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  Summary 

I 

 

Summary 

A growing number of neurological disorders are associated with autoantibodies targeting an-

tigens within the central nervous system. Only in few cases experimental evidence corrobo-

rates a pathogenic role of the autoantibodies. Two autoantibody associated diseases were 

investigated in detail in this work: the Juvenile neuronal ceroid lipofuscinoses (JNCL) with au-

toantibodies against the 65kD isoform of the glutamate decarboxylase and the Stiff Person 

Syndrome (SPS) with autoantibodies against amphiphysin.  

The analysis of cln3 knockout mice, an animal model of the JNCL, revealed a phenotype 

resembling the human disorder, including progressive motor decline, limited cued learning 

and an increase in anxiety-related behavior. Electrophysiological analysis revealed an autoan-

tibody mediated cerebellar dysfunction, which is best explained by diminished local GABAer-

gic inhibition. A reduction of autoantibody production in the cln3 knockout mice by depletion 

of plasma cells after treatment with Bortezomib had a positive effect on the disease out-

come. 

In the second experimental part, the effect of autoantibodies to amphiphysin from SPS 

patients on synaptic transmission was analysed. In patch-clamp experiments the GABAergic 

synaptic transmission was found to be disturbed primarily during high-frequent stimulation. 

This is in line with the hypothesized defect of synaptic vesicle endocytosis induced by autoan-

tibodies.  

Passive transfer of human autoantibodies to rats induced anxiety-related behavior, a 

key symptom of SPS. The active immunization of mice against amphiphysin and subsequent 

opening of the blood brain barrier led to subclinical disturbances of the Ia afferent-motor 

neuron reflex pathway within the spinal cord. 

In conclusion, for two CNS disorders autoimmune mechanisms were identified leading 

to antibody-induced deregulations of central synaptic transmission. These findings may have 

implication for the research on pathomechanisms of other putative antibody mediated dis-

orders. 
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Zusammenfassung 

Die Anzahl neurologischer Erkrankungen bei denen Autoantikörper gegen zentralnervöse An-

tigene bekannt sind, hat in den letzten Jahren deutlich zugenommen. Allerdings gibt es nur 

für wenige dieser Erkrankungen hinreichende experimentelle Belege für eine pathogene Wir-

kung der Autoantikörper. Zwei dieser Erkrankungen wurden im Rahmen dieser Arbeit näher 

untersucht: die Juvenile Neuronale Zeroid-Lipofuszinose (JNCL) mit Autoantikörpern gegen 

die 65 kD Isoform der Glutamatdecarboxylase und das Stiff Person Syndrom (SPS) mit Auto-

antikörpern gegen Amphiphysin.  

Die phänotypische Charakterisierung der cln3 knockout-Maus, einem Mausmodell für 

die JNCL, zeigte eine progressive Verschlechterung der motorischen und koordinativen Fä-

higkeiten, eingeschränktes reizbedingtes Lernen und gesteigertes angstähnliches Verhalten. 

Diese Symptome ähneln denen der humanen Erkrankung. Elektrophysiologisch konnte eine 

Antikörper-induzierte zerebelläre Dysfunktion identifiziert werden, die einer verminderten 

lokalen GABAergen Hemmung zugeordnet wird. Eine Reduktion der Antiköperproduktion im 

Tiermodell durch eine Depletion der Plasmazellen durch den Proteseinhibitor Bortezomib 

hatte einen positiven Effekt auf die Krankheitsentwicklung. 

Im zweiten experimentellen Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Autoantikörpern 

gegen Amphiphysin von Patienten mit SPS auf die synaptische Transmission untersucht. Es 

zeigte sich hierbei in Patch-Clamp Experimenten eine Störung der GABAergen Übertragung 

v.a. bei hochfrequenter Stimulation, was im Einklang mit dem vermuteten Antikörper-

induzierten Endozytosedefekt steht. 

Passiver Transfer von humanen Autoantikörpern gegen Amphiphysin induzierte angst-

ähnliches Verhalten in Ratten, einem weiteren Kernsymptom des SPS. Aktive Immunisierung 

gegen Amphiphysin und anschließende Öffnung der Blut-Hirn-Schranke in Mäusen führte zu 

einer subklinischen Veränderung der Reflexverarbeitung von Ia Afferenzen auf Motoneurone 

im Rückenmark der Mäuse. 

