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EINLEITUNG

1.1 Guillain-Barré Syndrom
Das Guillain-Barré Syndrom (GBS) ist eine Autoimmunerkrankung des peripheren
Nervensystems, die sich in Form einer entziindlichen, vorwiegend demyelinisierenden

Polyradikulopathie auBert.

1.1.1 Klinische Symptomatik und Diagnostik

Pathognomonisch sind die Areflexie und die meist symmetrischen motorischen Ausfélle,
die in der Regel distal beginnen und im weiteren Verlauf bis hin zur Rumpf-, Hals- und
Gesichtsmuskulatur aufsteigen kénnen. Gelegentlich finden sich Beteiligungen von
sensiblen Fasern (Parasthesien, Sensibilitatsstérungen). Auch Hirnnerven wie der

N. facialis (ein- oder beidseitige Parese), der N. glossopharyngeus, N. oculomotorius,
N. trochlearis und N. abducens kénnen betroffen sein.

Variationen des klinischen Bildes sind haufig (Dehaene et al., 1986). Bei Mitbeteiligung
vegetativer Fasern kommt es zu autonomen Funktionsstérungen wie Sinustachykardie
oder Bradycardie, Gesichtsrétung und fluktuierende Hyper- oder Hypotonie. Auch die
SchweiBproduktion kann gestért sein oder es treten episodische SchweiBausbriiche mit
massiver Stérung des Wasser- und Elektrolythaushaltes und Miktionsstérungen auf
(Asahina et al., 2002). Die Erkrankung kann innerhalb weniger Tage durch die
kardiovaskularen Komplikationen oder, wenn der N. phrenicus betroffen ist, durch
Atemlahmung zum Tode flihren. Das GBS besitzt insgesamt aber eine hohe
Selbstheilungstendenz. Die klinischen Symptome bilden sich in der Mehrzahl der Félle
fast oder vollstandig Gber Wochen bis Monate zuriick, wobei Kinder und jlingere
Patienten eine deutlich bessere Prognose aufweisen als altere (Hadden et al., 1998;
Chio et al., 2003; Ammache et al., 2001). Lediglich 4-15% der GBS-Erkrankten
versterben, 20% verbleiben nach einem Jahr trotz moderner BehandlungsmaBnahmen
arbeitsunfahig (Rees et al., 1998). Bei GBS-Erkrankten mit einem guten
Behandlungserfolg lassen sich meistens nur noch bei der klinischen und
elektrophysiologischen Untersuchung eine residuelle Schwéache und ein Verlust von
motorischen Einheiten messen, die allerdings das haufige Problem der Ermudbarkeit

erklaren.



Das GBS ist kein einheitliches Syndrom, sondern Iasst sich in Unterformen gliedern. Bei
den akuten Verlaufsformen unterscheidet man die akute inflammatorische,
demyelinisierende Polyradikuloneuropathie (AIDP), die akute motorische axonale
Neuropathie (AMAN) und die akute motorisch-sensible axonale Neuropathie (AMSAN).
Bei den akuten Verlaufsformen kommt es zu einer fulminanten Symptomentwicklung
innerhalb weniger Tage bis maximal vier Wochen (Hughes und Cornblath, 2005).
Daneben werden noch eine subakute Form (subakute inflammatorische
demyelinisierende Polyradikulopathie) mit einer Symptomentwicklung innerhalb von vier
bis acht Wochen (Hughes et al., 1992; Oh et al., 2003) sowie chronische
Verlaufsformen mit Symptomentwicklung tber mehr als acht Wochen beschrieben. Zu
diesen zahlt die chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
(CIDP). Zu den Sonderformen des GBS z&hlen das Miller-Fisher-Syndrom (akut
auftretende Ophthalmoplegie, Ataxie und Areflexie mit guter Prognose; Willison und

O Hanlon, 1999), die akute Pandysautonomie (rein autonome akute Polyneuritis; Young
et al., 1975) und das Elsberg-Syndrom (selektiver Befall der sakralen Wurzeln;
Eberhardt et al., 2004).

Die Diagnose des GBS beruht auf den schon geschilderten klinischen Befunden, den
elektrophysiologischen Befunden und der Liquoruntersuchung.

Die Bestimmung der Nervenleitgeschwindigkeit ist ein zuverldssiger und friher Indikator
fir die Diagnose des GBS (Gordon und Wilbourne, 2001). Schon innerhalb der ersten
Tage nach Beginn der Symptomatik finden sich fast immer elektrophysiologische
Veranderungen. So sind die Amplituden der Muskelsummenaktionspotentiale
vermindert, die Potentiale aufgesplittert und verbreitert. Die Nervenleitgeschwindig-
keiten der motorischen Nerven sind verlangsamt, die distalen Latenzen als Zeichen
distaler Leitungsblécke verzégert und die F-Wellen als Zeichen der proximalen
Demyelinisierung verlangert oder ausgefallen (Van den Berg und Piéret, 2004; Brown
und Feasby, 1984).

Die Liquoruntersuchung kann in der Frihphase zwar auch ohne Befund sein, zeigt aber
typischerweise eine zytoalbuminare Dissoziation mit deutlich erhéhtem Gesamteiweil3
bei normaler Zellzahl. Lediglich in 10% der Falle ist die Zellzahl (vor allem die
Lymphozyten) anfanglich auf 10-50 Zellen pro mm?® erhéht, wobei kein

Kausalzusammenhang zwischen Vorhandensein einer Pleozytose und der klinischen



Symptomatik, bzw. der Schwere des Krankheitsbildes festgestellt werden konnte. Die
Hohe des EiweiBspiegels hat ebenfalls keine prognostische Bedeutung, sie spiegelt
lediglich eine generalisierte Entziindung der Nervenwurzeln wieder.

Im Serum der GBS-Patienten wurden bislang neben unspezifischen Entziindungs-
zeichen keine typischen krankheitsspezifischen Parameter nachgewiesen.

1.1.2 Epidemiologie

Das GBS ist ein relativ seltenes Krankheitsbild. Die jahrliche Inzidenz des typischen
GBS betragt 0,6-5 Falle pro100.000 Einwohner weltweit (Hughes and Rees, 1997), 1,2-
1,9 Falle pro 100.000 Einwohner in Europa (Chio et al., 2003; Govoni und Granieri,
2001).

Das GBS kommt in allen Teilen der Welt und zu jeder Jahreszeit vor. Es betrifft Kinder
und Erwachsene jeden Alters, Manner sind 1,5fach h&ufiger betroffen als Frauen.

In Europa und Nord-Amerika nimmt die Inzidenz mit steigendem Alter zu. Das akute
GBS-Syndrom (AIDP) kommt vor allem in Nordamerika und Europa vor, lediglich 5%
der Patienten zeigen axonale Formen der Erkrankung (Hadden et al., 1998). In anderen
Landern (Nord-China, Japan, Zentral- und Stidamerika) werden hingegen in 30-47%
der Félle die axonalen Neuropathien AMAN und AMSAN diagnostiziert (McKhann et al.,
1991 und 1993; Ogawara et al., 2000).

Die Erkrankung kann sporadisch auftreten, jedoch zwei Drittel der Patienten hatten in
den 6 Wochen zuvor eine Infektionserkrankung der oberen Luftwege oder des Magen-
Darm-Traktes erlitten (Van Koningsveld et al, 2001; Roman, 1995; Winer et al, 1988;
Guillain-Barré Syndrome Study Group, 2000). Oft bleibt der auslésende Erreger
unbekannt. Eine Korrelation mit vorausgegangenen Viruserkrankungen durch
Zytomegalie- und Epstein-Barr-Viren (Dowling and Cook, 1981; Jacobs et al., 1998) und
bakteriellen Infektionen mit Campylobacter jejuni, Mycoplasma pneumoniae oder
Haemophilus influenzae (Blaser et al., 1991; Hao et al., 1998) ist aber nachgewiesen.
Neben dem postinfektidsen Auftreten wurden auch nach Impfungen gegen die
Schweinegrippe 1976 in den USA (Langmuir et al., 1984), gegen Infuenza 1990-2003
(Haber et al., 2004), gegen Tollwut (Hemachudha et al., 1988) und Tetanus (Tuttle et

al., 1997) eine geringe, aber signifikante Zunahme der Inzidenz des GBS registriert.



1.1.3 Pathogenese

Die Zerstérung der Markscheide spielt bei der akuten und chronischen Verlaufsform des
GBS (AIDP und CIDP) in Bezug auf Erklarungsansatze zur Pathogenese die
entscheidende Rolle. In der Biopsie eines Nerven von Patienten mit AIDP findet man
multifokale Demyelinisierungsherde und Infiltrationen von lympho-monocytaren Zellen
und Makrophagen (Hall et al., 1992). Immunzytochemisch handelt es sich um T-Zellen
(Schmidt et al., 1996). Daneben wurden Ablagerungen von IgG und dem Komplement-
protein C3d nachgewiesen (Hafer-Macko et al., 1996 a+b). Immunologische und
histopathologische Ergebnisse sprechen daflrr, dass aktivierte T-Zellen spezifisch fur
Antigene der peripheren Nerven den autodestruktiven Prozess in Gang setzen. Danach
fuhren Makrophagen, Zytokine und Antikérper zur vollen Auspragung des
Entziindungsprozesses (Hafer-Macko et al., 1996a; Créange et al., 1999; Kieseier et
al., 2004).

Wogegen diese Immunreaktionen sich letztendlich richten, also gegen welche(s)
Antigen(e), ist bisher nicht fir alle Patienten bekannt. Allerdings gibt es einzelne
Antigene, fur die im Modell ein Zusammenhang hergestellt wird. Untersuchungen am
Tiermodell des GBS, der experimentell allergischen Neuritis (EAN), zeigten eine CD4 T-
Zell vermittelte Immunantwort gegen die Myelinproteine PO, P2 und PMP22
(Kadlubowski und Hughes, 1979; Milner et al., 1987; Gabriel et al., 1998).

Seren von einigen GBS-Patienten enthalten Antikérper gegen verschiedene
Ganglioside, am haufigsten gegen GM1, aber auch GD1a, GD1b, GT1b, GQ1b, LM1
(Surgita et al. 1994; Hartung und Kieseier, 1999) oder Sulfatide (Svennerholm und
Fredman, 1990; llyas et al., 1992). Interessanterweise besitzen sowohl Haemophilus
influenza als auch Campylobacter jejuni Polysaccharide, die identisch sind mit dem
terminalen GM1-Tetrasaccharid (Mori et al., 1999; Yuki et al., 1993). Beide Infektionen
gehen haufig der GBS-Erkrankung voraus (Rees et al., 1995 a,b,c). Es handelt sich
dabei um eine Kreuzreaktion von Antikérpern gegen das infektidése Agens und der
kérpereigenen Markscheidenproteine - molekulares Mimikry (Oomes et al., 1995).
Dieser Zusammenhang besteht allerdings nur fir diese Untergruppe der GBS-
Patienten.

Die generelle pathogenetische Relevanz von Anti-GM1-Antikdrpern erscheint jedoch
sehr fraglich. Nur bei einem kleinen Teil der GBS-Patienten wurden Anti-GM1-
Antikérper nachgewiesen (Gortzen et al., 1999). Zum anderen enthalten auch Seren
von Patienten mit anderen motorischen Neuropathien (Kornberg et al., 1994) oder der



Amyotrophen Lateralsklerose (Pestronk et al, 1988) Anti-GM1-Antikérper. Auch
bewirken Anti-GM1-Antikérper nicht zwingend eine Demyelinisierung. So fihrte die
Injektion eines Serums von einem Patienten mit multifokaler Motoneuropathie, das
einen hohen Anti-GM1-Titer aufwies, an den N. ischiadicus der Ratte dort zu einer
Demyelinisierung. Die Injektion des Serums eines anderen Patienten mit einer
Erkrankung des Motoneurons, das einen vergleichbar hohen Anti-GM1-Titer hatte,
fUhrte dort aber nicht zu einer Demyelinisierung (Parry 1994). Auch die Héhe der
gefundenen Antikdrper-Titer korreliert nicht eindeutig mit Schwere und Verlauf der
Erkrankungen (Simone et al., 1993). Zusammenfassend missen die bislang
gefundenen Autoantikérper bei GBS-Patienten eher als Epiphdnomen und nicht als

pathophysiologisch kausales Agens angesehen werden.

114 Therapie

Zu unterscheiden ist die supportive Allgemeintherapie von der spezifischen Therapie
mit verschiedenen Formen der Immunmodulation. Bei den akuten Verlaufsformen ist
der Patient vor allem durch die Stérung der Atmung (25% der Erkrankten) und der
vegetativen Funktionen, sowie durch die Folgen der Parese-bedingten Immobilitat (tiefe
Venenthrombose, Lungenembolie, Nervendrucklasionen, Dekubitalulzera,
Kontrakturen) geféhrdet. Eine anfangliche engmaschige intensivmedizinische
Uberwachung und eine eventuelle Beatmung bei Erschépfung der Atemmuskulatur
sind daher entscheidende therapeutische MaBnahmen. Auch die Aufrechterhaltung des
Blutdrucks (Hypotonie durch neurovaskulare Dysautonomie) durch FlUssigkeitszufuhr
oder Gabe von Vasopressiva und die Verhinderung von Elektrolytstérungen,
Herzrhythmusstdérungen, gastrointestinalen Blutungen, Harnverhalt, lleus und
besonders von Lungenembolien (durch subkutane Heparingabe und
Antithrombosestriimpfe) sind wichtig (Hughes et al., 2005). Daneben kommt dem
begleitenden multidisziplinaren Rehabilitationsprogramm groBe Bedeutung zu
(Meythaler, 1997). Hierzu zahlt auch eine kontinuierliche psychosoziale Unterstltzung
mit gegebenenfalls psychopharmakologischer Therapie (Weiss et al, 2002) und eine
intensive physikalische Therapie (Garssen et al., 2004).

Neben der supportiven Therapie ist vor allem die Immuntherapie als kausaler
Therapieansatz essentiell, um Komplikationen und Spatfolgen zu limitieren. Hierzu
zahlen die Plasmapherese (frihzeitiger totaler Austausch des 5-fachen



Plasmavolumens in 1-2 Wochen), die Immunadsorption (Entfernung samtlicher IgG)
und die Gabe hochdosierter intravendser Immunglobuline (IVIG, 0,4g/kg KG/d Uber 5
Tage). Randomisierte Studien konnten bei friihzeitigem Therapiebeginn die
Wirksamkeit der Plasmapherese und der IVIG in der akuten Phase des GBS beweisen
(Raphael et al., 2002; Lehmann et al., 2006; Hughes et al., 2003 und 2006a). Beim
akuten GBS zeigte sich bezliglich des "Outcome" retrospektiv kein signifikanter
Unterschied in der Wirksamkeit beider Therapieformen (Seta et al, 2005). Beide kénnen
den Verlauf der Krankheit verkirzen oder die Progredienz aufhalten (Van der Meché et
al., 1992; Haupt et al., 1996). Eine Kombinationstherapie beider Behandlungsanséatze
(IVIG nach Plasmapherese) erbrachte jedoch keinen zusatzlichen Benefit (Hughes et
al., 2006a). Die Wirksamkeit dieser Therapien bestarkt die Hypothese der Antikdrper
vermittelten autoimmunen Genese der Erkrankung.

Ohne therapeutischen Effekt verblieb beim akuten GBS die intravendse
Korticosteroidbehandlung (Hughes et al., 2006b). In der Akuttherapie der CIDP sind
allerdings Steroide, IVIG und Plasmapherese wahrend eines Behandlungszeitraumes

von 6 Wochen gleichwertig (Van Schaik et al., 2006).

1.1.5 Einige GBS-Patienten zeigen auch cerebrale Symptome

Das GBS wurde bislang als eine Autoimmunkrankheit ausschlieBlich des peripheren
Nervensystems angesehen. In der Literatur finden sich aber Fallbeschreibungen von
GBS-Patienten, die zu der peripheren Symptomatik zusatzliche zentrale cerebrale
Symptome zeigten. In kleineren Fallstudien oder in Einzelberichten wurden
Halluzinationen und oneiroide Erlebnisse (traumahnliche szenarische Halluzinationen
wahrend der Wachphase) immer wieder beschrieben (Eisendraht et al., 1983; Schmidt-
Degenhard, 1986; Bolgert et al., 1994; Swoboda et al., 1996 ; Rosenlicht und
Kewchang, 2000). Diese Phdnomene wurden damals zunachst psychodynamisch
interpretiert, dass es der Versuch des Patienten sei, mit den motorischen Verlusten und
der daraus resultierenden generellen Deprivation zurechtzukommen. Hierbei handelte
es sich jeweils um retrospektive Beschreibungen.

