenerativen Effekte der gegen Ionenkanäle gerichteten 

Antikörper machen es sehr wahrscheinlich, dass bei kognitiv beeinträchtigten Patienten 

in Zukunft weitere Kanäle identifiziert werden, die Ziel einer antineuronalen 

Autoimmunität sind. Angesichts der Vielfalt sowie der differentiellen zeitlichen und 

räumlichen Expression sind K+-Kanäle besonders viel versprechende molekulare 

Kandidaten. Da die genaue Kenntnis ihrer anatomischen Verteilung eine Voraussetzung 

für das Verständnis humoral vermittelter neurologischer Erkrankungen ist, war die 

detaillierte morphologische Analyse zahlreicher K+-Kanäle im ZNS ein Fokus der 

Untersuchungen, insbesondere hinsichtlich einer Expression in Axonen hippocampaler 

Strukturen. 

Bereits im sich entwickelnden Hippocampus des murinen Gehirns spielen K+-Kanäle 

eine Rolle, sind differentiell exprimiert (Spitzer 1991) und für die Entwicklung des 

hippocampalen Netzwerkes und der Synaptogenese von großer Bedeutung (Maletic-

Savatic et al., 1995; Frotscher et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die 

spannungsgesteuerten K+-Kanäle Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4 und Kv3.4 und der einwärts-

gleichrichtende K+-Kanal Kir3.3 in hippocampalen Axonen mit erheblicher zeitlicher 

Variation auftreten (Prüss et al., 2010a). Die axonale Expression von Kir3.3 war zuvor 

auch in Nervenzellen der Raphe dokumentiert worden (Prüss et al., 2008c), während die 

anderen Vertreter der Kir3-Subfamilie im Hippocampus nur im somatodendritischen 

Kompartiment nachgewiesen werden konnten (Eulitz et al., 2007; Prüss et al., 2010a). 

Kanalproteine der vier Vertreter der Kir2-Familie waren vor allem im hippocampalen 

Gyrus dentatus der Ratte, Kir2.2 und Kir2.3 zusätzlich auch deutlich im Cornu ammonis 

exprimiert (Prüss et al., 2003, 2005). Aus der Gruppe der ATP-gesteuerten K+-Kanäle 
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fanden sich sowohl Kir6.1 als auch Kir6.2 in Neuronen des Hippocampus ohne 

wesentliche Neuropilfärbung; die Intensität der Immunreaktivität war dabei von Kir6.2 

am stärksten (Thomzig et al., 2003, 2005). Hervorzuheben ist, dass die untersuchten 

Kanalproteine nicht nur neuronal exprimiert wurden, sondern dass einige auch in 

Gliazellen des Hippocampus nachgewiesen werden konnten. Zu diesen astrozytären 

Kanälen gehören beispielsweise BK� 1 und BK� 4 aus der BK-Familie, einer Gruppe von 

K+-Kanälen mit besonderer Bedeutung für Immunität, neuronale Aktivität und 

neurovaskuläre Kopplung (Salzmann et al., 2010; Seidel et al., 2011). 

Basierend auf der spezifischen Lokalisation vieler K+-Kanäle in Strukturen der 

Hippocampus-Formation gehen wir davon aus, dass der zu erwartende Nachweis 

humoraler Autoimmunität (im Sinne einer immunvermittelten K+ channelopathy) in einer 

Subgruppe von Patienten mit kognitiven Störungen kausal mit der gestörten 

Gedächtnisbildung und dem Abruf von Erinnerungen verknüpft ist. Wir postulieren, dass 

eine eingeschränkte K+-Kanalfunktion über die dadurch veränderte neuronale Aktivität 

zu einer gestörten Funktion des hippocampalen Netzwerkes führt. 

Die dabei denkbaren Schädigungsmechanismen sollten denen anderer Antikörper-

vermittelter Erkrankungen entsprechen (Abbildung 2). Dazu gehören ein Rezeptor-

Antagonismus oder -Agonismus, die Veränderung der Rezeptorendichte durch 

Internalisierung der Rezeptoren oder die Aktivierung des Komplementsystems. So 

wurde beispielsweise mit Serum von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes 

gezeigt, dass darin enthaltene Antikörper agonistisch am NMDA-Rezeptor wirken und 

die Poren-Permeabilität beeinflussten (Zhang et al., 2008). Mit Serum von Patienten mit 

einer NMDA-Rezeptor-Enzephalitis wurde nachgewiesen, dass es zu einer 

Internalisierung des Rezeptors kommt (Hughes et al., 2010). Aquaporin-4-Antikörper bei 

Patienten mit Neuromyelitis optica sind ein Beispiel für die Initiierung deutlicher 

Komplementaktivierung (Jarius et al., 2008).  