Insgesamt konnten in zwei Erkrankungen des ZNS autoimmune Mechanismen identifi-

ziert werden, die zu einer Antikörper-induzierten Fehlregulation der zentralen synaptischen 

Transmission führen. Diese Ergebnisse können wegweisend sein auch für die Erforschung der 

Pathophysiologie anderer Antikörper-assoziierte Erkrankungen des ZNS. 
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1. Einleitung und theoretische Grundlagen 

1.1. Autoantikörper-vermittelte Erkrankungen des ZNS 

Im Gegensatz zu Autoantikörper-vermittelten Erkrankungen des peripheren Nervensystems 

(PNS), die bereits seit Jahrzehnten bekannt sind (Toyka et al., 1975; Lang et al., 1981) gerieten Auto-

antikörper-assoziierte Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) erst in den letzten Jahren 

vermehrt in den Fokus sowohl der klinischen als auch der Grundlagenwissenschaft (McKnight et al., 

2005). Bereits in den 1980er Jahren wurden mit der Entdeckung von Autoantikörpern (AAK) gegen 

Hu und Yo (Greenlee and Brashear, 1983; Graus et al., 1985) bei paraneoplastischen neurologischen 

Erkrankungen und AAK gegen die 65 kD-Isoform der Glutamatdecarboxylase (GAD65) beim Stiff Per-

son-Syndrom (SPS) (Solimena et al., 1988) erstmals AAK beschrieben, die zentrale neuronale Antige-

ne zum Ziel hatten. Da die Zielstrukturen dieser AAK vornehmlich intrazellulär lokalisiert sind, wurden 

diese AAK zunächst vor allem als diagnostische Marker eingestuft. Ob  sie eine pathogene Rolle spie-

len oder ein Epiphenomen darstellen, war über lange Zeit ungeklärt bzw. ist weiterhin Gegenstand 

kontroverser wissenschaftlicher Diskussion. 

AAK assoziierte Erkrankungen müssen neben dem reinen Auftreten von AAK zusätzlich die 

auch als Witebsky-Postulate bekannten Kriterien (Witebsky et al., 1957; Rose and Bona, 1993) erfül-

len, um als Autoimmunerkrankung mit einer pathogenen Wirkung der AAK  kategorisiert zu werden. 

Das korrespondierende Antigen muss identifiziert sein, und eine analoge Immunreaktion im Ver-

suchstier, entweder durch passiven Transfer der humanen Antikörper oder aktive Immunisierung ge-

gen das Antigen, muss der humanen Erkrankung ähnliche Symptome induzieren. Außerdem sollte ei-

ne immunmodulatorische Behandlung mit Reduktion der AK-Titer zu einer Besserung der Symptome 

führen. Zusätzlich sollten pharmakologische oder genetische Manipulationen des Antigens zu ähnli-

chen funktionellen, zellulären und systemischen Veränderungen führen. Prinzipiell sind zwei Wege 

unterscheidbar, wie AAK eine Erkrankung verursachen bzw. aggravieren können. Eine direkte phar-

makologische Wirkung beruht auf der Veränderung oder Einschränkung der Funktion des Antigens 

bzw. der Veränderung der Menge des Zielproteins nach Bindung der AAK (Vincent, 2010). Alternativ 

oder zusätzlich ist es auch möglich, dass die AAK eine weitere Immunreaktion anregen, beispielswei-

se durch die Aktivierung des Komplementsystems oder durch zellvermittelte Toxizität, und so letzt-

lich eine Entzündung hervorrufen, wie z.B. bei der Neuromyelitis optica (Bennett et al., 2009; Bradl et 

al., 2009). 

Unabhängig von der Erforschung der möglichen pathogenen Wirkung der AAK wurden in den 

vergangenen Jahren bei verschiedenen Erkrankungen AAK gegen weitere zentrale neuronale Antige-
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ne beschrieben, beispielsweise gegen die Glutamatrezeptor Untereinheit 3  bei der Rasmussen Enze-

phalitis (Rogers et al., 1994), gegen Aquaporin-4 bei der Neuromyelitis optica (Lennon et al., 2005), 

gegen spannungsabhängige Kalziumkanäle bei zerebellärer Ataxie (Liao et al., 2008) und gegen das 

Leucin-reiche, glioma inactivated Protein 1 (LGI1) und CASPR2 (Irani et al., 2010; Lai et al., 2010),N-

Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren (Dalmau et al., 2008), α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazol-Propionsäure (AMPA) Rezeptoren (Lai et al., 2009) und GABA-B Rezeptoren (Lancaster et al., 

2010) bei der limbischen Enzephalitis. Überblicke über die stetig wachsende Anzahl identifizierter An-

tigene bei unterschiedlichen AAK-assoziierten ZNS Erkrankungen sind in verschiedenen Übersichtsar-

tikeln veröffentlicht (Lang et al., 2003; Irani and Lang, 2008; Vincent, 2010). 