Spater wurden dann Patienten mit meist schwer verlaufendem GBS in Bezug auf
psychische Auffalligkeiten wahrend des intensivmedizinischen Aufenthaltes
psychiatrisch untersucht und regelmaBig interviewt. Hierbei konnten bei 25% der
Patienten Symptome wie Angst, Unruhe, Beklemmung, Stress, depressive Episoden,



kurze reaktive Psychosen und sogenannte oneiroide Psychosen diagnostiziert werden.
Die psychotischen Episoden wurden dabei haufig im Zusammenhang mit schwerer
Tetraparese, kinstlicher Beatmung, Hirnnervenbeteiligung und deutlich erhéhtem
Liquorprotein beschrieben (Weiss et al, 2002; Forster, 2005).

Im Rahmen von bildgebenden Studien mittels CT/MRT lieBen sich bei Patienten mit
obenbeschriebener zentraler Symptomatik aber keine typischen morphologischen
Veranderungen nachweisen (Feasby et al, 1990; Othake et al, 1990; Ormerod et al.,
1990; Hawke et al., 1990). Elektrophysiologisch wurde aufgrund pathologischer visuell
oder akustisch evozierter Potentiale selten eine Beteiligung dieser Systeme dargestellt
(Othake et al, 1990; Pakalnis et al, 1988).

Histopathologisch wurden bei 13 autopsierten CIDP-Patienten lediglich

unspezifische Entzindungsreaktionen im Gehirn nachgewiesen, jedoch keine
Demyelinisierungsherde wie am peripheren Nerven (Maier et al, 1997). Auch im
Rluckenmark wurden keine typischen entzindlichen Infiltrate, weder in der weiBen
Substanz noch im Vorderhorn, gefunden (Miiller et al., 2003).

Auch bei eigenen GBS-Patienten konnten immer wieder zentrale cerebrale Symptome
im Sinne eines Psychosyndroms mit Desorientiertheit, mnestisch-kognitiven EinbuBen
und Wahrnehmungsstérungen diagnostiziert werden. Die Ursache dieser psychischen
Symptome kénnen keine groBen strukturellen cerebralen Veranderungen mit der Folge
einer gestodrten Interaktion von umschriebenen cerebralen Neuronenverbanden sein.
Dann waren Areal- oder systemspezifische Ausfélle zu erwarten. Viel eher kdnnten die
psychischen Ausfélle auf immunologisch bedingten Funktionsstérungen in generellen
Systemen beruhen. Hier kdmen dann zunachst Gliazellen in Betracht, da sie in groBer
Zahl tberall im Gehirn vorkommen und komplexe Aufgabenbereiche erfiillen. Am
Beispiel der hepatischen Enzephalopathie, einer Form eines Psychosyndroms, kommt
einer groBen Untergruppe der Gliazellen, ndmlich den Astrozyten, eine bedeutende
Rolle zu. Astrozyten nehmen Ublicherweise das von Neuronen ausgeschittete Glutamat
als auch Ammoniumionen auf, die fir den Umbau von Glutamat in Glutamin in den
Astrozyten verbraucht werden. Bei hohem Ammoniakspiegel werden dabei
verschiedene Stoffwechselschritte beeintréchtigt, die im Einzelnen die Symptome der
hepatischen Enzephalopathie verursachen (Norenberg, 1998). Analog dazu kénnte das
Psychosyndrom beim GBS durch eine autoimmunologisch bedingte Stérung der
Astrozytenfunktion verursacht werden. In der Tat konnten Autoantikérpern gegen
Astrozyten-Proteine in Seren von GBS Patienten nachgewiesen werden (Goértzen et al,



2004), jedoch nicht der Beweis geflihrt werden, dass diese wirklich das Psychosyndrom
verursachen.

Des Weiteren kommen auch als denkbare Ursache eines Psychosyndroms Stérungen
in Areal-Ubergreifenden monaminergen Systemen des ZNS in Betracht. In den
folgenden Kapiteln werden nun diese Systeme mit besonderem Hinblick auf funktionelle
Aspekte und Ursachlichkeit in Bezug auf die Entstehung des Psychosyndroms né&her

betrachtet.

1.2 Die monaminergen Systeme

Komplexe Hirnleistungen sind nicht durch das Funktionieren eines einzelnen Neurons
erklarbar, sondern beruhen auf der Kommunikation von vielen Neuronen im Sinne eines
Netzwerkes oder eines funktionellen Systems. Dazugehdérige Neurone kénnen neben
Form, Gr6Be, Lage und elektrophysiologischen Eigenschaften auch durch ihren
vorrangigen Transmitter unterschieden werden. Zu den arealUbergreifenden steuernden
Systemen des ZNS gehéren die monaminergen Zellgruppen. Dazu zahlen Neurone, die
Acetylcholin, Serotonin, Dopamin, Noradrenalin, Adrenalin oder Histamin als

Transmitter verwenden.

1.2.1 Das cholinerge System

1.2.1.1 Biochemie und Anatomie des cholinergen Systems

Acetylcholin ist der Transmitter der cholinergen Neurone. Er ist im peripheren
Nervensystem der Transmitter an der motorischen Endplatte, im autonomen
Nervensystem an den Ganglien, im ZNS von Neuronen im Rlickenmark, aber vor allem
auch in den Basalganglien, dem Nukleus basalis Meynert und den Ncll. des diagonalen
Bandes exprimiert. Der Transmitter wird durch die Cholin-Acetyltransferase (ChAT) im
Cytosol aus Acetyl-CoA und Cholin gebildet und in synaptische Vesikel aufgenommen.
Ein Aktionspotential depolarisiert die praesynaptische Endigung und 6ffnet
spannungsregulierte Kalziumkanale. Acetylcholin wird in den synaptischen Spalt
freigesetzt und bindet an die Acetylcholinrezeptoren der postsynaptischen Membran,
woraufhin es zur entsprechenden Depolarisation und somit zur Signallbertragung
kommt. An der motorischen Endplatte handelt es sich um nikotinerge Rezeptoren, also



ionotrope. Im ZNS kommen neben diesen auch metabotrope Rezeptoren vor, die
muscarinergen. Acetylcholin wird im synaptischen Spalt durch Acetylcholinesterasen zu
Cholin und Acetat hydrolysiert. Nach der Wiederaufnahme von Cholin und Acetat durch
Transporter in die prasynaptische Endigung werden diese zu Acetylcholin
resynthetisiert.

Im ZNS sind die cholinergen Neurone je nach topographischer Lage der
Neuronenverbande und deren typischen Verbindungsmustern zu kommunizierenden
Hirnregionen in 6 groBe Untergruppen (Ch1-Ch6) eingeteilt. Die cholinerge Innervation
des Hippocampus entspringt in den medialen Septumkernen (Ch1-Gruppe) und im
vertikalen Schenkel des diagonalen Bandes (Ch2-Gruppe). Die Ch3-Gruppe ist vor
allem im lateralen Teil des horizontalen Schenkels des diagonalen Bandes enthalten
und projiziert zum Bulbus olfactorius. Die Ch4-Gruppe enthélt cholinerge Neurone des
Nukleus basalis Meynert, des Globus pallidus, der Substantia innominata, und Neurone,
die lateral vom vertikalen Schenkel und medial vom horizontalen Schenkel des
diagonalen Bandes gelegen sind. Diese cholinergen Neuronenverbande zeigen
Projektionen zum Neokortex und zur Amygdala. Die cholinergen Neurone im Ncl.
pedunculopontinus der Formatio reticularis pontomesencephalica, im Ncl. cuneiformis
und in der Area parabrachialis bilden die Gruppe Ch5, und die des periventrikularen
Grau die Gruppe Ch6. Beide Gruppen projizieren hauptsachlich zum Thalamus
(Mesulam et al., 1983).

1.2.1.2 Funktionelle Aspekte der cholinergen Innervation im ZNS

Die ungestorte Verschaltung dieser cholinergen Kerngruppen spielt bei der kognitiven
Wahrnehmung und Auffassungskraft, insbesondere beim Prozess der Aufnahme und
Speicherung von Informationen eine entscheidende Rolle (Mesulam et al., 19883;
Miranda et al., 2003; Hasselmo, 2006). Dieser funktionelle Aspekt wird auch durch den
Einsatz von Acetylcholinrezeptoragonisten und -antagonisten belegt. Sie beeinflussen
entweder direkt oder indirekt die Funktionalitat der cholinergen Innervation (direktes
Stimulieren des ACh-Rezeptors, Hemmung der Acetylcholinesterase oder
antagonistisches Verhalten am ACh-Rezeptor). Acetylcholinrezeptorantagonisten, wie
z.B. Scopolamin, rufen beim Menschen auch ein verschlechtertes
Erinnerungsvermdgen und kognitive Defizite hervor (Drachmann und Leavitt, 1974;
Aigner und Mishkin, 1986). Acetylcholinrezeptoragonisten und



10

Acetylcholinesteraseinhibitoren (Physostigmin) hingegen kénnen im geringen MaBe den
Erinnerungsprozess verbessern (Bartus et al., 1982; Davis et al., 1978). Cholinerge
Innervationen beeinflussen aber auch die Aufmerksamkeit (Himmelheber et al., 2000),
die Wachheit, die Reaktionsbereitschaft und den Schiaf.

Lasionen der cholinergen basalen Vorderhirnkerne fihren beispielsweise bei Morbus
Alzheimer (Ch4, Nukleus basalis) zu dramatischen Verlusten kognitiver Fahigkeiten,
insbesondere der selektiven Aufmerksamkeit, des Lernens und der Erinnerung (s.
1.2.6.1).

Es ist aber schwierig, Funktionen eines einzelnen monaminergen Systems zu
beurteilen, da mehrere funktionell ineinandergreifen. Anatomische und
elektronenmikroskopische Studien zeigen anhand der synaptischen Verschaltungen,
dass das serotonerge, das dopaminerge und das noradrenerge System mit dem
cholinergen System interagieren (Smiley et al., 1999).

Im Tierexperiment flhren einseitige Lasionen des Nukleus basalis Meynert und/oder
der serotonergen Raphekerne mit daraus resultierender Reduktion des kortikalen
Acetylcholins (55%) und Serotonins (63%) lediglich zu geringen EinbuBen des
intelligenten sensomotorischen Verhaltens. Erst bei kompletter Blockade beider
Transmittersysteme kam es zu einem Verlust intelligenten Verhaltens, obwohl die
Motorik nicht wesentlich beeinflusst war (Gharbawie und Whishaw, 2003).

Somit ist durchaus vorstellbar, dass eine Schadigung des kortikalen cholinergen
Systems flr die mnestischen Stérungen und ein nicht funktionierendes Zusammenspiel
mit dem serotonergen System fiir kognitive EinbuBen beim Psychosyndrom von GBS-

Patienten verantwortlich sind.

1.2.2 Das serotonerge System

1.2.2.1 Biochemie und Anatomie des serotonergen Systems

Serotonin (5-Hydroxytryptamin; 5-HT), ist das hydroxylierte biogene Amin der
essentiellen Aminosaure Tryptophan, welche wir mit der Nahrung zu uns nehmen. Es
wird im zentralen Nervensystem und in den enterochromaffinen Zellen des Magen-
Darm-Trakts (zu 90%) synthetisiert. Im Blut wird es mit den Thrombozyten transportiert.
Die Synthese von Serotonin aus Tryptophan erfolgt in zwei Schritten. Zuerst erfolgt
mittels Tryptophan-Hydroxylase (und den Cosubstraten Tetrahydrobiopterin und
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molekularem Sauerstoff) eine Hydroxylierung am Indolring unter Bildung von 5-
Hydroxytryptophan (5-HTP). In einer zweiten Reaktion wird 5-HTP mittels 5-HTP-
Decarboxylase zu 5-Hydroxytryptamin decarboxyliert. Im Gehirn wird Serotonin im
Perikaryon der Nervenzelle synthetisiert und dann tber das Axoplasma in die
Nervenendigungen transportiert. Es wird im Austausch gegen Protonen durch den
Transporter vVMAT2 (vesicular membrane transporter 2) vesikular gespeichert und
sezerniert. Serotonin bindet an verschiedene postsynaptische Rezeptoren (5-HT+.7) der
Neurone und Gliazellen. Die 5-HT3-Rezeptoren sind ionotrope, alle anderen
metabotrope Rezeptoren. Nach Aktivierung der Rezeptoren wird dieser Transmitter
durch den membranstandigen Serotonintransporter (SERT) in die prasynaptische
Axonendigung wiederaufgenommen und entweder wieder in den Vesikeln gespeichert
oder durch die Monoaminooxidase-A (MAO-A) abgebaut.

Nervenzellen, die Serotonin als Transmitter exprimieren, finden sich im ZNS vor allem
in den Raphekernen des Hirnstamms und in der ventralen Formatio reticularis. Die
Raphekerne befinden sich in der medianen, bzw. paramedianen Zone der Formatio
reticularis, sind beidseits der Mittellinie als schmale Zellplatten angeordnet (raphe,
gr.=Naht) und haben Zusammenhang Uber die Medianebene. Man unterteilt eine
kaudale von einer rostralen Gruppe (Aitken und Térk, 1988).

Die kaudale Gruppe der Raphekerne in der Medulla oblongata und der kaudalen Briicke
besteht aus dem Ncl. raphe obscurus, und, diesem basal angeschlossen, dem Ncl.
raphe pallidus sowie dem Ncl. raphe magnus. Die rostrale Gruppe beginnt mit dem Ncl.
raphe medianus, der aus der rostralen Pons ins kaudale Mesencephalon reicht und den
frihen Ncl. centralis superior und den Ncl. raphe pontis umfasst. Der Ncl. raphe dorsalis
(=posterior) liegt dorsal von und zwischen den beiden Fasciculi longitudinales mediales
auf Héhe der Colliculi inferiores. Der Ncl. linearis ist der rostralste Raphekern und liegt

im Mesencephalon in Héhe des Ncl. ruber (Abb.1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Raphekerne und ihren wichtigsten Efferenzen.
(aus: Benninghoff und Drenckhahn, 2004)

Die einzelnen Raphekerne setzen sich nicht nur aus serotonergen Neuronen
zusammen (Tork, 1985 und 1990). Sie haben jeweils einen unterschiedlichen Anteil an
serotonerger Neurone, auch sind sie nicht gleichmaBig tGber das Gebiet eines Kerns
verteilt. In manchen Kernen liegen serotonerge vermischt mit katecholaminergen
Neuronen. Insbesondere die kaudalen Raphekernen weisen neben serotonergen
Nervenzellen auch andere verschiedene Neuropeptide auf. Auch das gleichzeitige
Vorkommen von Serotonin mit Substanz P, Thyreotropin-freisetzendem Hormon (TRH)
oder Enkephalin in einem einzigen Neuron wurde gezeigt. Neurone der mesencephalen
und pontinen Raphekerne, wie z.B. des Ncl. raphe dorsalis, nicht jedoch die medullaren
Raphekerne verwenden neben Serotonin auch Stickstoffmonoxid (NO) als Transmitter.

Wegen des inkonstanten Verhaltens zu zytoarchitektonischen Grenzen wurden die
serotonergen Zellgruppen alphanumerisch von kaudal nach rostral fortlaufend mit B1 —
B9 nummeriert. Diese sind aber keineswegs identisch mit den einzelnen Raphekernen,
und umgekehrt sind Projektionen dieser Kerne nicht in jedem Fall serotonergen
Fasersystemen gleichzusetzen. Im Bereich der Medulla oblongata und kaudalen Pons
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befinden sich die Zellgruppen B1 — B4. Im Bereich der rostralen Briicke und im
Mittelhirn liegen die Gruppen B5 — B9 (Harding, 2004; Dahlstrém und Fuxe, 1964;
Tork 1985 und 1990, Tab. 1).

Alphanumerische Einteilung Zytoarchitektonische Regionen
B1 Ncl. raphe pallidus (RPa)
Caudale ventrolaterale Medulla (CVL)
B2 Ncl. raphe obscurus (ROb)
B3 Ncl. raphe magnus (RMg)

Rostrale ventrolaterale Medulla (RVL)
Ncl. paragigantocellularis reticularis lateralis (LPgi)

B4 Zentrales Grau der Medulla oblongata

B5 Pontiner Ncl. raphe medianus (MnR)

B6 Pontiner Ncl. raphe dorsalis (DR)

B7 Ncl. raphe dorsalis des Mittelhirn (DR)

B8 Ncl. raphe medianus des Mittelhirn (MnR)

Kaudaler Ncl. linearis (CLi)

B9 Lemniscus medialis (ml)

Tab. 1: Alphanumerische Nomenklatur der Serotonin enthaltenen Zellgruppen
(aus: The Serotonin und Tachykinin System, Harding 2004,
Dahlstrém und Fuxe, 1964; Tdrk 1990)

Die Efferenzen der Raphekerne lassen sich in aszendierende und deszendierende
gliedern. Die aszendierenden Bahnen stammen zum gréBten Teil aus dem Ncl. raphe
medianus und Ncl. raphe dorsalis (B5-B9). Die Axone der Neurone aus dem Ncl. raphe
medianus (M-type axons) sind dick und projizieren zum Gyrus dentatus im
Hippocampus. Axone von Neuronen aus dem Ncl. raphe dorsalis (D-type axons) sind
dinn und projizieren zum Striatum (Térk, 1990). Von anderen Neuronen gibt es
Verbindungen zur Vierhiigelplatte, zum Ncl. interpeduncularis, zu Kernen des
Hypothalamus und des dorsomedialen Thalamus, zum Ncl. subthalamicus und
Striatum, zum Septum, zur Amygdala und zum Bulbus olfactorius. Die

Endverzweigungen erreichen den Kortex.
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Von der caudalen Gruppe (B1-B4) und der benachbarten Formatio reticularis gehen die

deszendierenden Efferenzen aus. Hier ist die Projektion zum Rickenmark zu nennen.