Über diese Mechanismen könnten auch Antikörper gegen K+-Kanäle schließlich zu einer 

Störung des Membranpotentials, der Kaliumhomöostase des Gehirns, veränderter 

synaptischer Konnektivität oder neuronaler Zytotoxizität führen (Abbildung 2). 
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Abbildung 2. Synopsis der in der vorliegenden Arbeit untersuchten immunologischen 

Mechanismen, die Neurodegeneration befördern könnten. 

Die Expression von Sema7A im glialen Stützgewebe des Nervensystems (��� � ) führt zur 

Akkumulation von Makrophagen durch Bindung an deren � 1� 1-Integrin. Makrophagen 

synthetisieren neurotoxische Stickoxide über ihre induzierbare NO-Synthase iNOS (��� � ). 

Antikörper gegen Neurofascin binden an paranodale Strukturen und führen zur 

Aktivierung und Ablagerung von Komplementfaktoren (��� � ). Antikörper gegen NMDA-

Rezeptoren wirken agonistisch und führen wie ein Ligand zur Überfunktion des 

Rezeptors (��� � ), oder sie leiten eine Internalisierung der Rezeptoren mit Funktionsverlust 

ein (��� � ). In Analogie zu den etablierten Befunden kann zu den möglichen 

Schädigungsmechanismen von Kaliumkanal-Antikörpern die Ablagerung von 

Komplement, die Überaktivierung des Kanals mit Störung der Kaliumhomöostase, 

Funktionsverlust durch Internalisierung und Veränderungen des Membranpotentials 

gehören (��� � ). 
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4. Zusammenfassung 

Bei vielen akuten und chronischen neurologischen Krankheitsbildern spielen 

immunologische Mechanismen eine pathogenetische Rolle und können zu 

Neurodegeneration führen. Die Schädigung von Nervenzellen kann dabei über 

Immunzellen, zytotoxische Mediatoren oder Antikörper erfolgen. In den vorgestellten 

Studien sind mehrere molekulare Kandidaten untersucht worden, die Teil der komplexen 

Kaskaden immunvermittelter Neurodegeneration sein könnten.  

Die Analyse der Rolle der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) im murinen Schlaganfall 

machte einen Anteil von iNOS an der akuten Schädigung des Zentralnervensystems 

(ZNS) unwahrscheinlich. Mit dem axonalen Guidance-Molekül Sema7A wurde allerdings 

ein Protein charakterisiert, das durch seine hier nachgewiesene Expression im glialen 

Stützgewebe zur Akkumulation von iNOS-produzierenden Makrophagen nach einer 

ZNS-Verletzung führen könnte. Die somit chronische Anwesenheit toxischer Stickoxide 

könnte einen neurodegenerativen Prozess begünstigen. 

Auf der Seite der humoralen immunologischen Mechanismen wurde an zwei 

beispielhaften Antigenen des peripheren und zentralen Nervensystems geprüft, ob 

Antikörper gegen Ionenkanäle oder Kanal-assoziierte Strukturen bei neurologischen 

Patienten vermehrt nachweisbar sind. Es zeigte sich, dass Patienten mit einem Guillain-

Barré-Syndrom gehäuft Antikörper gegen Neurofascin aufweisen, die aufgrund ihrer 

komplementaktivierenden Eigenschaften wahrscheinlich zum neurodegenerativen 

Schaden bei dieser immunvermittelten Neuropathie beitragen. Bei Patienten mit einer 

ätiologisch nicht zugeordneten Enzephalitis konnte gezeigt werden, dass die Mehrheit 

pathogenetisch relevante Antikörper gegen Glutamat-Ionenkanäle vom Typ NMDA 

aufweist. 

Parallel zur Suche von Autoimmun-Antikörpern bei Patienten mit neurodegenerativen 

Erkrankungen erfolgte eine detaillierte Analyse der Verteilung etlicher Kaliumkanal-

Proteine im Nagetier-ZNS. Es zeigte sich, dass mehrere Kanäle in den zentralen 

Strukturen der Gedächtnisbildung exprimiert werden. Mit dieser morphologischen 

Charakterisierung ist eine wichtige Voraussetzung geschaffen worden, um – nach der 

vorhersagbaren Identifizierung von Kaliumkanal-Antikörpern in neurologischen Patienten 

– die klinische Symptomatik mit anatomischen Strukturen zu korrelieren. 
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