 Pathogenetische Wirkung der assoziierten AAK im ZNS 

Im Gegensatz zu den AAK-vermittelten Erkrankungen des PNS, wie z.B. die Myastenia gravis oder das 

Lambert-Eaton myasthene Syndrom (Toyka et al., 1975; Lang et al., 1981), ist der Nachweis einer 

AAK-vermittelten Pathogenese bei zentralnervösen Erkrankungen schwieriger, da eine intakte Blut-

Hirn-Schranke (BHS) die experimentelle Beweisführung erschwert. Zum einem verhindert bzw. ver-

langsamt sie die Wirkung von immunomodulatorischen Behandlungen, so dass eine Assoziation zwi-

schen der Senkung des Antikörpertiters und der Besserung der Symptome schwierig ist. Zum anderen 

erschwert die BHS den Zugang systemisch produzierter bzw. applizierter AAK zu den entsprechenden 

Antigenen im ZNS, so dass eine Induktion der Krankheiten in entsprechenden Tiermodellen wesent-

lich aufwändiger und experimentell anspruchsvoll ist. 

Trotz dieser Problematik konnten bei einer Reihe von Erkrankungen experimentelle Hinweise 

auf einen AAK-vermittelten Pathomechanismus gefunden werden. Vor allem bei Synaptopathien mit 

AAK gegen membranständige Rezeptoren und Kanäle, bzw. mit assoziierten Proteinen, konnten in 

den letzten Jahren pathophysiologisch relevante Beobachtungen gemacht werden. Es wurden erste 

Hinweise auf eine immunpharmakologische Wirkung von AAK gegen verschiedene Untereinheiten 

(UE) des NMDA-Rezeptors (DeGiorgio et al., 2001; Kowal et al., 2006; Dalmau et al., 2008) und gegen 

UE des Glutamatrezeptor vom  AMPA Typ (Lai et al., 2009) gefunden. 

Für AAK, die sich gegen ein intrazellulares Antigen richten, gibt es weit weniger gesicherte Er-

kenntnisse hinsichtlich ihrer möglichen pathogenen Wirkung. Allgemein anerkannte Ansicht war, 

dass die entsprechenden AAK zwar gute Marker für die Erkrankungen darstellen, aber aufgrund der 

intrazellulären Lage der Antigene keine kausale Rolle in der Entstehung der neurologischen Erkran-

kung spielen können. In unserer Arbeitsgruppe konnten wir allerdings erstmals für die mit SPS assozi-

ierten AAK gegen Amphiphysin (Amph) direkte Hinweise auf einen AAK-vermittelten Pathomecha-

nismus aufdecken, da durch den passiven Transfer von humanen AAK einer SPS Patientin mit hohem 

Anteil an AAK gegen Amphiphysin in Ratten typische Krankheitssymptome ausgelöst werden konnten 
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(Sommer et al., 2005). Aus diesem Experiment ergaben sich weitere wichtige Fragen: zunächst war 

die Spezifität der AK Wirkung zu untersuchen, da bei den Experimenten die komplette IgG-Fraktion 

der Patientin verwendet wurde. Des Weiteren war die genaue molekulare Wirkungsweise der AK un-

klar. Eine prinzipielle Frage ist, ob nur diese AAK, oder auch andere AK intrazelluläre Antigene errei-

chen können, bzw. welche Voraussetzungen eine Zelle oder das Antigen haben muss, die es AAK er-

lauben auch an intrazellulare Antigene zu binden. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Frage der pathophysiologischen Wirksamkeit von AAK 

an zwei konkreten Modellerkrankungen des ZNS mit assoziierten AAK zu untersuchen und ggf. zu-

grunde liegende Krankheitsmechanismen aufzudecken. Hierzu sollte zum einen ein genetisches 

Mausmodell für die Juvenile Neuronale Zeroid-Lipofuszinose (JNCL) untersucht werden. Zum anderen 

wurden pathophysiologische Mechanismen von AAK gegen Amphiphysin, die mit der paraneoplasti-

schen Variante des SPS vergesellschaftet sind, sowohl im Tierversuch als auch in-vitro untersucht. 