1.2.2.2 Funktionelle Aspekte der serotonergen Innervation im ZNS
Serotonerge Bahnen zum Kortex, insbesondere jene aus dem Ncl. raphe dorsalis,
beeinflussen die Stimmungslage. Hierbei spielen besonders die 5 HT».-Rezeptoren eine
Rolle, die u.a. in sehr hoher Konzentration im limbischen System (Nukleus accumbens,
amygdala und hippocampus) und in den Basalganglien zu finden ist (Barnes und Sharp
1999). Der Serotoninza-Rezeptor (5-HT2aR) wurde mit kognitiven Leistungen,
insbesondere dem Arbeitsgedachtnis, in Verbindung gebracht (Williams et al., 2002).
Der 5-HT7 Rezeptor wurde im Nukleus suprachiasmaticus des Hypothalamus
nachgewiesen und spielt somit eine Rolle bei der serotonergen Modulation des
circadianen Wach-Schlaf-Rhythmus. Auch die therapeutische Wirksamkeit von
Serotonin-Reuptake-Hemmern zur Behandlung von Depressionen zeigt funktionelle
Aspekte der serotonergen Innervation auf. Ferner spielen serotonerge
Hirnstammverbindungen eine groBe Rolle bei der Steuerung der Bewegung und
Aufmerksamkeit (Vanderwolf, 1989).

Die funktionellen Aspekte der serotonergen Innervation lassen sich kaum separat
beschreiben, da sie mit denen der katecholaminergen in engem Zusammenspiel
stehen, siehe 1.2.3.2.

1.23 Das dopaminerge System

1.2.3.1 Biochemie und Anatomie des dopaminergen Systems

Die Aminoséaure Tyrosin wird durch die Tyrosin-Hydroxylase zu Dihydroxyphenylalanin
oder L-Dopa hydroxyliert, dieses durch die Dopa-Decarboxylase zu Dopamin
umgewandelt. Nach Ausschiittung in den synaptischen Spalt bindet Dopamin an seine
Rezeptoren (D 1.5), die alle metabotrop sind. Die D1- und Ds-Rezeptoren stimulieren
tber ein G-Protein die Adenylatcyclase, die D».4-Rezeptoren hemmen sie. Die
Ruckresorption erfolgt durch einen Transporter, den Dopamintransporter (DAT).
Intrazellular wird das Dopamin dann durch die Monaminoxidase B deaminiert oder
extrazellular durch die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) methyliert. Letztlich



15

entsteht der Metabolit Vanillinmandelsaure (3-Methoxy-4-hydroxymandelsaure), der im
Urin ausgeschieden wird.

Die dopaminergen Zellgruppen (bezeichnet mit A8-A15) liegen im Mesencephalon,
Diencephalon und Telencephalon. Die Gruppe A8 liegt in der kaudalen mesencephalen
Formatio reticularis lateral des oberen Kleinhirnstiels (Ncl. retrorubralis). A9 entspricht
der Pars compacta der Substantia nigra. A10 befindet sich im Bereich der Ncll.
tegmentales anteriores des Mesencephalons (ventral tegmental area, VTA). A11 bis
A14 sind im Diencephalon lokalisiert, A11 im lateralen und posterioren Hypothalamus,
A12 im Ncl. infundibularis (arcuatus), A13 in der Zona incerta und A14 im medialen und
vorderen Hypothalamus. Die telencephale Gruppe A15 findet sich unter den
periglomerularen Zellen des Bulbus olfactorius (Pearson et al., 1983 und 1990)

Auch die dopaminergen Zellgruppen sind Ausgangspunkte zahlreicher aszendierender
und deszendierender Bahnen. In den Gruppen A8, A9 und A10 entspringen Afferenzen
zum Striatum (mesostriatale Systeme). Kollateralen gelangen auch zum Globus pallidus
und zum Ncl. accumbens. Aus der Gruppe A10 und dem medialen Anteil von A9 ziehen
Projektionen als mesolimbokortikales System zu Kernen und Rindengebieten des
limbischen Systems, sowie zu anterioren frontalen, orbitofrontalen und ausgedehnten
Arealen des sensomotorischen und assoziativen Kortex. Der Ncl. raphe posterior und
der Ncl. coeruleus werden von absteigenden Fasern aus den mesencephalen
Zellgruppen innerviert. Aus der Gruppe A11 ziehen Fasern zum Hinterhorn, zum Ncl.
intermediolateralis und zur Gegend um den Zentralkanal des Rickenmarks
(diencephalospinales System). Ursprung des tuberoinfundibularen Systems, welches
die Eminentia mediana und Teile der Hypophyse innerviert, sind dopaminerge Neurone
der Gruppe A12 (Ncl. infundibularis). Axone aus den Gruppen A11 und A13 stellen
kurze intradiencephale Projektionen dar. Die Zellen der Gruppe A14 gehdren

gréBtenteils zum magnozellularen System der Nuclei paraventriculares und supraoptici.

1.2.3.2 Funktionelle Aspekte der dopaminergen Innervation im ZNS

Das dopaminerge System ist von den monaminergen Systemen das am besten
verstandene. Den dopaminergen Projektionen von der Substantia nigra und VTA zum
Striatum kommen eine Schliisselrolle bei der Bewegungsinitialisierung und bei
psychomotorischen Hirnleistungen zu und denen zum Ncl. accumbens beim Reward-
Mechanismus (Wohlfihl- oder Belohnungsgefunhl).
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Die motorische ,Schleife” (Abb. 2, Veh, 2010) geht vom motorischen Cortex aus, die

Uber Striatum, externes und internes Pallidum, Ncl. subthalamicus und den

anteroventralen Thalamus wieder in den Cortex projiziert. Diese neuronalen

Verbindungen werden Gber die Aktivitat der dopaminergen Terminalen aus der Pars

compacta der Substantia nigra in der Matrix des dorsalen Striatums reguliert. Zu

unterscheiden ist der direkte vom indirekten Weg. Beim direkten Weg wird das interne

Pallidum vom Striatum direkt angesteuert, die dopaminerge Regulation durch die

Terminalen aus der Pars compacta der Substantia nigra erfolgt dabei Giber D1-

Rezeptoren. Beim indirekten Weg projizieren striatale Neurone Uber das externe

Pallidum und den Ncl. subthalamicus zum internen Pallidum, die dopaminerge

Regulation durch die Terminalen aus der Pars compacta der Substantia nigra erfolgt

dabei Uber D2-Rezeptoren.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der motorischen Schleife (Veh, 2010).
Im Ruhezustand ist durch die basale Dopaminkonzentration (25 nM, volume transmission) der
indirekte Weg blockiert, somit die Muskulatur normoton und die Beweglichkeit normal. Sinkt die
basale Dopaminkonzentration auf 8 nM ab (wie beim M. Parkinson) ist der indirekte Weg nicht
mehr blockiert, sodass die Muskulatur rigide und die Beweglichkeitsinitialisierung gestort ist. Um
eine Bewegung jetzt ausfihren zu kdnnen, muss lokal die Dopaminkonzentration ansteigen
(100 nM), sodass der direkte Weg aktiviert wird.
GPe external pallidum, STN subthalamic nucleus, GPi internal pallidum, SNc substantia nigra
compacta, MSN 1 medium spiny neuron 1, MSN 2 medium spiny neuron 2, DA Dopamin,

D1R DA receptor 1, D2R DA receptor 2,

Affinitdt zu DA: D1R 100 ~nM, D2R ~20 nM.

spontaneously activity.

weich
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Die psychomotorische Schleife ist ahnlich, aber nicht identisch aufgebaut. Sie geht vom
prafrontalen Cortex aus und benutzt mediodorsale Thalamusanteile. Die dopaminerge
Regulation erfolgt durch Neurone in der Area tegmentalis ventralis (VTA).

Das Reward-Geflihl entsteht durch Dopaminausschiittung im Ncl. accumbens, dem

rostralsten Teil des Striatums, aus Axonendigungen von Neuronen der VTA.

Prinzipiell kénnen zwei verschiedene Kommunikationsarten im dopaminergen System
unterschieden werden. Die prazise Verdrahtung zweier Neurone Uber Synapsen ist die
eine Mdglichkeit. Dabei wird an Synapsen Information von einer Zelle auf die andere
Ubertragen. Dies ist der Fall bei Projektionen vom motorischen Cortex zu striatalen
Neuronen in der Matrix. Die erst kirzlich verstandene zweite Kommunikationsart ist die
"volume transmission". Viele Neurone aus der Substantia nigra und der VTA
exprimieren Dopamin in den Interzellularraum im Striatum. Somit besteht dort
kontinuierlich, also ohne auslésende Signale, eine fixe Konzentration an Dopamin,
namlich 25 nM, in der die striatalen Neurone sozusagen baden (Agnati et al., 2000). Bei
dieser Dopaminkonzentration werden schon D2-Rezeptoren aktiviert. Im steady state
werden also diese inhibitorischen Rezeptoren aktiviert, somit der indirekte Weg
blockiert, so dass die Muskulatur normoton und die Beweglichkeit normal ist (Abb. 2, "At
Rest"). Fallt die Dopaminkonzentration durch Degeneration der dopaminergen Neurone
wie beim M. Parkinson ab auf etwa 8 nM, werden die D2-Rezeptoren nur noch zu
einem geringen Teil aktiviert, der indirekte Weg kaum bis gar nicht mehr blockiert, so
dass die Muskulatur rigide und die Bewegungsinitialisierung deutlich gestort ist (Abb. 2,
"M. Parkinson"). Zusatzlich zu diesem Dopaminbad enden aber Dendritenbaume
einzelner dopaminerger Neurone aus der Substantia nigra oder VTA an einzelnen
Neuronen im Striatum, so dass lokal eine Dopaminkonzentration von 100 nM entsteht,
wodurch dann auch D1-Rezeptoren aktiviert werden und damit der direkte motorische
Weg (Abb. 2, "Movement"). Ob diese "volume transmission" auch in anderen
monaminergen Systemen vorkommt, ist flir das cholinerge und serotonerge System
wahrscheinlich, aber nicht so klar nachgewiesen wie im dopaminergen System.
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1.24 Das noradrenerge System

1.2.4.1 Biochemie und Anatomie des noradrenergen Systems

In den Vesikeln noradrenerger Neurone wird Dopamin durch die Dopamin-B-
Hydroxylase in der Seitenkette hydroxyliert, wodurch Noradrenalin entsteht. Nach
Ausschittung in den synaptischen Spalt erfolgt die Rickresorption durch den Dopamin-
transporter und den Noradrenalintransporter NET1 (norepinephrine transporter). Der
Abbau erfolgt iber MAO-A zu Vanillinmandelsaure wie beim Dopamin. Der H+-
Antiporter vYMAT2 schleust Noradrenalin wieder vom Cytosol in die praesynaptischen

Vesikel ein, wo es erneut zur synaptischen Freisetzung verflgbar ist.

Noradrenalin bindet an metabotrope adrenerge Rezeptoren (ai.3 und B1.3). a4-
Rezeptoren vermitteln ihre Wirkung tber die Stimulation der Phospholipase C. ax-
Rezeptoren interagieren mit der Adenylatcyclase. Sie kénnen je nach Subtyp den
cAMP-Spiegel heben oder senken.

Die noradrenergen Zellgruppen befinden sich in der Formatio reticularis der Pons und
der Medulla oblongata. Sie werden ebenfalls nach ihrer topographischen Lage in
Untergruppen eingeteilt und mit dem GroBbuchstaben A bezeichnet (A1-A7). In der
ventrolateralen Medulla oblongata liegt die Gruppe A1 und erstreckt sich von der
Pyramidenkreuzung bis zur Briickengrenze. Die Gruppe A2 liegt dorsomedial im Ncl.
solitarius. Die Gruppe A3 kann bei Primaten nicht identifiziert werden. A4 liegt
subependymal im Bereich des Pedunculus cerebellaris superior. Mit A5 wird eine
lockere Ansammlung von noradrenergen Zellen um den Fazialiskern und oberen
Olivenkomplex im ventrolateralen Briickentegmentum bezeichnet. Die gréBte und
kompakteste noradrenerge Zellgruppe entspricht dem Ncl. coeruleus (A6), jenem
Kerngebiet unter dem Boden der rostralen Rautengrube, welches durch seine
blauschwarze Pigmentierung aufféllt. Unter A7 werden noradrenerge Neurone
ventrolateral des Ncl. coeruleus, im Bereich des Ncl. subcoeruleus und im ventrolateren
Bereich der Parabrachialkerne zusammengefasst (Pearson et al., 1990).

Von den verschiedenen noradrenergen Zellgruppen gehen weitverzweigte spezifische
Projektionsbahnen aus, wobei das bedeutendste System noradrenerger Efferenzen
vom Ncl. coeruleus ausgeht. Aufsteigende Fasern vom Ncl. coeruleus erreichen Kerne
des Thalamus und Hypothalamus. Desweiteren gelangen aszendierende Projektionen
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zu Gebieten des limbischen Systems (Hippocampus, Septum, Amygdala, Cortex
piriformis), zum gesamten Neocortex und zum Kleinhirn. Absteigende Fasern erreichen
sensomotorische Relais- und Assoziationskerne des Hirnstamms (Colliculi superiores
und inferiores, sensorische Trigeminuskerne, Hinterstrang-, Vestibularis- und
Cochleariskerne, Ncll. pontes), sowie das gesamte Rickenmark. Afferente Projektionen
erhalt der Ncl. coeruleus vor allem aus somato- und viszerosensorischen Systemen,
welche ihm im Wesentlichen Gber zwei Kerngebiete, die ventrolaterale Medulla
oblongata und ein Gebiet in der Umgebung des Ncl. prepositus hypoglossi, zugeflihrt
werden. Fasern aus den anderen noradrenergen Zellgruppen der Pons (A5 und A7)
gelangen zu somato- und viszeromotorischen Hirnstammkernen und ebenfalls zum
gesamten Rlickenmark, wobei die einzelnen Zellgruppen gezielt bestimmte Gebiete
innervieren und keineswegs unspezifisch projizieren. Von den kaudalen Zellgruppen A1
und A2 ziehen aufsteigende Projektionen vor allem zu Kernen des Hypothalamus (Ncll.
paraventriculares und supraoptici) und zur Amygdala.

1.2.4.2 Funktionelle Aspekte der noradrenergen Innervation im ZNS

Das noradrenerge System spielt flr die Speicherung von ,wichtig“ eine entscheidende
Rolle. Setzt man z.B. zu einem trachtigen Mauschen ein fremdes Mannchen in den
Kafig, abortiert die Maus sofort, da sie sofort das neue Mannchen als Partner annimmt
und dann von keinem Fremden Nachwuchs bekommen kann. Diese Reaktion — auch
Bruce-Effekt genannt - wird Gber Pheromone im Urin des Mannchens Uber
glutamaterge und noradrenerge Verschaltungen im Bulbus olfactorius des Weibchens
vermittelt (Bruce, 1990). Sie kann durch den ai-Rezeptor-Blocker Prazosin verhindert
werden. Ein anderes Beispiel ist die gute Behandelbarkeit einer ,posttraumatic stress
disorder” durch Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer. Dadurch wird das Signal

~wichtig“ blockiert und die traumatische Erinnerung gemildert.
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| - Noradrenalin

| Adrenalin

Dopamin

Abb. 3: Sagittalschnittschema der katecholaminergen Zellgruppen.
(aus: Benninghoff, Drenckhahn, 2004)
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1.25 Histaminerges System

1.2.5.1 Biochemie und Anatomie des histaminergen Systems

Die Synthese des Histamins erfolgt durch Decarboxylierung von Histidin. Histamin wird
vesikular gespeichert und freigesetzt. Histamin wirkt auf metabotrope Rezeptoren (H1-
H3), die mit Phospolipase C und A2 bzw. Adenylatcyclase gekoppelt sind. Freigesetztes
Histamin wird durch die Histamin-N-Methyltransferase abgebaut, ein neuronales
Rickaufnahmesystem wie fir Noradrenalin, Dopamin und Serotonin existiert nicht.