1.2. Juvenile Neuronale Zeroid-Lipofuszinose (Batten disease) 

 Die Neuronalen Zeroid-Lipofuszinosen 

Die Juvenile Neuronale Zeroid-Lipofuszinose (JNCL, auch Batten Disease oder Vogt-Spielmeyer-Stock-

Krankheit) ist eine erbliche autosomal-rezessive, primär neurodegenerative Erkrankung aus der 

Gruppe der Neuronalen Zeroid-Lipofuszinosen (NCL) (Haltia, 2003). Die unter den NCL zusammenge-

fassten Erkrankungen sind zusammen die weltweit häufigsten erblichen, progressiven, neurodegene-

rativen Erkrankungen im Kindesalter mit einer Inzidenz von 1:25000 bei Lebendgeborenen in Skandi-

navien und den USA und von etwa 1:100000 weltweit (Jalanko and Braulke, 2009). Aufgrund des Al-

ter beim Auftreten der ersten Symptome wurden die NCL in vier Hauptformen unterteilt: Infantile 

(INCL), Spät-infantile (LINCL), Juvenile (JNCL) und Adulte (ANCL) NCL. Diese Unterteilung wurde durch 

die Identifizierung von 8 krankheitsauslösenden Genloci (CLN1, CLN2, CLN3, CLN5, CLN6, CLN7, CLN8 

and CLN10) weiter verfeinert, wobei derzeit insgesamt über 360 Mutationen bekannt sind (Kousi et 

al., 2012). Aktuell unterscheidet man 10 Formen der NCL und eine NCL-ähnliche Erkrankung, die 

durch Mutationen im CLCN7-Gen ausgelöst wird (Tabelle 1). Klinisch sind die infantilen und juvenilen 

NCL-Formen durch zur Blindheit führende Retinopathie, mentale Retardierung, Demenz, motorische 

Störungen, Epilepsie, psychiatrische Auffälligkeiten und frühzeitigen Tod bestimmt. Bei den seltenen 

adulten Formen ist Demenz das bestimmende Symptom. Psychiatrische Auffälligkeiten, wie z.B. eine 

gesteigerte Ängstlichkeit werden häufig unterbewertet, da aufgrund der kognitiven Einschränkung 

der Patienten eine direkte Beurteilung nur eingeschränkt möglich ist (Bäckman et al., 2001; Bäckman 

et al., 2005; Adams et al., 2007). 
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Gen  NCL-Form Protein 

CLN1 Infantile, auch spät-infantile, juve-
nile und adulte Form 

PPT1, Palmitoyl-protein thioesterase 1, 
lysosomales Enzym 

CLN2 Spät-infantile, juvenile Form TPP1, Tripeptidylpeptidase 1, lysosoma-
les Enzym 

CLN3 Juvenile Form CLN3, Lysosomales Transmembranpro-
tein 

CLN4 Adulte Form Unbekannt 

CLN5 Finnische spät-infantile Variante CLN5, lösliches lysosomales Protein 

CLN6 Spät-infantile Form CLN6, Transmembranprotein des endop-
lasmatischen Retikulums (ER) 

CLN7 (MFSD8) Türkische spät-infantile Variante MFS8, lysosomales Transmembranpro-
tein  

CLN8 Spät-infantile Form (Nordische 
Epilepsie) 

CLN8, Transmembranprotein des ER 

CLN9 (nicht 
identifiziert) 

Juvenile Form Unbekannt 

CLN10 (CTSD) Kongenital, spät-infantile Form CTSD, Cathepsin D, lysosomales Protein  

CLCN7 Infantile Osteopetrose und ZNS-
degeneration 

CLC7, Lysosomaler Chloridkanal 7 

   
Tabelle 1: Die verschiedenen Formen der NCL. 
Die Zahl der unterschiedenen NCL-Varianten variiert zwischen 8 und 10. 9 unterschiedliche krankheitsaus-
lösende Gene sind identifiziert worden und 8 entsprechende Proteine. (Adaptiert von Jalanko and Braulke, 
2009) 

 

Bei allen NCL-Formen können autofluoreszierende, elektronendichte, lysosomale Einschlüsse 

nachgewiesen werden, aufgrund derer die NCL auch als lysosomale Speicherkrankungen eingeteilt 

werden. Interessanterweise scheinen aber in allen NCL-Form vor allem neuronale Zellen vulnerabel 

zu sein, obwohl die lysosomalen Ablagerungen in allen Zellen des Köpers gefunden werden können 

(Kyttala et al., 2006). Infolge dessen kommt es zu einem Verlust neuronaler Zellen und einer Gehirn-

atrophie, die je nach NCL-Form unterschiedlich stark ausgeprägt ist (Cooper, 2003; Haltia, 2003; 

Mitchison et al., 2004). 

Die genaue Funktion der Proteinprodukte der unterschiedlichen krankheitsauslösenden Gene 

ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung und noch nicht abschließend geklärt. Auch die Frage ob 

mögliche Interaktionen der unterschiedlichen NCL-Proteine in einem gemeinsamen Weg enden oder 

ob unterschiedliche molekulare Fehlfunktionen zu ähnlichen zellularen Dysfunktionen führen könn-

ten, hat noch keine abschließende Klärung gefunden (Kyttala et al., 2006; Persaud-Sawin et al., 2007; 

Jalanko and Braulke, 2009; Lyly et al., 2009; Getty and Pearce, 2011). 

 JNCL, CLN3-Gen und Neurobiologie 

Die JNCL ist die häufigste Form der NCL (7 von 10000 Lebendgeborene in Skandiavien). Beginnend 

mit zunehmendem Sehverlust im Alter von 4-8 Jahren, gefolgt von Krampfanfällen und Verlust von 
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kognitiven und motorischen Fähigkeiten ab dem 10. Lebensjahr, hat diese Erkrankung eine infauste 

Prognose und führt zum Tod der Betroffenen in der 3. oder 4. Lebensdekade (Haltia, 2006; Aberg et 

al., 2009; Kwon et al., 2011). Auslösend sind Mutationen in dem auf Chromosom 16 liegendem CLN3-

Gen (Gardiner et al., 1990; TIBDC, 1995), das evolutionär stark konserviert ist. Das Gen codiert für ein 

hydrophobes Protein (CLN3P) mit 6 Transmembrandomänen (Mao et al., 2003b), das in Neuronen 

vor allem in lysosomalen und endosomalen Strukturen lokalisiert ist, aber auch in Synaptosomen und 

in sogenannten Membran-lipid-rafts nachgewiesen wurde (Mao et al., 2003a; Kyttala et al., 2004; 

Persaud-Sawin et al., 2004; Rakheja et al., 2004; Kyttala et al., 2005; Storch et al., 2007). Im Gehirn 

scheint es vor allem in visuellen, limbischen und subkortikalen motorischen Strukturen exprimiert zu 

werden (Ding et al., 2011). Die Funktion des CLN3P ist noch nicht vollständig verstanden. Neben der 

Aufrechterhaltung des lysosmolen pH (Holopainen et al., 2001), dem lysosomalen Arginintransport 

(Ramirez-Montealegre and Pearce, 2005), dem Membrantrafficking, der Zytoskelettorganisation 

(Rakheja et al., 2004), der BMP-Synthese und der Funktion als Palmitoylprotein D-9 Desaturase 

(Narayan et al., 2006; Hobert and Dawson, 2007) sind vielfältige Interaktionen beschreiben, beispiel-

weise mit dem Notch/JNK-Signalweg (Tuxworth et al., 2009) oder Hook1 und Rab-Proteinen (Luiro et 

al., 2004). Welche dieser Funktionen biologisch signifikant sind und warum ihre Dysfunktionen die 

Erkrankung bedingen ist aber noch ungeklärt (Übersichtsartikel: (Haltia, 2003; Kyttala et al., 2006; 

Rakheja et al., 2008; Jalanko and Braulke, 2009)). 

Für die Erforschung der Proteinfunktionen aber auch der Neurobiologie der JNCL, stehen eine 

Reihe von Krankheitsmodellen zur Verfügung. Vor allem die unterschiedlichen transgenen Mausmo-

delle haben sich in den letzten Jahren als nützlich erwiesen (Ding et al., 2011), da sich die Kernsymp-

tome und pathologischen morphologischen und biochemischen Befunde der JNCL in diesen Mäusen 

reproduzieren ließen. Neben zwei Mausmodellen, in denen Exon 7 und 8 deletiert wurden, um die 

häufigste humane Mutation zu imitieren (Katz et al., 1999; Cotman et al., 2002), gibt es eine klassi-

sche Knockoutmaus, in der das Gen annähernd vollständig fehlt (Mitchison et al., 1999) und eine 

Maus, in der der codierende Bereich des CLN3-Gens weitestgehend durch die als Reportergen die-

nende β-Galaktosidase ersetzt wurde (Eliason et al., 2007). Phenotypisch zeigen alle Mausmodelle 

der JNCL vergleichbare Symptome, wenn sich auch der Zeitpunkt des ersten Auftretens und der 

Schweregrad unterscheidet. Neben dem neuronalen Zellverlust in verschiedenen Gehirnarealen, ei-

ner schwachen Gliaaktivierung (Pontikis et al., 2004) und einem unspezifischen Entzündungsgesche-

hen (Brooks et al., 2003) kommt es in den Mäusen auch zu Dysregulationen des Immunsystems mit 

Bildung von AAK, wie sie für die JNCL-Patienten beschreiben sind (Cooper et al., 2006). 
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 Autoimmune Mechanismen in der JNCL 

JNCL-Patienten zeigen eine ausgeprägte Autoimmunreaktivität mit AAK gegen neuronale Antigene. 