Histamin wird im Gehirn in Neuronen der tuberomammillaren Region des Hypothalamus
produziert. Der Nukleus tuberomammillaris umfasst ein ausgedehntes Kerngebiet mit
verstreut liegenden groBen Neuronen und erstreckt sich durch die posteriore tuberale
und die mammillare Region. Afferenzen kommen aus hypothalamischen Unterkernen,
aus dem basalen Vorderhirn (Septumregion und Amygdala), aus den Raphekernen und
aus adrenergen und noradrenergen Zellgruppen der Medulla oblongata (A1, A2, C1,
C2). Vom Nukleus tuberomammillaris aus gehen Projektionen in die GroBhirnrinde, in
hypothalamische Nuclei zurlick, aber auch zum Thalamus, den Basalganglien, dem

Hippocampus, der Medulla oblongata und zum Kleinhirn.

1.2.5.2 Funktionelle Aspekte der histaminergen Innervation im ZNS

Der Ncl. tuberomammillaris ist, wie auch die anderen aminergen Zentren, an der
Modulation von Bewusstseinslage und Aufmerksamkeit (Arousal-System) beteiligt.

Die histaminerge Innervation des Ncl. praopticus ist maBgeblich an der Regulation des
Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt, wobei fir den Wachzustand auch der Ncl. coeruleus
und die Raphekerne eine Bedeutung haben. Fir die Aufrechterhaltung des
Wachzustandes spielen allerdings Neuronengruppen im lateralen Hypothalamus, die
das Peptid Orexin produzieren, eine entscheidende Rolle.

Aber auch neuroendokrine Funktionen des Hypothalamus werden Gber histaminerge
Innervation durch den Ncl. tuberomammillaris moduliert, z.B. die Ausschittung von

Oxytocin aus den Ncll. paraventriculares und supraoptici (Brown et al., 2001).



22

1.2.6 Dysfunktionen monaminerger Systeme im ZNS flihren zu
neuropsychiatrischen Erkrankungen

Stérungen zentraler monaminerger Systeme spielen bereits nachweislich eine

ursachliche Rolle bei der Entstehung verschiedener neurologischer und psychiatrischer,

aber auch internistischer Symptome und Erkrankungen. Einzelne Syndrome zeigen

ahnliche psychopathologische Erscheinungsbilder wie das Psychosyndrom beim GBS.

1.2.6.1 Dysfunktionen im cholinergen System

Eine bedeutsame Rolle spielen degenerative Prozesse im cholinergen System beim
Morbus Alzheimer. Hier kommt es zu einer massiven Degeneration cholinerger
Neurone im basalen Vorderhirn (Entorhinaler Kortex und Nukleus basalis Meynert) und
damit zu einer Verringerung der cholinergen Innervation des Telencephalons. Das
klinische Bild der Demenz mit Desorientiertheit, Gedachtnisstérungen, Konzentrations-
stérungen und deutlicher Beeintrachtigung bei der Verrichtung einfacher
Alltagstaglichkeiten resultiert daraus. Das AusmaB der Neurodegeneration im basalen
Vorderhirn korreliert dabei mit dem Grad der Demenz. Die heutzutage eingesetzten
Antidementiva flhren zu einer verbesserten Alltagstauglichkeit und einem langsameren
Fortschreiten der Erkrankung. Diese Wirkung basiert nicht wie zunachst angenommen
auf der alleinigen Hemmung der Acetylcholinesterase, sondern viel mehr auf einer
Aktivierung prasynaptischer Autorezeptoren, was zu einer erhdhten Ausschuttung von
Acetylcholin flhrt (Malicke und Albuquerque, 2000).

1.2.6.2 Dysfunktionen im serotonergen System

Verminderte Aktivitaten im serotonergen System sind an der Pathogenese depressiver
Symptome und Erkrankungen beteiligt (Walter, 2007; Zhang, 2005). Neben der
gedrlickten Stimmungslage kénnen auch der circadiane Schlaf-Wach-Rhythmus,
Antrieb, Psychomotorik und Denkvorgange gestort sein (Vanderwolf, 1989). Durch
Gabe von Serotoninwiederaufnahmehemmern kénnen alle diese Symptome positiv
beeinflusst werden. Auch hier bestehen aber auch wieder Uberschneidungen mit dem
noradrenergen System. Auch Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer fihren zur

Verbesserung depressiver Symptome.



23

Verminderungen der 5-HT,a Rezeptorverfigbarkeit wurden ebenfalls bei Patienten mit
Symptomen von Prodromalzustéande der Schizophrenie festgestellt (Huerlemann et al.,
2006).

Aber nicht nur durch die herabgesetzte Funktion serotonerger Zellen kommt es zu
psychischen Auffalligkeiten. Auch ein Zuviel an freigesetztem Serotonin fihrt zu
ausgepragten psychischen Veranderungen im Sinne eines schweren Psychosyndroms
mit Desorientierung, Agitiertheit, aber auch halluzinatorischen Phanomenen (Sternbach,
1991). Dies wird als akutes Serotoninsyndrom bezeichnet, was als Komplikation bei der
Behandlung mit Serotonin-Reuptake-Hemmern bekannt ist. Auch manche Drogen wie
Lysergsaurediethylamid, das LSD, aktivieren serotonerge Rezeptoren und I6sen
Halluzinationen und psychotische Phdnome aus.

Seit einigen Jahren erst ist bekannt, dass bestimmte Drogen serotonerge Projektionen
schadigen. Die Axone der Neurone aus dem Ncl. raphe medianus (M-type axons) sind
gegenilber toxischen Substanzen (Drogen) wie Chloramphetamin und Fenfluramin
resistent. Die Axone von Neuronen aus dem Ncl. raphe dorsalis (D-type axons) werden
aber durch solche Substanzen irreversibel geschadigt (Axt et al., 1995). Inwieweit diese
Tatsache psychische Veranderungen bei Suchtpatienten erklaren kdnnte, kann hier
nicht diskutiert werden und muss offen bleiben.

1.2.6.3 Dysfunktionen im dopaminergen System

Eine Degeneration von dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra pars compacta
fihrt zu schweren motorischen Stérungen. Besonders beeintrachtigt ist die
Bewegungsinitialisierung, aber auch Tremor und Muskelsteifigkeit (Rigor) werden
dadurch verursacht. Ursachlich ist eine verminderte dopaminerge Innervation des
Striatums an spiny-neurons. Durch die fehlende Aktivierung der D1-Rezeptoren am
Spine kann die glutamaterge Information aus dem Cortex nicht durch den Spine zum
Neuron gelangen. Diese Situation besteht beim M. Parkinson.

Ein Zuviel an dopaminerger Innervation in dieser Schleife fihrt zu unwillklrlichen
Bewegungen und zu ungewollten sprachlichen AuBerungen, dem Tourette-Syndrom.
In &hnlicher Weise kann auch durch eine gestérte dopaminerge Innvervation die
psychomotorische Schleife gestdrt sein. Durch eine Uberfunktion der dopaminergen
Modulation kann es zur unbeabsichtigten Aktivierung des prafrontalen Cortex kommen
mit der Folge von im UbermaB auftretenden Gedanken oder Handlungen. Dies ist der
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Fall bei den Zwangserkrankungen (obsessive compulsive disorders) und anderen
Psychosen wie z.B. auch der Schizophrenie. Diese Erkrankungen sind auch in der Tat
durch Neuroleptika, die dopaminerge Rezeptoren blockieren, behandelbar.

Die meisten Drogen (Kokain, Amphetamin, Morphin, Nikotin) greifen auch in diese
Schleifen ein, sie fihren letztlich zu einer héheren Dopaminausschittung im Ncl.
accumbens und damit zu einem stédndigen Reward-Gefahl (Veh, 2010).

1.2.6.4 Dysfunktionen im noradrenergen System

Beim Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-Syndrom wird dem noradrenergen System
eine Rolle zugeschrieben, die allerdings eher hypothetisch als belegt ist. Tatsache ist
aber, das Methylphenidat als ein Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer therapeutisch

wirksam ist.

1.2.6.5 Dysfunktionen im histaminergen System
Ausfallserscheinungen des histaminergen Systems sind bislang nicht erforscht.

1.3 Fragestellung

Ein Psychosyndrom kommt immer wieder bei GBS-Patienten vor, ohne dass eine
Ursache daflir bekannt ware. Dies spricht fir eine zentrale Beteiligung dieser eigentlich
peripheren Erkrankung. Generell kann ein Psychosyndrom nicht durch eine
Funktionsstérung umschriebener cerebraler Neuronenverbande erklart werden, sondern
eigentlich nur mit einer Fehlfunktion genereller oder areallibergreifender Systeme.
Somit kAmen Gliazellen oder die monaminergen Systeme in Betracht.

Vor wenigen Jahren konnte bereits der Nachweis von Autoantikdrpern gegen
Astrozyten-Proteine in Seren von GBS-Patienten erbracht werden. Dies erhartete die
Hypothese, dass Autoantikdrper gegen Astrozytenproteine eine Rolle bei der
Entstehung des Psychosyndroms bei GBS-Patienten spielen kdnnen (Gortzen et al,
2004). Dies war aber nur bei einigen Patienten der Fall, so dass dies sicher nicht die

alleinige Ursache darstellt.
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Daher war es nun sehr interessant, die monaminergen Systeme néaher zu untersuchen.
Funktionsstérungen in diesen Systemen waren als Ursache eines Psychosyndroms
eben auch gut vorstellbar, da sie in alle wesentlichen Funktionssysteme im Gehirn
eingreifen. Wie oben ausflihrlich dargestellt, kommen viele Symptome eines
Psychosyndroms bei Dysfunktionen monaminerger Systeme vor. Hierzu zahlen
Stérungen von Wahrnehmung, Aufmerksamkeit, Vigilanz, Antrieb und Emotionslage.
Diese psychopathologischen Auffalligkeiten findet man nun auch immer wieder bei
einigen GBS-Patienten, ohne dass bislang eine kausale Erklarung vorliegen wiirde.
Mégliche Ursachen einer gestérten Funktion monaminerger Systeme sind ja wie oben
beschrieben einerseits degenerative Prozesse wie beim M. Alzheimer. Daneben sind
toxische Schaden (Drogen) im serotonergen System bekannt. Andererseits aktivieren
Drogen auch die Ausschiittung von Dopamin im Reward-System. Generell sind ja viele
Stérmoglichkeiten im Zusammenspiel der einzelnen Systeme vorstellbar, die zu einem
Ungleichgewicht flhren, sei es durch Rezeptorblockade, verminderte oder vermehrte
Ausschuttung einzelner Transmitter oder gestérte Rickresorption. Auch
autoimmunologische Vorgange kdnnten tber solche Mechanismen zu einer Dysbalance
fihren.

Da es sich beim GBS um eine Autoimmunerkrankung handelt, ergibt sich hieraus die
Suche nach Autoantikérpern in GBS-Patientenseren mit Ziel-Proteinen im Bereich
zerebraler monaminerger Systeme. Aus der Literatur ist ersichtlich, dass die Suche
nach Autoantikbrpern meistens mittels ELISA (enzyme linked immunoabsorbent assay)
oder Western-Blot-Techniken erfolgte. Mit dem ELISA kénnen aber nur Antikbrper
gegen ein bekanntes Antigen gefunden werden. Im Western-Blot werden fast alle
Antigene denaturiert, bevor sie in einem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt werden.
Weiterhin sind Antigene, die in selteneren Zelltypen hoch konzentriert vorkommen, im
Gesamthomogenat nur noch in sehr geringer Konzentration vorhanden. Daher kénnen
langst nicht alle denkbaren Antigene den Seren in nachweisbarer Form angeboten
werden.

Um diese Probleme zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit als Methode die
Immunzytochemie zum Nachweis von Autoantikdrpern eingesetzt. Damit kbnnen im
Gewebeschnitt praktisch alle vorhandenen Antigene auf ihre Reaktion mit Antikérpern
untersucht werden. Basierend auf der weitgehenden Sequenz-Homologie der
zerebralen Proteine von Mensch und Ratte, haben wir das Gehirn der Ratte
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ausgewahlt, um eventuelle Ziel-Antigene von Antikérpern in GBS-Seren
immunzytochemisch darzustellen.

Von den Ergebnissen kann erwartet werden, dass sie uns ein besseres Verstandnis
vermitteln, warum GBS-Patienten im Rahmen der peripheren Autoimmunerkrankung
auch ein Psychosyndrom entwickeln kénnen. Weiterhin sollen sie als Grundlage fir die
Charakterisierung zugrunde liegender und bisher unbekannter Autoantigene dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland,

bezogen, wenn es nicht anders angegeben wird.

2.2 Serumproben

Die aus diagnostischen Griinden entnommenen und damit vorhandenen Serum-
proben wurden aliquotiert, eingefroren und bei -30°C aufbewahrt. Nach der
Verfahrensordnung der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat Essen war fur
unsere Untersuchungen kein Antrag notwendig, da die Gebote der arztlichen
Vertraulichkeit und des Datenschutzes gewahrt blieben und kein Patient einem
zusatzlichen oder erweiterten Eingriff unterzogen wurde.

Untersucht wurden 59 Seren von GBS-Patienten. Als Kontrollgruppen wurden 36
Seren von MS-Patienten, 24 Seren von Patienten mit anderen, nicht autoimmunolo-
gischen neurologischen Erkrankungen (Kopfschmerzen, Hirninfarkten oder
Bandscheibenvorfélle) eingesetzt. Ferner wurden noch 24 Seren von freiwilligen
Probanden ohne jegliche Erkrankung eingesetzt.

2.3 Gewinnung von Gewebe

Ausgewachsene Sprague-Dawley Ratten (250 — 300 g) wurden durch
intraperitoneale Gabe von 40 mg/kg Nembutal (Abbott, Wiesbaden) anasthesiert und
20-30 Minuten vor der Perfusion mit 1500 IE Heparin (Liquemin, 5000 IU/ml;
Hoffmann La Roche, Grenzach) behandelt, um eine Thrombenbildung zu verhindern.
Nach einem 10 Sekunden langen Bolus eines 0,03 M Barbitalpuffers, pH 7,4, mit
0,01 M Natriumnitroprussid, 1 mM Macrodex (Dextran 60; Knoll, Ludwigshafen),
0,05 M Natriumacetat, 0,15 M NaCl, 4 mM KCI, 1,8 mM CacCl, und 0,5 mM MgCl; in
die aufsteigende Aorta bei einem Perfusionsdruck von Uber 180 Torr erfolgte die
Fixierung mit gleichem Druck fir 10 Minuten bei 25°C mit einer Lésung aus 4%
Paraformaldehyd, 0,05% Glutaraldehyd und 0,2% Picrinsaure in 0,1 M
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Phosphatpuffer (PGPic), pH 7,4. Nach Reduktion des Druckes um 10-20 Torr wurde
die Fixierung Uber weitere 20 Minuten fortgefihrt und dann mit 0,15 M Saccharose in
0,13 M Phosphatpuffer, pH 7,4, Gber 30 Minuten nachgesplilt. Das Gehirn wurde
herausprapariert und zum Gefrierschutz fiir 48 Stunden in 30%ige Saccharose
gelegt. Um definierte Hirnscheiben zu erhalten, orientiert sich die Schneidetechnik
am Bregma-Punkt. Das ist die Stelle, an der die Sutura coronalis, die das Stirnbein
von den Scheitelbeinen trennt, auf die Sutura sagittalis, die die Scheitelbeine trennt,
trifft. Vom Bregma-Punkt ausgehend wurden Scheiben in definierte mm-Abstanden
geschnitten. Dazu war das Gehirn in Gelatine eingebettet. Diese Scheiben oder Teile
davon wurden dann als Bléckchen bei -50° bis -60°C schockgefroren und bei -80°C
aufbewabhrt. In der Kiihlkammer des Vibratom wurden 25 um Kryostatschnitte

gewonnen und zunachst frei flottierend in PBS aufgenommen.

24 Beschichten von Objekttragern mit Gelatine

Nach griindlicher Reinigung der Objekttrager in Spillésung und gutem Nachspiilen
mit destilliertem Wasser und Trocknen erfolgte die Beschichtung. Dazu wurde eine
1,5%ige Gelatinelésung hergestellt. 15 g Gelatine und 1,76 g Kaliumchromsulfat-12-
hydrat wurden bei 70°C in 630 ml Wasser geldst, dann 30 ml 100%iger Alkohol und
70 ml Eisessig hinzugegeben. Nach Filtrieren dieser Lésung wurden die Objekttrager
2 Minuten eingetaucht. Die Polymerisation erfolgte dann bei 60°C fir 24 Stunden.