Identifiziert wurden GAD65 und α-Fetoprotein, wobei die Färbemuster humaner Patientenseren den 

Schluss nahe legen, dass  noch weitere AAK gegen multiple Antigene vorhanden sind (Chattopadhyay 

et al., 2002b; Chattopadhyay et al., 2002a; Ramirez-Montealegre et al., 2005a; Lim et al., 2006; Lim et 

al., 2007; Castaneda and Pearce, 2008). 

Die beiden GAD-Isoformen, GAD65 und GAD67, katalysieren den geschwindigkeitsbestimmen-

den Schritt der Synthese von γ-Aminobuttersäure (GABA), dem wichtigsten inhibitorischen Neuro-

transmitter des Säuger-ZNS. GAD65 scheint außerdem auch am vesikulären GABA-Transport beteiligt 

zu sein (Jin et al., 2003). Während GAD67 den Großteil der Synthese von GABA übernimmt (Asada et 

al., 1997), ist GAD65 nur für einen kleinen Teil der Gesamtmenge an GABA im ZNS verantwortlich, 

nämlich dem präsynaptisch produziertem GABA (Asada et al., 1996). Eine genetische Depletion von 

GAD65 hat dennoch profunde Auswirkungen auf die GABAerge Transmission (Tian et al., 1999) und 

auf das Verhalten von entsprechenden Versuchstieren (Kash et al., 1999; Stork et al., 2003; Sangha et 

al., 2009). Die Funktion von α-Fetoprotein im ZNS ist hingegen weniger genau verstanden, es scheint 

vor allem für die normale, pre-und postnatale Entwicklung des Gehirns wichtig zu sein (Mizejewski, 

2003; Bakker et al., 2006). Ob AAK gegen α-Fetoprotein eine pathogene Rolle spielen und/oder die 

Missregulation der Expression des Proteins zum Krankheitsgeschehen beiträgt bleibt aber spekulativ 

(Castaneda and Pearce, 2008). 

Bei JNCL-Patienten und in den Mausmodellen finden sich krankhafte Veränderungen, für die 

eine pathogene Wirkung von GAD65-AAK eine plausible Erklärung sein könnte. So findet man eine 

um 33% reduzierte GAD-Aktivität in Gehirnextrakten von cln3-/--Mäusen, bei allerdings unveränderter 

Expression des Enzyms (Chattopadhyay et al., 2002c). Zudem findet man in den gleichen Extrakten 

einen um 70% erhöhten Spiegel an Glutamat, dem Substrat des GAD65-Enzyms. Die Inkubation von 

Gehirnextrakten normaler Mäuse mit Serum von cln3-/- Mäusen senkt die GAD65-Aktivität um bis zu 

45% (Chattopadhyay et al., 2002c). Entsprechende Veränderungen im Gehalt von Glutamat und 

GABA konnten im Mausmodell schon ab dem ersten Lebensmonat nachgewiesen werden (Pears et 

al., 2005). Etwas widersprüchlich sind die histopathologischen Befunde aus verschiedenen Mausmo-

dellen. In einem Modell (Mitchison et al., 1999) scheinen primär bestimmte Subpopulationen GABA-

erger Interneurone neurodegenerativen Prozessen zu unterliegen, wofür die spekulative Wirkung 

von anti-GAD65-AAK eine elegante Erklärung sein könnte (Pontikis et al., 2004). In der sogenannten 

Cln3ΔEx7/8-Maus (Cotman et al., 2002) konnten hingegen keine pathologischen Veränderungen der 

GABAergen Systeme gefunden werden (Herrmann et al., 2008). Gegen die Hypothese, dass anti-

GAD65-IgG einen kausale Rolle bei JNCL Patienten spielen, spricht eine Untersuchung zu der Bindung 

der Autoantikörper an GAD65 Protein (Ramirez-Montealegre et al., 2005b). Die Daten dieser Studie 
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legen nahe, dass die anti-GAD65-AAK aus dem Serum von JNCL Patienten primär das linearisierte An-

tigen im Western Blot (WB) erkennen, es sich also um ein kryptisches Epitop handeln könnte. Daraus 

könnte man schließen, dass die AAK im lebenden Organismus ihr Antigen gar nicht binden, so dass es 

sich bei den anti-GAD65-AAK bei der JNCL um ein Epiphenomen handeln könnte. 

Auch wenn all diese Zusammenhänge bislang ungeklärt sind, sprechen die überwiegenden Be-

funde dafür, dass allgemeine Autoimmunreaktionen bei der Entstehung der JNCL eine Rolle spielen. 

In ZNS-Gewebe humaner Patienten und der cln3-/--Maus konnten IgG-Ablagerungen gezeigt werden. 

Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass im Mausmodell eine erhöhte Durchlässigkeit der Blut-

Hirnschranke für AAK vorhanden ist (Lim et al., 2007). In der gleichen Arbeit konnte zudem eine Infilt-

ration des ZNS durch Lymphozyten gezeigt werden. Zusätzlich gibt es Hinweise, dass immunsuppres-

sive Behandlungen einen positiven Effekt auf die Entwicklung der JNCL-Erkrankung haben. Im Maus-

modell hatte die Reduktion der IgG-Produktion, sowohl genetisch durch Kreuzung mit einem B-Zell 

defizenten Mausstamm (μMT Maus, (Kitamura et al., 1991)) als auch durch Behandlung mit Myco-

phenolat Mofetil , einen positiven Effekt auf die Entwicklung der JNCL-typischen Symptome in der 

Maus (Seehafer et al., 2011). Die immunsuppressive Behandlung einer kleinen Gruppe von Patienten 

mit Prednisolon scheint eine Reduktion an GAD65-AAK zu bewirken und zumindest leichte positive 

Effekte auf die motorischen und kognitiven Fähigkeiten zu haben.  (Aberg et al., 2008). 

1.3. Stiff Person-Syndrom 

 Das Stiff Person-Syndrom (SPS) 

Das SPS ist eine seltene neurologische Erkrankung, die durch eine generalisierte Tonuserhöhung der 

Skelettmuskulatur und einschießende, schmerzhafte Spasmen gekennzeichnet ist. Zusätzlich können 

auch nicht-motorische Symptome wie gesteigerte Ängstlichkeit, Panikattacken, Agoraphobie und 

Depression bei den Patienten auftreten (Henningsen et al., 1996). Das SPS ist in den meisten Fällen 

eine idiopathische Erkrankung, kann aber auch paraneoplastisch vorliegen, dann zumeist in Folge von 

kleinzelligem Lungen- oder Brustkrebs. Bis zu 46% Prozent der SPS-Patienten entwickeln einen Diabe-

tes mellitus vom Typ 1, außerdem können Hashimoto-Thyreoiditis, Morbus Basedow, perniziöse 

Anämie, Zöliakie und Vitiligo mit der SPS-Erkrankung assoziert sein (Alexopoulos and Dalakas, 2010). 

Sowohl in der idiopathischen, als auch in der paraneoplastischen Form treten AAK gegen neu-

ronale Antigene auf (Holmoy and Geis, 2011). Die meisten von der idiopathischen Form betroffenen 

Patienten bilden AAK gegen GAD65 und/oder das GABA(A)-Rezeptor-assozierte-Protein (GABARAP) 

(Solimena et al., 1988; Solimena et al., 1990; Raju et al., 2006). Antikörper gegen Amphiphysin 1 tre-

ten vorwiegend bei dem paraneoplastischen SPS auf (De Camilli et al., 1993; Butler et al., 2000), AAK 

gegen Gephyrin sind bislang lediglich in einem Fall beschrieben. Daneben kommen bei SPS-Patienten 
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zusätzlich weitere AAK  gehäuft vor, die nicht zwingend mit dem SPS in Zusammenhang stehen, bei-

spielsweise AAK gegen Kernproteine, Thyroid, Ribonucleoproteine oder Gliadin (Dalakas et al., 2000).  

Wie oben ausführlich beschrieben, ist GAD65 das geschwindigkeitsbestimmmende Enzym in 

der GABA-Synthese und vor allem für die Synthese von vesikulärem GABA in Synapsen verantwort-

lich. Amphiphysin ist ein präsynaptisches, vesikelassoziertes Protein, dass vornehmlich an der Clath-

rin-vermittelten Endozytose (CVE) beteiligt ist (Wigge and McMahon, 1998). GABARAP ist ein zytoso-

lisches Protein, dass über Interaktionen mit Gephyrin an dem Einbau und der Positionierung von 

GABAA-Rezeptoren (GABAAR) in die Postsynapse beteiligt zu sein scheint (Chen et al., 2000). 