2.5 Kresyl-Violett-Farbung

Die auf Gelatine-gecoatete Objekitrager aufgezogenen Vibratomschnitte wurden in
70%igem Alkohol Gber Nacht aufbewahrt, dann in destilliertem Wasser gespult und
mit 0,2%igem Kresyl-Violett-Acetat in 20 mM Acetatpuffer, pH 4,0, fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur gefarbt. Nach Spulen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte
dehydriert und in Entellan (Merck, Darmstadt) eingedecki.

2.6 Immunzytochemie
Fir die ABC-Technik (Hsu et al., 1981) im Preembedding-Verfahren wurden frei
schwimmende 25 um Kryoschnitte zunachst in 0,01 M Phosphatpuffer (PBS)
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gewaschen, dann mit 1%igem Borhydrid in PBS zur Zerstérung noch vorhandener
Aldehydgruppen reduziert und danach mehrmals in PBS gewaschen. Zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, zur Permeabilisierung und zur
Hemmung endogener Peroxidasen wurden die Schnitte 30 Minuten in einer Lésung
aus 10%igem NGS (normal goat serum, Interchem, Bad Kreuznach, Deutschland),
0,3% Triton X-100 (Serva, Heidelberg, Deutschland) und 0,05% Phenylhydrazin
(Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde
der Erstantikérper (Tab. 2) in entsprechender Verdinnung in einer Lésung aus
10%igem NGS mit 0,3% Triton X-100, 0,001% Thimerosal und 0,1% Azid (als
Antibiose) auf die Schnitte gegeben und diese 72 Stunden bei 4°C langsam, aber
standig bewegt. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit einer
Lésung aus 0,2%igem Serumalbumin vom Rind in PBS (PBS-A) 60 Minuten bei
Raumtemperatur vorinkubiert, dann Uber 24 Stunden bei 4°C mit dem
entsprechenden biotinylierten Zweitantikérper (Tab. 3) 1:2000 in PBS-A mit 0,15%
Triton X-100 und 0,1% Azid. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS und
Vorinkubation tber 1 Stunde bei Raumtemperatur mit PBS-A wurde der gebundene
Zweitantikbrper mit dem Elite-ABC-Komplex (Camon, Wiesbaden) in einer
Verdinnung von 1:500 in PBS-A flr 24 Stunden bei 4°C markiert. Nach zwei
Waschgangen in PBS, Vorinkubation Uber 15 Minuten in einer Lésung aus 1,4 mM
3,3 -diaminobenzidin-dihydro-chlorid (DAB) und 10 mM Imidazol in 50 mM Tris-
Puffer, pH 7,6, Uberfiihrung der Schnitte in die gleiche Lésung, zur
Reaktionsverstarkung aber 0,3% Nickelammoniumsulfat enthaltend, wurde die
Visualisation gestartet durch Zugabe von 25 pl 0,03%igem Wasserstoffperoxid zu
500 ul Lésung. Die Reaktion wurde nach 15 Minuten durch Waschen in PBS
gestoppt. Die Peroxidaseaktivitat wurde in Form eines braun-schwarzen
Reaktionsproduktes sichtbar.

Die Schnitte wurden auf Gelatine-gecoatete Objekttrager aufgezogen und
mindestens 30 Minuten luftgetrocknet. Nach der Dehydrierung durch die
aufsteigende Alkoholreihe wurden sie zweimal 5 Minuten in Xylol gebracht und dann
mit Entellan (Merck, Darmstadt) eingedeckt.
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2.7 Die Immunreaktionen im Schnitt wurden nach folgenden Kriterien
bewertet
Jedes Serum, auch von Gesunden, enthalt Ublicherweise "natural autoantibodies"
gegen eine groBe Anzahl von Antigenen. Diese natirlichen Autoantikbrper haben
keinen Krankheitswert und liegen in niedriger Konzentration vor. Sie fihren im
Schnitt zur Markierung nahezu aller Strukturen. Daher gingen Immunreaktionen bei
Einsatz der Seren in niedriger Verdinnung (1:100 — 1:200) nicht in die Auswertung
ein. Bei hohen Serum-Verdiinnungen ist dann die Konzentration der "natural
autoantibodies" so niedrig, dass diese keinen Effekt mehr machen. Die bei Serum-
Verdinnungen von 1:5000 oder héher entstandene Immunreaktion sollte also durch
krankheitsspezifische Antikérper bedingt sein.
Wir setzten daher folgende Kriterien fir eine als positiv zu wertende Immunreaktion
ein: Es durfte keine Reaktion entstehen, wenn das Serum mit dem darin enthaltenen
Erstantikbrper weggelassen wurde (Negativ-Probe). Damit wurde gezeigt, dass der
Zweitantikbrper nur bei Anwesenheit von menschlichem IgG spezifisch reagierte.
Vorbehandlung des Serums mit Protein G flhrte zur Entfernung des im Serum
vorhandenen IgG und somit zu einem Ausbleiben jeglicher Immunreaktion. Dies
zeigte, dass die Reaktion ausschlieBlich durch 1gG des Patienten und nicht durch
andere Blutbestandteile hervorgerufen wurde.
Die dargestellten Strukturen mussten deutlich bei Serum-Verdiinnungen von 1:5000
oder héher erkennbar sein.

2.8 Immunfluoreszenz-Zytochemie

Frei flottierende 25 pm Kryo-Schnitte wurden in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,4 (PBS)
gewaschen, dann 15 Minuten mit 1%igem Natriumborhydrid in PBS behandelt zur
Zerstérung verbliebener Aldehydgruppen vom Fixierungsmittel, dann wieder in PBS
gewaschen.

Danach wurden die Schnitte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 10%igem NGS
und 0,3%igem Triton X-100 in PBS zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
und Erhéhung der Permeabilitédt vorbehandelt. Dann wurde der Erstantikérper
(Tabelle 2) in entsprechender Verdliinnung in einer Losung aus 10%igem NGS mit
0,3% Triton X-100, 0,001% Thimerosal und 0,1% Azid (als Antibiose) auf die
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Schnitte gegeben und diese 36 Stunden bei 2°C inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit einer Lésung aus 0,2%igem
Serumalbumin vom Rind in PBS (PBS-A) 60 Minuten vorinkubiert, dann tGber 24
Stunden bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden Fluorochrom-markierten
Zweitantikérper (Tabelle 3) 1:2000 in PBS-A mit 0,3% Triton X-100 und 0,1% Azid
versehen. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte auf Gelatine-
gecoatete Objekttrager aufgezogen, kurz luftgetrocknet und mit MountFluor (Biocyc,

Luckenwalde, Deutschland) eingedeckt.

2.9 Doppel-Immunfluoreszenz-Zytochemie

Zur Blockierung von Hintergrundaktivitdt und Permeabilisierung wurden die Schnitte
wie unter 2.8 behandelt. Die entsprechenden Erstantikérper wurden gleichzeitig fur
36 Stunden eingesetzt wie unter 2.8. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden
die Schnitte mit einer L6sung aus 0,2%igem Serumalbumin vom Rind in PBS (PBS-
A) 60 Minuten vorinkubiert, dann Uber 24 Stunden bei Raumtemperatur mit einer
Mischung aus zwei entsprechenden Fluorochrom-markierten Zweitantikbrpern
(Tabelle 3) 1:2000 in PBS-A mit 0,3% Triton X-100 und 0,1% Azid versehen. Nach
mehrmaligem Waschen wurden die Schnitte aufgezogen und eingedeckt wie unter
2.8 beschrieben.

2.10 Morphologische Analyse

Die Analyse der Schnitte in der Hellfeld-Mikroskopie erfolgte an einem Olympus
CX41 Mikroskop, photographiert wurde mit der Digital Camera Camedia C 7070
(Olympus, Hamburg, Deutschland). Die Ursprungsbilder wurden mit Adobe
Photoshop CS 8.0 aufgearbeitet.

Die Fluoreszenz-markierten Schnitte wurden mit einem Leica DMLB Mikroskop,
ausgestattet mit einer Quecksilberlampe und einer Leica DC200 Kamera, analysiert.
Die Bilder von den doppelmarkierten Schnitten wurden zunachst einzeln durch
separaten Einsatz der entsprechenden Wellenlangen gewonnen und die
Doppelmarkierung durch digitale Uberlagerung im Adobe Photoshop 8.0 dargestellt.
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ErstantikGrper Hersteller Konzentration
Ra-Choline-Acetyltransferase  Chemicon/Millipore, 1:500

Schwalbach, Deutschland
Ra-Serotonin (5-HT) Prof. Veh, Charité 1:500
Berlin, Deutschland
Ma-Tyrosin Hydroxylase Chemicon/Millipore, 1:10.000
Schwalbach, Deutschland
Ma- Dopamin-B-Hydroxylase = Chemicon/Millipore, 1:2000
Schwalbach, Deutschland
Gpa-Histidin-Decarboxylase DPC Biermann 1:1000
Bad Nauheim, Deutschland
Patientenseren Neurologische Klinik 1:5000
St. Josef-Hospital
Oberhausen, Deutschland

Tab. 2: Hersteller und geeignete Konzentrationen der Erstantikérper.
Ra: Kaninchen-anti; Ma: Maus-anti; Gpa: Meerschweinchen-anti
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Zweitantikorper Hersteller Konzentration

B-GaHu Vector laboratories, 1:2000
Burlingame, LA, USA

B-GaR " 1:2000

B-HaM " 1:2000

GaHu IgG Alexa Fluor 488 MoBiTec 1:2000
Géttingen, Deutschland

GaR IgG Alexa Fluor 594 " 1:2000

HaM IgG Alexa Fluor 594 " 1:2000

Tab. 3: Hersteller und geeignete Konzentrationen der Zweitantikrper.

B-GaHu: biotinyliertes Goat-anti-Human IgG; B-GaR: biotinyliertes Goat-anti-Rabbit IgG; B-
HaM: biotinyliertes Horse-anti-Mouse IgG;

GaHu IgG Alexa Fluor 488: Goat-anti-Human IgG, markiert mit einem Fluoreszenzfarbstoff,
der mit der Wellenldnge von 488 nm reflektiert;

GaR IgG Alexa Fluor 594: Goat-anti-Rabbit IgG, markiert mit einem Fluoreszenzfarbstoff, der
mit der Wellenldnge von 594 nm reflektiert.

HaM IgG Alexa Fluor 594: Horse-anti-Mouse 1gG, markiert mit einem Fluoreszenzfarbstoff,
der mit der Wellenldnge von 594 nm reflektiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Proteine von Ratte und Mensch zeigen eine 89-99%ige
Sequenzhomologie
Es ist bekannt, dass sich beim Einsatz von menschlichem Hirngewebe bei
immunzytochemischen Untersuchungen groBe Probleme ergeben. Das nicht
perfusions-, sondern immersionsfixierte menschliche Gehirn ist durch autolytische
Prozesse morphologisch nur sehr schlecht zu beurteilen. AuBerdem reagiert der
gegen menschliches IgG gerichtete Zweitantikbrper mit dem gesamten Gewebe,
vermutlich weil sich die Immunglobuline aus den GeféaBen postmortal relativ
gleichméBig im Gewebe verteilt haben. Dadurch zeigen bereits die Kontrollschnitte
eine massive Reaktion, und die Interpretation spezifischer Ergebnisse ist somit
unmaoglich.
Proteine in verschiedenen Saugerspezies zeigen gewdhnlich eine 89-99%ige
Sequenzhomologie. Das ist der Grund, warum Homogenate aus Hirngewebe von
Mensch und Ratte flir Western-Blots mit den gleichen Seren sehr ahnliche
Bandenmuster zeigen. Daher kénnen wir in den immunzytochemischen Versuchen
statt menschliches Gewebe Rattengewebe einsetzen. Des Weiteren ergibt sich auch
aufgrund der geringen GrdBe des Rattengehirns ein bestméglicher Uberblick (iber die
verschiedenen Hirnregionen. Hier liefert uns der Atlas des Rattenhirns von Paxinos
(Abb. 4A und 4B) eine gute Orientierung zum Auffinden der entsprechenden
Hirnregionen in unseren Kresyl- und immunzytochemisch behandelten Schnitten.
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3.2 Morphologische Darstellung der monaminergen Systeme und
immunzytochemische Ergebnisse der GBS-Seren an
Kryostatschnitten vom Rattengehirn

3.2.1 Das cholinerge System

3.2.1.1 Die cholinergen Zellen finden sich in mehreren Arealen des
Vorderhirns
Cholinerge Zellen oder Zellgruppen finden sich im Bereich des Vorderhirns im
Lateralen Septum, im diagonalen Band von Broca, im Nukleus basalis Meynert und
in Form der Riesen-Interneurone ("giant interneurons”) im Striatum, das bei der Ratte
als Caudatoputamen (CPu) bezeichnet wird. Diese Kerngebiete werden tber
topographische und zytoarchitekturelle Kriterien identifiziert. Das Caudatoputamen
beginnt etwa 2 mm rostral vom Bregma und erstreckt sich dann ungeféahr 5 mm nach
caudal. Zur Untersuchung wurde ein rostraler Bereich etwa 1 mm vor Bregma
ausgewahlt, da Frontalschnitte in dieser Ebene auch Zellgruppen des Septums und
des diagonalen Bandes enthalten (Abb. 5). Schon in der Ubersicht ist das
Caudatoputamen an seiner wabigen Struktur und in gréBerer Auflésung an den
magnozellularen Zellen ("giant interneurons”) und den unterschiedlich groBen
kleineren Interneuronen gut erkennbar.
Lateral vom Interhemisphéarenspalt und unterhalb des Balkens befindet sich die
Septumregion mit dem "lateral septal nucleus dorsal und ventral" (LSD, LSV).
Darunter lassen sich gut die typischen langsovalen groBen Neurone des diagonalen
Bandes ausmachen (Abb. 5 und 7A).
Die Zellgruppen des vertikalen Schenkels des Diagonalen Bandes von Broca (VLDB)
liegen medial und beginnen von dorsal etwa bei einer Linie zwischen den
Anschnitten der vorderen Kommissur (aca, Abb. 4 und 5).
Die cholinergen Neurone des Nukleus basalis Meynert liegen bei der Ratte im
Pallidum (Abb. 6A und B) und sind allerdings mit rein morphologischen Methoden
alleine kaum zu erkennen. Dieser Kern enthélt die Mehrzahl der cholinergen

Nervenzellen, die weitlaufig zum gesamten Neocortex projizieren.
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Interaural — 9.70 mm Bregma — 0.70 mm

Abb. 4: Dies ist ein Frontalschnitt des Rattenhirns (A, Bregma 0,70 mm) mit analoger
schematischer Ubersicht (B) der Kerngebiete im Vorderhirn (Paxinos und Watson, 1986).
Cholinerge Regionen sind das Caudatoputamen (CPu), die Septumregion (LSD, LSV) und
das diagonale Band (VDB, HDB).
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Abb. 5: Zur Interpretation der spateren immunzytochemischen Reaktionen ist zunéachst die
Identifizierung der cholinergen Kerngebiete im Kresylschnitt notwendig. Das
Caudatoputamen (CPu) ist gut an der wabigen Struktur zu erkennen. Die lateralen
Septumkerne (LS) liegen direkt medial der Wand des Seitenventrikels. Die Neurone des
darunterliegenden diagonalen Bandes sind durch ihre GréBe und langsovale Struktur
erkennbar (Pfeile).
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Abb. 6: Eine Gruppe der cholinergen Neurone im Vorderhirn liegt im Nukleus basalis
Meynert. Dieser befindet sich bei der Ratte im Pallidum (A, LGP) und ist mit
morphologischen Methoden alleine kaum zu erkennen. Diese Neurone stechen aber doch
durch ihre GréBe im Vergleich zu den benachbarten Neuronen hervor (B, Pfeile). Eine
genaue ldentifizierung dieser einzeln liegenden Neurone gelingt sicher nur durch
immunzytochemischen Nachweis der Cholinacetyltransferase (s. Abb. 8B).

3.2.1.2 GBS-Seren reagieren mit cholinergen Neuronen

Zuerst konzentrierten wir uns auf das Caudatoputamen mit den cholinergen groBen
Interneuronen. In der Tat waren einige gréBere Zellen mit den GBS-Seren reagibel,
die den groBen Interneuronen entsprechen konnten.

Als besonders interessant erwies sich aber dann die Analyse des Septum-Bereichs
(Abb. 7A). Einzelne GBS-Seren reagierten hochspezifisch und kraftig mit Neuronen
im vertikalen Schenkel des Diagonalen Bandes (VLDB, Abb. 7B). Bei starkerer
VergréBerung (Abb. 7C) wies das Bild der Zellen im medialen Septum (MS) und im
vertikalen Schenkel und horizontalen Schenkel des Diagonalen Bandes (MS/VLDB-
Komplex) groBe Ahnlichkeit mit der Verteilung der septohippokampalen, cholinergen
Neurone der Ch2-Region (Mesulam et al., 1983) auf. Dies kdnnte zunachst so
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interpretiert werden, dass spezifisch ein Antigen in cholinergen Neuronen des

Vorderhirns erkannt wurde.

Abb. 7: Lateral vom Interhemispharenspalt und unterhalb des Balkens befindet sich die
Septumregion (A). Im Kresylschnitt sind einzelne Kerne wie die Taenia tecta (TT), mediale
(MS) und laterale Septumkerne (LSD, LSV), die Calleja-Inseln (ICjM) und die Kerne des
vertikalen (VLDB) und des horizontalen (HLDB) Schenkels des Diagonalen Bandes gut
identifizierbar. Einzelne Seren reagierten hochspezifisch, aber schwach, mit Neuronen im
lateralen Septum (B, Pfeile) und kréaftig im Kern des HLDB (B, Pfeilspitzen). Bei stéarkerer
VergréBerung weist das Bild der Zellen im HLDB (C) groBe Ahnlichkeit mit der Verteilung der
septohippokampalen cholinergen Neurone der Ch2-Region auf.

Auch die Zellen im Nukleus basalis Meynert waren immunopositiv. Mit diesen Zellen
reagierten auch die Seren der GBS-Patienten, die auch die vermutlich cholinergen
Zellen im Diagonalen Band markierten.

Ob es sich bei dem von den Seren markierten Zellen wirklich um cholinerge Neurone
handelte, wurde durch die Doppel-Immunfluoreszenz geklart. Dazu wurde ein Schnitt
gleichzeitig mit dem GBS-Serum und dem Marker fiir cholinerge Neurone, also eine
Anti-Cholinacetyltransferase-Antikdrper (Anti-ChAT-AK) behandelt. Positive
Serumreaktionen ergaben ein griines, die des Anti-ChAT-AK ein rotes Signal. Durch
Ubereinanderlagerung beider Bilder waren dann die sowohl vom Serum als auch von
dem Anti-ChAT-AK markierten Neurone gelb. Hierdurch ergab sich fir das Striatum,
dass die von den Seren markierten groBen Zellen sich nicht als cholinerg darstellten.

Im medialen Septum lagen die seropositiven Neurone deutlich lateraler als die
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cholinergen Neurone. Im VLDB kamen gar keine Ziel-Proteine flir die GBS-Seren
vor. Somit waren die in diesen Regionen von den Seren markierten Neurone also
nicht cholinerg.

Im HLDB dagegen waren alle griinen Zellen nach Uberlagerung gelb, einige rote
Zellen blieben aber rot. Somit waren also alle immunopositiven Zellen cholinerg, aber
das Serum reagierte nicht mit allen cholinergen Zellen (nicht gezeigt).

Auch im Nukleus basalis Meynert waren alle immunopositiven Zellen cholinerg, aber

nicht alle cholinergen Zellen wurden vom Serum markiert (Abb. 8).

Abb. 8: Bei den Serum-positiven Neuronen (A, griine Zellen) im lateralen Pallidum (LGP)
konnte es sich um die cholinergen Neurone des Nukleus basalis Meynert (B, rote Zellen)
handeln. Die Uberlagerung der beiden Aufnahmen (C) zeigt eindeutig, dass das Serum
ausschlieBlich mit cholinergen Neuronen reagierte, da alle griinen Neurone in A in der
Uberlagerung gelb erschienen. Im Gegensatz dazu blieben vier der cholinergen Neurone in
B (Pfeile) auch in der Uberlagerung rot (C, Pfeile). Damit ist gezeigt, dass das Serum zwar
mit cholinergen Neuronen, aber nicht mit allen cholinergen Neuronen reagiert.

Insgesamt fanden sich tatsachlich in etwa 24% (14 von 59) der Seren von GBS-
Patienten Autoantikérper gegen Neurone des basalen cholinergen Systems. In den
Seren der Kontrollgruppen dagegen waren derartige Reaktivitaten deutlich seltener.
So zeigten Seren von MS-Patienten diese Reaktion in nur 8% (3/36), Seren von Non-
autoimmun-Patienten ebenfalls in nur 8% (2/24) und Seren des Normalkollektivs
Uberhaupt nicht (0/24) (Tab. 4, s. S. 55).
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3.2.2 Das serotonerge System

3.2.2.1 Die serotonergen Neurone finden sich in mehreren Arealen des
caudalen Metencephalons
Orientierend an den Schnitten im Atlas des Rattenhirns (Paxinos) (Abb. 9A und B)
konnten in unserem fast analogen Kresylschnitt (Abb. 10) die einzelnen Kerngebiete
identifiziert werden. Allerdings werden hier nicht alle aufgelistet, sondern nur die
gréBeren und die fur die aktuelle Auswertung entscheidenden. Untersucht wurden
Regionen im rostralen Metencephalon im Bereich der nach oben projizierenden
dorsalen Raphe und Regionen weiter caudal mit Raphekernen, die zum Rickenmark
projizieren. Exemplarisch wird hier ein Schnitt im unteren Metencephalon
beschrieben. Hier lassen sich neben den Vestibulariskernen der externe
Cuneatuskern lateral von diesen, der Ncl. praepositus hypoglossus medial davon
und der Ncl. des Tractus solitarius ventrolateral davon abgrenzen. Lateral auBen
kénnen der untere Kleinhirnstil, der Tractus und Nukleus spinalis des Nervus
trigeminus unterschieden werden. Der Bereich bis zur Mittellinie wird von der
Formatio reticularis ausgefullt, die typischerweise netzartig erscheint. Ganz ventral
liegen von lateral nach medial mehrere reticulare Kerne, der laterale paragiganto-
cellulare Kern und ganz medial die Unterkerne der unteren Olive. Dorsal des
lateralen reticuldren Kerns liegt am Ubergang zur Formatio reticularis eine kleine
Gruppe von Neuronen, der Ncl. ambiguus. Um die Mittellinie herum liegen von den
Raphekernen in dieser Schnittebene die Neurone der Raphe pallidus ganz ventral,
weiter dorsal davon die der Raphe obscurus. Deutlich weiter rostral, nicht mehr in
dieser Schnittebene, Iage dann die dorsale Raphe.



Abb. 9B

Interaural —2.80 mm Bregma — 11.80 mm

Abb. 9: Dies ist ein Transversalschnitt des Rattenhirns vom Paxinos Atlas (A, Bregma 11,8
mm) mit analoger schematischer Ubersicht (B) der Kerngebiete im Metencephalon. Die
Raphekerne mit inren serotonergen Neuronen erstrecken sich von der Medulla oblongata bis
zum Mesencephalon in Hohe des Ncl. ruber (s. Einleitung, 3.2.2.1). In dieser Schnittebene
befindet sich exemplarisch die Raphe obscurus (ROb).
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Abb. 10: Anhand des Paxinos Schemas kann man nun auch in unserem Kresylschnitt die
Kerngebiete identifizieren und somit die immunzytochemischen Ergebnisse zuordnen.

Amb (Ncl. ambiguus), ECu (external cuneate nu), Gi (gigantocellular reticular nu), GIV
(gigantocell reticular nu, vent), icp (inferior cerebellar poduncle), IRt (intermediate reticular
nu), LPGi (Interal paragigantocellular nu), MVe (medial vestibular nu), MVeV (medial
vestibular nu, ventral), PCRt (parvocellular reticular, nu), PrH (prepositus hypoglossal nu),
ROb (raphe obscurus nu), RPa (raphe pallidus nu), RVL (rostroventrolateral reticular nu), Sol
(nu solitary tract), sp5 (spinal trigeminal tract), Sp5I (spinal trigem nu, interpolar), SpVe
(spinal vestibular nu).

3.2.2.2 GBS-Seren reagieren mit serotonergen Neuronen

Fir die Untersuchung der serotonergen Zellen haben wir uns hier auf das Gebiet der
Raphekerne fokussiert.

Die Lokalisation der GBS-positiven Zellen im Bereich der dorsalen Raphe weist
groBe Ahnlichkeit mit der bekannten Verteilung der Serotonin-Neurone in diesem
Bereich auf (Abb. 11).
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Abb. 11: Weiter rostral der oben beschriebenen Schnittebene liegen in Hohe des Colliculus
inferior (IC) und der mittleren (Pedunculus cerebellaris medius, pcm) und oberen
Kleinhirnstiele (Pedunculus cerebellaris superior, pcs) paramedian die Neurone der dorsalen
Raphe, die im Kresylschnitt unterhalb des Bodens des IV. Ventrikels erkennbar sind
(Kasten). Die AusschnittvergréBerung zeigt die immunzytochemische Reaktion dieser
Neurone mit einem GBS-Serum.

Um nun zu verifizieren, dass es sich bei den GBS-positiven Neuronen auch wirklich
um serotonerge Neurone handelt, wurde auch hier die Doppel-Immunfluoreszenz-
Markierung eingesetzt.

Dazu wurde ein Schnitt gleichzeitig mit einem GBS-Serum und mit einem Serotonin-
Antikérper behandelt. Positive Serumreaktionen ergaben ein griines Signal, die
Serotonin-positiven ein rotes. Durch Ubereinanderlagerung beider Bilder waren dann
die sowohl vom Serum als auch von dem Serotonin-Antikérper markierten Neurone
gelb. Hierdurch ergab sich fir die dorsale Raphe, dass die vom GBS-Serum
markierten Zellen alles serotonerge Neurone waren, aber nicht alle serotonergen
Neurone vom Serum erkannt wurden (Abb.12). Daraus folgt, dass die serotonergen
Neurone in verschiedenen Untertypen oder Aktivitdtszustanden vorliegen missen

(siehe Diskussion).
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Abb. 12: Die Lokalisation der GBS-positiven Zellen im Bereich der Dorsalen Raphe (A,
griine Zellen) entspricht sehr gut der bekannten Verteilung der serotonergen Neurone, die
mit einem Serotonin-AntikGrper in B (rote Zellen) dargestellt sind. Im direkten Vergleich durch
Uberlagerung beider Ergebnisse wird deutlich, dass zwar alle GBS-Neurone Serotonin
enthalten (C, gelbe Zellen), aber nicht alle Serotonin-Neurone mit diesem GBS-Serum
interagieren (C, rote Zellen, Pfeile).

Insgesamt reagierten 11 von 59 GBS-Seren (18,6%) und nur 2 von 24 Non-auto-
Seren (8,3%) mit serotonergen Neuronen. Die Seren der MS-Patienten und des
Normalkollektivs zeigten dort keine Reaktion (Tab. 5). Somit liegt bei der
Immunreaktion mit Neuronen in den Raphekernen ein signifikantes Ergebnis fir die
GBS-Seren vor.
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3.23 Das noradrenerge System

3.2.3.1 Die noradrenergen Neurone finden sich im Metencephalon im
Ncl. coeruleus und der A5-Region

Dieser Kresyl-Schnitt befindet sich etwa 1,5 mm rostral des oben beschriebenen

Schnittes. Der Ncl. coeruleus (auch Locus coeruleus) liegt medial der superioren

Vestibulariskerne und grenzt an die laterale Wand des 4. Ventrikels. Ganz ventral

liegt ein weiteres noradrenerges Gebiet, die A5-Region (siehe Einleitung) zwischen

Austrittspunkt des N. facialis und der Pyramidenbahn (Abb. 13).

Abb. 13: Ca. 1,5 mm weiter rostral der oben beschriebenen Schnittebene (Abb. 11) liegen
zwei wichtige noradrenerge Kerngebiete. Ventromedial der superioren Vestibulariskerne
(SuVe) und der lateralen Wand des IV. Ventrikels unmittelbar angrenzend liegt der Locus
coeruleus (LC, Kasten). Die AusschnittvergréBerung zeigt die immunzytochemische
Reaktion dieser Neurone mit einem GBS-Serum. Ganz ventral im Schnitt, medial des Nervus
facialis (N. VII) liegt das noradrenerge A5-Gebiet.

N. VIII: N. vestibulocochlearis, if: inneres Facialisknie, py: Pyramidenbahn.
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3.23.2 GBS-Seren reagieren mit Neuronen des Ncl. coeruleus und der
A5-Region
Einige GBS-Seren reagierten mit den Neuronen im Ncl. coeruleus und auch mit den
Zellen in der noradrenergen A5-Region. Auch hier wurde mit der Doppel-
Immunfluoreszenz gezeigt, dass es sich bei den GBS-positiven Zellen um
noradrenerge Zellen handelt. Dazu wurde ein Schnitt gleichzeitig mit dem GBS-
Serum und mit einem Antikdrper gegen Dopamin-beta-Hydroxylase behandelt.
Positive Serumreaktionen ergaben ein griines Signal, die noradrenergen ein rotes. In
der Uberlagerung sieht man dann, dass tatsachlich jede noradrenerge Zelle mit den
GBS-Seren reagiert (Abb. 14).

Abb. 14: Die Lokalisation der GBS-positiven Zellen im Bereich des Ncl. coeruleus (A, griine
Zellen) entspricht sehr gut der bekannten Verteilung der noradrenergen Neurone, die mit
einem Dopamin-beta-Hydroxylase-Antikorper in B (rote Zellen) dargestellt sind. Im direkten
Vergleich durch Uberlagerung beider Ergebnisse wird deutlich, dass alle GBS-positiven
Neurone tatséachlich Noradrenalin enthalten (C, gelbe Zellen), obwohl hier die dichte
Packung der Zellen eine sichere Aussage erschwert.

Eine sichere Aussage ist allerdings aufgrund der dichten Lage der Zellen nicht
zulassig. Um diese Frage zu klaren konzentrierten wir uns im Weiteren auf das
noradrenerge A5 Gebiet. Hier bestatigte sich schlieBlich die Vermutung, dass im
Gegensatz zu den serotonergen und cholinergen Neuronen alle noradrenergen
Neurone mit den GBS-Seren reagierten (Abb. 15A und B).
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Abb. 15: Die Lokalisation der GBS-positiven und gut isoliert liegenden Zellen im Bereich der
noradrenergen A5-Region (A, hellgrine Zellen) entspricht genau der Verteilung der
noradrenergen Neurone, die mit einem Dopamin-beta-Hydroxylase-Antikdrper in B (rote
Zellen) dargestellt sind. Hier sind (im Gegensatz zu den cholinergen und serotonergen
Zellen) tatsachlich alle GBS-positiven Zellen auch noradrenerg.

Das Zielantigen scheint sich auf Zellkérper und Dendriten zu beschrénken, da die
noradrenergen Axone im Cerebellum keine GBS-Immunoreaktivitat aufweisen (Abb.
16A und B).

A _V o ; L)

Abb. 16: Der Dopamin-beta-Hydroxylase-Antikérper identifiziert noradrenerge Axone im
Cerebellum (A). Das die noradrenergen Neurone im Ncl. coeruleus und der A5-Region
markierende GBS-Serum reagierte mit diesen Axonen aber nicht, so dass das Zielantigen
der GBS-Seren auf Zellkérper und Dendriten beschrankt zu sein scheint.

Insgesamt reagierten 12 von 52 (liber 20%) GBS-Seren mit den Neuronen im Ncl.
coeruleus und auch mit den Zellen in der noradrenergen A5-Region
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3.24 Das dopaminerge System

3.24.1 Die dopaminergen Neurone finden sich im rostralen
Metencephalon

Im rostralen Metencephalon liegen dopaminerge Zellgruppen im lateralen Teil des

Hypothalamus. Zur Gesamtorientierung dient zunéchst wieder ein Kresylschnitt (Abb.

17A). Der Fornix (f) bildet die Grenze zwischen medialem (mHyp) und dem lateralen

Hypothalamus (IHyp), wo die dopaminerge A11-Region liegt.

Immunzytochemisch lassen sich in diesen Schnitten mit einem Antikérper gegen

Tyrosin-Hydroxylase die dopaminergen Neurone der A11-Region erkennen und die

dopaminergen Fasern des medialen Vorderhirnbiindels (Abb. 17B). Diese Fasern,

die Neurone der A11-Region und die ventral tegmental area befinden sich

rostrolateral der mammillaren und supramammillaren Kerngruppen.
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Abb. 17: Zur Orientierung und Auffindung von dopaminergen Neuronen diente zunachst ein
Kresylschnitt des rostralen Mesencephalon (A). Die dopaminerge A11-Region und deren
Fasern (mediales Vorderhirn-Blndel) lassen sich durch einen Antikérper gegen Tyrosin-
Hydroxylase immunzytochemisch darstellen (B, A11). Uberraschenderweise zeigten die
GBS-Seren keinerlei Reaktivitat mit den Neuronen der A11-Region oder deren Fasern (C).
llI.: 3. Ventrikel.

3.24.2 Immunzytochemische Ergebnisse der GBS-Seren mit
dopaminergen Strukturen

Uberraschenderweise gab es hier keine Reaktionen dieser dopaminergen Strukturen

mit den GBS-Seren (Abb. 17C).
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3.25 Das histaminerge System

3.2.5.1 Die histaminergen Neurone finden sich im rostralen
Metencephalon
Supramammillare Neurone und die des ventralen tuberomammilldren Nukleus liegen
in der gleichen Schnittebene wie die oben beschriebenen dopaminergen Strukturen.
Die supramammillaren Neurone liegen oberhalb des Recessus des 3. Ventrikels, der
ventrale tuberomammillare Nukleus liegt ganz lateral davon (Abb. 18A).
Die Darstellung dieser Neurone erfolgt Gber die Anwesenheit des Histamin
synthetisierenden Enzyms Histidin-Decarboxylase (HDC). Leider reagierten aber
einige kommerzielle Antikérper gegen HDC auch mit anderen aromatischen
Aminosaure-Decarboxylasen, so dass somit auch dopaminerge Strukturen und nicht
nur histaminerge markiert waren. Nach Austestung verschiedener HDC-Antikdrper
war dann einer hochspezifisch ohne Kreuzreaktionen, der hier benutzt wurde (Abb.
18B).
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Abb. 18: Auch die histaminergen Neurone wurden nach Orientierung an dem Kresylschnitt
des rostralen Mesencephalons (A) identifiziert. Die histaminergen supramammilldren
Neurone (B, Pfeil) und der histaminerge Ncl. tuberomammillaris ventralis des Hypothalamus
(B, Kasten) konnten mittels Immunoreaktivitat eines hochspezifischen Antikérpers gegen
Histidin-Decarboxylase dargestellt werden. Auch hier zeigten die GBS-Seren (wie in Abb.17
C gezeigt) keinerlei Immunoreaktivitat.

3.25.2 Immunzytochemische Ergebnisse der GBS-Seren mit
histaminergen Neuronen

Auch hier gab es keine Reaktionen dieser histaminergen Neurone mit den GBS-

Seren
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3.3 Daneben gibt es noch weitere immunzytochemisch interessante
Ergebnisse
3.3.1 Immunzytochemische interessante Ergebnisse am Frontalschnitt

Die immunzytochemischen Ergebnisse mit den Seren von GBS-Patienten fielen sehr
Uberraschend aus. So zeigten nur wenige Seren gar keine Reaktion, wogegen
einzelne Seren mit allen Zellen und mehrere mit allen Neuronen, nicht nur mit denen
in Kerngebieten wie den Calleja-Inseln, zu interagieren schienen (Abb. 19A, D).

In relativ vielen Fallen waren Uberwiegend kortikale (Abb. 19B) und striatale Neurone
und Interneurone markiert. Verschiedene Seren zeigten jedoch eine wesentlich
héhere Spezifitat. Hierbei reagierten einige Seren fast nur mit Neuronen in
ausgewahlten Arealen des Vorderhirns, z.B. mit Neuronen im Nukleus endopiriformis
(Abb. 19C), des ventralen Pallidums und der tieferen Schichten des piriformen Kortex
(Abb. 19E). Bei Analyse der Seren der Kontrollgruppen ergaben sich ahnliche
Befunde, ohne dass ein Bezug zur jeweiligen Krankheit hergestellt werden konnte.
Die Ubersicht samtlicher Ergebnisse ist in der Tabelle 4 aufgefiihrt.

Abb. 19: Verschiedene Seren von GBS-Patienten zeigten vielfaltige Reaktionen mit
unterschiedlichen Typen von Neuronen im Vorderhirn der Ratte. Einzelne Seren schienen
nicht nur Kerngebiete wie die groBe Calleja-Insel (A, D, Pfeile) zu markieren, sondern mit
allen Zellen (A, D) zu interagieren. Andere Seren schienen eine hdéhere Spezifitat zu zeigen.
In relativ vielen Fallen waren tberwiegend kortikale Neurone (B) markiert. Einige Seren
reagierten mit Neuronen in ausgewahlten Arealen wie dem Ncl. endopiriformis (C), dem
ventralen Pallidum (E, vP) und der tieferen Schicht des piriformen Kortex (E, Pir).
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GBS-Seren (59) NK- und NA- MS-Seren (36)
Seren (48)

Spezifische Neurone 14 (23,7%) 2 (4,2%) 3 (8,3%)
im diagonalen Band
Kleine Neurone 45 (76,3%) 38 (79,2%) 34 (94,4%)
Uberall
GroBere Neuroneim 36 (61%) 31 (64,6%) 32 (88,9%)
ventralen Pallidum
Striatale groBere 12 (20,3%) 4 (8,3%) 3 (8,3%)
Interneurone
Calleja-Inseln 18 (30,5%) 8 (16,6%) 16 (44,4%)
GroBere Neurone im 6 (10,2%) 0 0
lateralen Septum
Oligodendroglia/ 4 (6,8%) 0 0
Mikroglia
Astrozyten in der 7 (11,9%) 3 (6,3%) 2 (5,6%)
grauen Substanz
Fasermarkierung 3 (5,1%) 2 (4,2%) 1 (2,8%)
Negativ 3 (5,1%) 4 (8,3%) 0

Tab. 4: Immunzytochemische Ergebnisse der GBS-Seren und der Kontrollgruppen im
Vorderhirn.
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3.3.2 Immunzytochemische interessante Ergebnisse am caudalen
Metencephalon
Wie auch schon im Frontalschnitt des Vorderhirns sahen wir Reaktionen der Seren
mit vielen Neuronen, Gliazellen und Fasersystemen. So markierten viele Seren aus
unterschiedlichen Krankheitsgruppen fast alle Neurone in fast allen Kerngebieten, so
dass dies einer nicht krankheitsspezifischen Reaktion mit einem gangigen Antigen
entsprechen muss.
Neurone im Ncl. vestibularis reagierten mit 5 von 59 GBS-Seren (8,5%), 1 von 36 der
MS-Seren (2,8%), 1 von 24 Seren des Normalkollektivs (4,2%) und keinem von 24
Non-auto-Seren. Allerdings mit Neuronen des Ncl. ambiguus reagierten 11 von 59
GBS-Seren (18,6%), von den Seren aller Kontrollgruppen keines. Mit den Kernen in
der Formatio reticularis reagierten ebenfalls 11 von 59 GBS-Seren (18,6%) und nur
ganz wenige Seren der Kontrollgruppen.
Alle sonstigen Befunde in einigen anderen Kerngebieten, mit Gliazellen oder
Fasersystemen ergaben keine wegweisenden, signifikanten Aussagen (Tab. 5).

GBS (59) NK (24) NA (24) MS (36)
Raphe-Neurone 11 (18,6%) 0 2 (8,3%) 0
Kleine Neurone 40 (67,8%) 18 (75%) 23 (95,8%) 26 (72,2%)
Uberall
Ncl. vestibularis 5 (8,5%) 1(4,2%) 0 1(2,8%)
Npl. sp_inal 3 (5,1%) 2 (8,3%) 0 1(2,8%)
trigeminus
Ncl. ambiguus 11 (18,6%) 0 0 0
Formatio 11 (18,6%) 4 (16,7%) 0 1(2,8%)
reticularis
Astrozyten 2 (3,4%) 0 0 0
Fasermarkierung 2 (3,4%) 0 0 0
Gliazellen 2 0 0 0
Negativ 5 1 0 6

Tab. 5: Immunzytochemische Ergebnisse der GBS-Seren und der Kontrollgruppen im
Metencephalon.
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4 Diskussion

4.1 Einige GBS-Patienten zeigen auch ein Psychosndrom

Das Guillain-Barré Syndrom ist eine Autoimmunerkrankung ausschlieBlich des
peripheren Nervensystems, die sich in Form einer entziindlichen, vorwiegend
demyelinisierenden Polyradikulopathie auBert.

Eine Beteilungung des zentralen Nervensystems (ZNS) ist in der Definition der
Erkrankung somit nicht mit inbegriffen. Dennoch wissen wir aus eigenen
Beobachtungen und auch aus der Literatur, dass Patienten mit GBS auch zusétzliche
zentrale cerebrale Symptome im Sinne eines Psychosyndroms unterschiedlichen

AusmaBes entwickeln kdnnen.

4.2 Bisher existieren keine Nachweise einer zentralen Beteiligung

Die Frage nach der Beteiligung des ZNS beim GBS wird seit Jahren an Einzelfallen
immer wieder diskutiert. Klinisch wurde eine haufige Beteiligung des N. opticus und
damit korrelierend pathologische VEPs gefunden (Othake et al., 1990). Damit wurde
jedoch nur eine Korrelation aufgezeigt, ein kausaler Zusammenhang konnte nicht
nachgewiesen werden.

Mittels bildgebender Diagnostik versuchten mehrere Studien (Feasby et al., 1990;
Othake et al., 1990; Ormerod et al., 1990, Hawke et al., 1990) zur Frage von zentralen
Veranderungen eine Aussage zu finden. Erwartet wurden z.B. autoimmunentzindliche
Lasionen wie bei der Multiplen Sklerose. Allerdings konnten solche morphologischen
Veranderungen im Kopf von GBS-Patienten weder in der Computertomographie noch in
der Magnetresonanztomographie nachgewiesen werden. Somit kommen gréBere
strukturelle Defekte als Ursache der zentralen Symptome nicht in Frage.
Histopathologische Untersuchungen aber zeigten eindeutig unspezifische Reaktionen
im ZNS im Sinne von entzindlichen Infiltrationen und aktivierter Mikroglia in
unterschiedlichem AusmaB und Intensitat (Maier et al., 1997). Eine Demyelinisierung
zentralnervdser Axone analog zum typischen Befund am peripheren Nerven stellte sich
aber nicht da.

Im Hinblick auf die vorliegende Fragestellung, namlich die Ursache des
Psychosyndroms bei GBS-Patienten, sind diese genannten Befunde nicht hilfreich.

Letztendlich kénnen die psychischen Symptome also nicht als Folge gréBerer, mit den
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obengenannten Methoden nachweisbarer, struktureller Verdnderungen des ZNS
angesehen werden. Immunologisch bedingte Fehlfunktionn kénnen aber trotzdem nicht
ausgeschlossen werden.

Allerdings sind die psychopathologischen Symptome von GBS-Patienten sehr vielfaltig.
Eine umschriebene cerebrale Lasion ist daher sehr unwahrscheinlich, da man in diesen
Fallen Areal- oder systemspezifische Ausfalle im Sinne neuronaler Herdbefunde
erwarten wirde. Die Symptome der GBS-Patienten deuten dagegen eher auf
Funktionsstérungen in generellen Arealen oder Systemen, wie dem der Gliazellen oder
dem der Areal-Ubergreifenden monaminergen Systeme des ZNS hin.

4.3 GBS-Seren enthalten Astrozyten-Antikérper

Die Hypothese, dass eine beeintrachtigte Funktion der Astrozyten (Gliazellen) als
Ursache eines Psychosyndroms in Frage kommt, wurde bereits durch den Nachweis
von Autoantikérpern gegen Astrozyten-Proteine in Seren von GBS-Patienten erhartet
(Gortzen et al, 2004). Weiter gestitzt wird diese Hypothese durch den
Pathomechanismus der hepatischen Enzephalopathie. Hier wird durch eine
Astrozytenfunktionsstérung durch Ammoniumionen eine generelle Beeintrachtigung des
Astrozytensystems im ZNS mit daraus resultierendem Psychosyndrom hervorgerufen
(Norenberg, 1998).

Auch bei einem hohen Prozentsatz von GBS-Patienten lassen sich im Serum
immunzytochemisch Anti-Astrozyten-Antikérper nachweisen.

Allerdings entwickeln nur wenige dieser Patienten ein Psychosyndrom. Umgekehrt
lassen sich nicht bei allen Seren von Patienten mit einem Psychosyndrom solche Anti-
Astrozyten-Antikdrper nachweisen (Goértzen et al., 2004). Letztlich bleibt unklar, ob die
Immunreaktion an Astrozyten eine kausale Bedeutung fir das Psychosyndrom hat oder
lediglich ein Epiphdnomen darstellt.
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4.4 Koénnen funktionsgestorte monaminerge Systeme Ursache fiir das
Psychosyndrom sein?

Neben der beeintrachtigten Funktion des Astrozytensystems kommen auch Stérungen

monaminerger Systeme als Ursache des Psychosyndroms in Frage. In der

vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob Antikérper aus Seren von GBS-

Patienten méglicherweise auch mit Neuronen des monaminergen Systems interagieren.

4.4.1 Storungen im cholinergen System spielen moglicherweise eine Rolle
Lasionen des cholinergen magnozellularen basalen Vorderhirnkomplexes kénnen zu
dramatischen Verlusten kognitiver Fahigkeiten fihren. Auch beim Morbus Alzheimer
und anderen Demenzen degenerieren cholinerge Neurone im entorhinalen Cortex und
im Nukleus basalis Meynert. Daher erscheint es denkbar, dass eine autoimmun
entzindlich bedingte Schadigung des cholinergen Systems fiir die mnestisch-kognitiven
Stérungen beim Psychosyndrom von GBS-Patienten urséachlich ist.

Nach unseren Ergebnissen reagieren Seren von einzelnen GBS-Patienten mit
Neuronengruppen wie den Calleja-Inseln, manche aber auch mit allen Neuronen. Die
Kontrollgruppen zeigen allerdings ahnliche Ergebnisse, so dass hier kein Bezug zu
einer bestimmten Krankheit hergestellt werden kann.

Im Hinblick auf das Psychosyndrom bei GBS-Patienten war dann die Analyse des
Septum-Bereiches und des Nukleus basalis Meynert von groBer Bedeutung. Hier
markierten die einzelnen GBS-Seren im Gegensatz zu den Seren der Kontrollgruppen
signifikant und kraftig zum einen Neurone in den Kernen des horizontalen Schenkels
des diagonalen Bandes (HLDB), zum anderen Zellen im Nukleus basalis Meynert.
Mittels Doppel-Immunfluoreszenz konnte der Nachweis erbracht werden, dass es sich
bei den von den Seren markierten Zellen tatsachlich um cholinerge Neurone handelt.
Besonders interessant ist die Tatsache, dass die Immunreaktivitat der positiven Seren
ausschlieBlich auf Antigene cholinerger Neurone beschrankt war. Umgekehrt waren
nicht alle cholinergen Neurone seropositiv. Dies bedeutet zwangsweise, dass es sich
bei den cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns hinsichtlich entweder Zelltyp
oder Funktionszustand um eine heterogene Population handelt. Derartige Subtypen
oder funktionsspezifische Proteine in cholinergen Neuronen sind bisher nicht bekannt.
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Unsere Seren stellen daher ein potentiell wertvolles Instrument zur Isolierung
(expression-libraries) und Charakterisierung derartiger Proteine dar.

Interessanterweise gibt es zwischen dem cholinergen und serotonergen System
vielfaltige Wechselwirkungen (Gharbawie et al, 2003). Somit reicht es natrlich nicht
aus, ein einzelnes (méglicherweise funktionsgestértes) monaminerges Neuronensystem
hinsichtlich der Ursache fir ein Psychosyndrom zu beleuchten. Es ist viel eher
vorstellbar, dass vor allem kombinierte Stérungen (z.B. cholinerg und serotonerg) fir
die Bandbreite und die Schwere des Psychosyndroms beim GBS von Bedeutung sind.

4.4.2 Stérungen im serotonergen System spielen moéglicherweise auch
eine Rolle
Eine Aktivitatsminderung im serotonergen System scheint vor allem bei Depressionen
eine Rolle zu spielen. Aber auch eine Aktivitatssteigerung dieses System, wie z.B.
durch Drogen (LSD, Ecstasy) hervorgerufen, kann zu einem Psychosyndrom fiihren.
So ist auch hier durchaus vorstellbar, dass eine autoimmun entziindlich bedingte
Funktionsstérung des serotonergen Systems beim Psychosyndrom von GBS-Patienten
eine Rolle spielt.
Zunachst zeigten unsere Seren auch in dieser Hirnregion Reaktionen mit vielen
Neuronen, Gliazellen oder Fasern, wobei diese Reaktionen sich nicht von denen
anderer Krankheitsgruppen unterschieden. Interessant ist aber, dass Neurone im Ncl.
ambiguus nur durch GBS-Seren markiert wurden. Sehr verwunderlich ist dieser Befund
aber dennoch nicht, da es sich um die motorischen Neurone des N. glossopharyngeus,
N. vagus und Anteilen des N. accessorius handelt, die beim GBS eben haufig
mitbetroffen sind.
Auch die Markierung von Neuronen in den Raphekernen erfolgte fast ausschlieBlich
durch GBS-Seren. Erneut konnte mittels Doppel-Immunfluoreszenz-Markierung gezeigt
werden, dass die von den GBS-Seren markierten Neurone alle serotonerg sind, aber
nicht alle serotonergen Neurone mit den GBS-Seren interagierten. Daraus folgt direkt,
dass die serotonergen Neurone in verschiedenen Untertypen oder Aktivitdtszustédnden
vorliegen missen, also nur eine "Untergruppe" mit den Seren reagiert. Dass sich
serotonerge Neurone durch ihre Lokalisation, ihre Morphologie, ihre Sensitivitat
gegentber Neurotoxinen und dem Bezug zu klinischen Erkrankungen unterscheiden, ist

schon lange bekannt. Die Grundlage dafir ist allerdings noch nicht verstanden, zumal
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bislang auch keine Marker zur Differenzierung von Subtypen zur Verfligung stehen.
Karzlich konnten durch genetische Untersuchungen von serotonergen Vorlauferzellen
aus verschiedenen Anteilen des unteren Hirnblaschens aus Embryonen der Maus
verschiedene Gruppen von Vorlauferzellen identifiziert werden, die sich hinsichtlich
ihres genetischen Programms unterscheiden. Diese in den Vorlauferzellen definierten
genetischen Muster konnten dann in serotonergen Zellen im adulten Gehirn
wiedergefunden werden. Bei Zuordnung zu den bekannten alphanumerischen Gruppen
(B1 — B9) stellte sich dann heraus, dass Zellen mit dem gleichen genetischen Muster in
mehreren alphanumerischen Gruppen vorkommen (Jensen et al, 2008). Damit ist
erstmalig ein Kriterium bekannt geworden, mit dem Subtypen von serotonergen
Neuronen unterschieden werden kdnnen. Unsere Seren kénnten nun auf
immunologischer Basis ein weiteres Werkzeug zur ldentifizierung von serotonergen
Subtypen darstellen.

Letztlich unterstitzt dieses Ergebnis wie auch die Befunde im cholinergen System die
Hypothese, dass es durch autoimmunologische Vorgange an serotonergen und
cholinergen Neuronen zu FunktionseinbuBen dieser Systeme kommen kénnte. Diese
Funktionsstérungen kénnen dann ganz unterschiedliche Auswirkungen haben. Es kann
zu einer geringen EinbuBe der Funktion (gain of function) bis hin zum vollstédndigen
Ausfall (loss of function) kommen. Somit kdnnen zwar Funktionsstérungen vorliegen,
aber klinisch nicht manifest sein. Damit kann auch erklart werden, warum wir positive
immunzytochemische Reaktionen von Seren gesehen haben, ohne dass der Patient ein
Psychosyndrom aufwies. Denn nur drei der GBS-Patienten mit den entsprechenden
Antikérpern hatten ein Psychosyndrom. Daraus kénnte aber auch folgen, dass eines
der Systeme alleine nicht ursachlich in Frage kommt.

44.3 Stérungen im noradrenergen System (Locus coeruleus) spielen
moglicherweise auch eine Rolle

Mit der heute bekannten Funktion des noradrenergen Systems (s. Einleitung) sind die

fihrenden Symptome eines Psychosyndroms wie Desorientiertheit und mnestisch-

kognitive EinbuBen durch eine Stérung in diesem System zunachst nicht zu erklaren.

Umso Uberraschender sind daher unsere immunzytochemischen Ergebnisse.

Uber 20% der GBS-Seren reagierten namlich mit den Neuronen im Ncl. coeruleus und

auch mit den Zellen in der noradrenergen A5-Region. Hier zeigte die Doppel-
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Immunfluoreszenz zum einen, dass die vom Serum markierten Zellen auch wirklich
noradrenerge Neurone sind, zum anderen, dass alle noradrenergen Neurone von den
Seren erkannt wurden. Anders als beim cholinergen und serotonergen System sind also
hier keine Subtypen zu vermuten.

Dieses Ergebnis stitzt jetzt nicht unbedingt die Autoimmunhypothese des
Psychosyndroms bei GBS-Patienten. Allerdings leiden diese ja auch haufig unter Angst,
Unruhe und Stress (Weiss et al, 2002). Diese Symptome kdnnten tatsachlich durch eine
autoimmunbedingte Dysfunktion des noradrenergen Systems hervorgerufen werden.
Wie bereits erwahnt, missen natirlich nicht alle Patienten mit diesen Antikérpern auch
solche Symptome entwickeln.

Uber einen anderen Mechanismus kénnte aber eine Dysfunktion des noradrenergen
Systems doch zu einem Psychosyndrom fihren. Wie in der Einleitung ausgeftihrt,
projizieren Neurone des Ncl. coeruleus zu cholinergen Neuronen im magnozellularen
basalen Vorderhirnkomplex (MBVK), dessen Ausfall zu Verlusten kognitiver Fahigkeiten
fuhrt. Es ware also denkbar, dass dies auch passiert, wenn der noradrenerge Input vom
Ncl. coeruleus fehlt und dies zu einer gest6rten Funktion dieses cholinergen Areals
fihrt. Wenn also Autoantikérper gegen noradrenerge Neurone — wie wir sie ja in GBS-
Seren gezeigt haben — die Information Uber diese Afferenzen des cholinergen Systems
minimieren oder gar ausschalten, kénnte dadurch die Funktion des cholinergen
Systems derart gestért werden, dass dies zu einem Psychosyndrom flhrt.

444 Stérungen im dopaminergen System spielen keine Rolle
Dopaminerge Nervenendigungen spielen eine Schllisselrolle bei der Koordination von
Bewegungen, bei psychomotorischen Hirnleistungen und beim Reward-Mechanismus
(Wohlfthl- und Belohnungsgefunhl). Die fihrenden Symptome eines Psychosyndroms
wie Desorientierung und mnestisch-kognitive EinbuBen sind auch durch ein
funktionsgestértes dopaminerges System nicht unbedingt zu erklaren, allerdings
moglicherweise andere bei GBS-Patienten auch vorkommende psychopathologische
Auffalligkeiten wie psychotische Phanomene.

Entsprechend unserer Erwartungen zeigen auch die immunzytochemischen Ergebnisse
in der dopaminergen A11-Region keine Reaktionen mit Seren der GBS-Patienten.
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445 Storungen im histaminergen System spielen keine Rolle
Die GBS-Seren zeigten keinerlei Immunoreaktivitat mit Neuronen in histaminergen
Kerngebieten. Das histaminerge System scheint daher keine Rolle bei der potentiellen

Entstehung eines autoimmunvermittelten Psychosyndroms zu spielen.

4.5 Auch bei anderen nicht zentralen Autoimmunerkrankungen kommen
psychiatrische Symptome vor
Bei dem polyglandularen Autoimmunsyndrom Typ | (APS 1) liegen neben einer
Nebennierenrindeninsuffizienz ein Hypoparathyreoidismus und eine mukokutane
Candidamykose vor, gelegentlich kommen auch noch andere Autoimmunerkrankungen
wie eine pernizidse Andmie oder ein M. Basedow dazu. Aber auch diese Patienten mit
einer Autoimmunerkrankung an peripheren Drlisen zeigen gelegentlich psychiatrische
Symptome wie Depression, Angst und mentale Erschdpfung oder muskuldre Symptome
ahnlich dem Stiff-men-Syndrom, die auch nur Gber eine Beteiligung des ZNS erklarbar
waren. Gerade kirzlich konnte die Gruppe um Hokfelt (Fetissov et al., 2009) zeigen,
dass Seren dieser APS I-Patienten Antikérper gegen aromatische L-Aminosaure-
Decarboxylase (AADH), Tyrosinhydroxylase oder Tryptophanhydroxylase, also gegen
Enzyme, die fUr die Bildung monaminerger Transmitter notwendig sind, enthalten.
Einige Seren hatten auch hochtitrig Antikérper gegen Glutaminsauredecarboxylase
(GAD), wie sie ursachlich beim Stiff-men-Syndrom vorkommen (Solimena et al., 1988).
Immunzytochemisch reagierten diese Seren dann auch mit GABAergen Strukturen im
ZNS, die anderen Seren mit dopaminergen, serotonergen und noradrenergen Neuronen
und Fasern in verschiedenen Hirnregionen. Diese Ergebnisse unterstreichen somit die
unsrigen. Auch bei APS I-Patienten kénnten also die psychopathologischen
Auffalligkeiten wie bei den GBS-Patienten durch autoimmunbedingte

Funktionsstérungen monaminerger Systeme verursacht sein.
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4.6 Die Antigenidentifizierung eroffnet eine neue therapeutische

Option
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Seren von GBS-Patienten Autoantikérper
gegen monaminerge Neurone enthalten. Eine Funktionsstérung dieser Systeme kbnnte
moglicherweise das Psychosyndrom verursachen. Bislang bleibt jedoch véllig unklar,
wogegen diese Antikérper gerichtet sind. Denkbare Zielproteine wéaren lonen-Kanale
oder Rezeptoren. Unsere Seren kénnten daher zu einem wichtigen Werkzeug werden,
mit dem in Zukunft vielleicht potentielle Zielproteine identifiziert werden kénnen.

Zur Behandlung des GBS und des dadurch bedingten Psychosyndroms stehen bislang
nur globale Anséatze zur Verfligung. Dazu gehéren die Plasmapherese, die mit
deutlichen Komplikationen behaftet ist, wie hohe Infektanfélligkeit durch Entfernung
nahezu samtlicher Antikérper und auch die Blutungs- und Thrombosegefahr wahrend
der Behandlung. Zum anderen steht alternativ die hochdosierte Gabe von
Immunglobulinen zur Verfligung, die selten zu anaphylaktischen Reaktionen flhren
kann. Die ldentifizierung des Antigens oder der Antigene wiirde véllig neue und
spezifische therapeutische Méglichkeiten erdffnen. So kdnnte bei Kenntnis des
krankheitsvermittelnden Antigens die Eliminierung des entsprechenden Antikdrpers und
damit eine ursachliche Behandlung ohne die genannten Risiken zur Verfligung stehen.
Hier kdme die spezifische Immunadsorption oder die Gabe antiidiotypischer Antikdrper
in Betracht.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Claudia Rink

Autoantikérper gegen Proteine monaminerger Systeme beim Guillain-Barré Syndrom —

maogliche Beteiligung an der Pathophysiologie des Psychosyndroms?

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit war es, dass Patienten mit GBS nicht selten ein
Psychosyndrom entwickeln, obwohl es sich um eine Erkrankung des peripheren
Nervensystems handelt. Zur Verifizierung einer Beteiligung des zentralen
Nervensystems im Sinne einer Autoimmunreaktion wurde die Reaktivitat der Seren von
Patienten mit Guillain-Barré Syndrom gegen ausgewahlte zentralnervése Strukturen im
Vorderhirn und Metencephalon untersucht. Hierbei lag unser Augenmerk vor allem auf
den monaminergen Systemen im ZNS, da Funktionsstdrungen in diesen Systemen fir
die Art der Symptomatik gut vorstellbar waren. Als Kontrollgruppen wurden Seren von
Patienten mit Multipler Sklerose, nicht autoimmuner Erkrankungen (amyotropher
Lateralsklerose, Polyneuropathie, Hirninfarkt) und von gesunden Probanden eingesetzt.

Die Seren zeigten bei 24% der Seren von GBS-Patienten eine deutliche
Immunreaktivitat an Vorderhirnschnitten gegen eine spezielle ,Unter“-Gruppe von
cholinergen Neurone im HLDB und im Nukleus basalis Meynert.

Ein weiteres interessantes Ergebnis zeigte sich bei den Auswertungen am caudalen
Metencephalon. Hier zeigten 18,6% der Seren von GBS-Patienten eine signifikante
Reaktion mit einer ,Unter“-Gruppe von serotonergen Neuronen im Bereich der dorsalen
Raphe. Bei beiden Ergebnissen war es also Uberraschenderweise so, dass die GBS-
Seren jeweils nur einen Teil der cholinergen, bzw. serotonergen Neurone reagierten.
In Metencephalonschnitten in Héhe des Ncl. coeruleus und der A5-Region reagierten
tber 20% der GBS-Seren mit noradrenergen Neuronen im Ncl. coeruleus und der A5-
Region. Hier wurden aber alle noradrenergen Zellen vom Serum auch erkannt.

In Mesencephalonschnitten untersuchten wir auch noch die A11-Region zur
Identifizierung der Reaktionen von GBS-Seren an dopaminergen Strukturen und die

supramammilaren Neurone und den Ncl. tuberomammillaris zur ldentifizierung
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histaminerger Neurone. In beiden Fallen sahen wir keine Reaktionen mit den GBS-
Seren.

Bei der hepatischen Encephalopathie wird als Ursache des Psychosyndroms eine
gestorte Astrozytenfunktion durch erhéhte Ammoniakkonzentrationen angenommen.
2004 (Gortzen et al.) wurde bereits die Hypothese aufgestellt, dass eine beeintrachtigte
Funktion der Astrozyten als Ursache eines Psychosyndroms bei GBS-Patienten in
Frage kommen kdnnte.

Analog dazu kénnte eine deutliche Autoimmunaktivitat gegen cholinerge, serotonerge
und noradrenerge Systeme im ZNS ebenfalls als pathophysiologische Grundlage des
Psychosyndroms beim Guillain-Barré Syndrom in Frage kommen.

Die endgultige Klarung dieser Frage bleibt Ziel weiterer Untersuchungen.



67

6 ABKURZUNGSLISTE

aca Anterior commissure, anterior

Ach Acetylcholin

AIDP Akute inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
AMAN Akute motorische axonale Neuropathie

Amb Nukleus ambiguus

AMSAN Akute motorische-sensorische axonale Neuropathie

BAEP Brainstem auditory evozierte Potentiale

B-GaHu Biotinyliertes Goat-anti-Human IgG

B-GaR Biotinyliertes Goat-anti-Rabbit IgG
B-HaM Biotinyliertes Horse-anti-Mouse 1gG
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
ChAT Cholinacetyltransferase

CIDP Chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
CLi Kaudaler Ncl. linearis

COMT Catechol-O-Methyltransferase

CPu Caudatoputamen

CT Computertomographie

CVL Caudale ventrolaterale Medulla
D1R DA receptor 1

D2R DA receptor 2

DA Dopamin

DAT Dopamintransporter

DR Pontiner Ncl. raphe dorsalis

DR Ncl. raphe dorsalis des Mittelhirn
EAN Experimentell allergische Neuritis
ELISA Enzyme linked immunoabsorbent assay
GBS Guillain-Barré Syndrom

GiV Gigantocell reticular nucleus, ventral
GPe External pallidum

GPi Internal pallidum

HLDB Horizontaler Schenekl des diagonalen Bandes



5-HT
5-HTP
5-HTaR

ICjM
IVIG
IRt

LGP
LPgi
LSD
LSD
LSV

MAO
MBVK
ml

mM
MnR
MnR
MS
MSN 1
MSN 2
MRT

Ncl
Ncll
NET1
NGS
nM
NO
Ob
pcm
pcs
PCRt
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5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
5-Hydroxytrytophan
Serotoninga-Rezeptor

Colliculus inferior

Islands of Calleja, major island
Intravendse Immunglobuline
Intermediate reticular nucleus
Pallidum

Ncl. paragigantocellularis reticularis lateralis
Lysergsaurediethylamid

Lateral septal nucleus dorsal
Lateral septal nucleus ventral
Morbus

Monoaminooxidase
Magnozellulérer basaler Vorderhirnkomplex
Lemniscus medialis

Millimolar

Pontiner Ncl. raphe medianus
Ncl. raphe medianus des Mittelhirn
Medial septal nucleus

Medium spiny neuron 1

Medium spiny neuron 2
Magnetresonanztomographie
Nervus

Nucleus

Nuclei

Norepinephrine transporter
Normal goat serum

Nanomolar

Stickstoffmonoxid

Raphe obscurus

Pedunculus cerebellaris medius
Pedunculus cerebellaris superior

Parvocellular reticular nucleus



REM

ROb
RPa
RVL
RVL
SNc
STN
TT
TRH
VLDB
VLPO
VMAT2
VTA
ZNS
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Rapid eye movement

Ncl. raphe magnus

Ncl. raphe obscurus

Ncl. raphe pallidus
Rostroventrolateral reticular nucleus
Rostrale ventrolaterale Medulla
Substantia nigra compacta
Subthalamic nucleus

Taenia tecta

Thyreotropin releasing Hormon
Vertikaler Schenekl des diagonalen Bandes
Ventrolateraler praeoptischer Nucleus
Vesicular membrane transporter 2
Ventral tegmental area

Zentrales Nervensystem
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