GABARAP scheint für diese Prozesse aber nicht essentiell, da in GABARAP-knockout Mäusen die sy-

naptische Lokalisation der GABAA-Rezeptoren nicht abnorm ist (O'Sullivan et al., 2005). Gephyrin ist 

ebenfalls ein zytosolisches Protein und ist an der korrekten Positionierung von GABAA- und Glycinre-

zeptoren in der postsynaptischen Membran beteiligt (Kirsch et al., 1993; Essrich et al., 1998). All die-

sen Antigenen ist die synaptische Lokalisation gemein und ein Funktionsverlust ist plausibel mit den 

SPS-typischen Symptomen vereinbar (Abbildung 1.1). 

 

 

 
Abbildung 1.1: Lokalisation und Funktion der SPS-Antigenen. 
1. GAD65 liegt präsynaptisch in den Terminalen GABAerger Neurone vor und katalysiert die GABA-
Synthese. 2. Amphiphysin ist ein präsynaptisches Protein, das bei hoher Aktivität für die CVE essentiell 
ist. 3. Gephyrin liegt postsynaptisch assoziiert mit GABAAR und Glycinrezeptoren vor und ist an deren 
korrekter Positionierung in der Synapse verantwortlich. 4. GABARAP liegt postsynaptisch assoziiert mit 
GABAAR vor und ist an deren Clustering beteiligt, aber nicht essentiell für deren Einbau in die postsy-
naptische Membran (adaptiert von Alexopoulos und Dalakas, 2010) 

 Amphiphysin, Endozytose und Stiff Person-Syndrom 

Amphiphysin ist ein 128 kD schweres Protein, das evolutionär stark konserviert ist. Bei Säugern exis-

tieren zwei Isoformen, Amphiphysin 1 (das Antigen bei SPS Patienten) wird vor allem im Gehirn ex-
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primiert, während Amphiphysin 2, auch als Bin 1 bezeichnet, häufig alternativ gespleißt wird und ein 

ubiquitäres Expressionsmuster aufweist (Di Paolo et al., 2002). In den neuronalen Terminalen bilden 

Amphiphysin 1 und 2 Heterodimere, die in der präsynaptischen Matrix und in verschiedenen Zwi-

schenstadien der Clathrin-ummantelten Vesikel zu finden sind (Bauerfeind et al., 1997; Ramjaun et 

al., 1997; Wigge et al., 1997). 

Amphiphysin selbst hat mehrere funktionell wichtige Domänen (vom N-terminus): 1. eine α-

Helix, 2. eine N-Bin-Amphiphysin-Rvs-(BAR)-Domäne, 3. eine prolinreiche Domäne (PRD), 4. eine 

Clathrin-und AP2-Bindungsdomäne (CLAP), 5. eine C-terminal liegende Src-homologe Domäne 3 

(SH3) (Wu et al., 2009). Über diese unterschiedlichen Domänen interagiert Amphiphysin mit einer 

Reihe von Proteinen (Abbildung 1.2), wodurch es von Bedeutung für die Rekrutierung von Proteinen 

ist, die in die Endozytose involviert sind und eine zentrale Rolle bei der Koordinierung der CVE ein-

nimmt. Zusätzlich ist Amphiphysin über seine BAR-Domäne in der Lage, die Krümmung von Zell-

membranen zu messen, bzw. die Membran zu biegen und die Krümmung zu verstärken. (Peter, 2004; 

Blood and Voth, 2006; Casal et al., 2006). Neben der Rolle bei der synaptischen CVE, weisen ver-

schiedene Berichte darauf hin, dass Amphiphysin zudem beim Aufbau des Zytoskeletts involviert ist, 

indem es die Polymerisierung von Aktinnetzwerken beeinflussen kann (Mundigl et al., 1998; Yamada 

et al., 2009). 

 

 

Abbildung 1.2: Domänenstruktur von Amphiphysin. 
Amphiphysin besitzt 4 wichtige Domänen (BAR-, PRD-, CLAP-, SH3-Domäne) über die es mit einer Reihe 
von Proteinen und Phospholipidmembranen interagiert. Wichtig für die CVE scheinen vor allem die 
CLAP- und die SH3-Domäne, über die Amph mit Clathrin, dem AP-2 Aadptorkomplex bzw. Dynamin und 

Synaptojanin interagiert (Adaptiert von Wu et al 2009). 

 

Die AAK der SPS-Patienten binden vor allem im C-terminalen Bereich, in dem die SH3-Domäne 

liegt (David et al., 1994). Über die SH3-Domäne kann Amphiphysin sowohl mit Dynamin 1 (David et 

al., 1996; Grabs et al., 1997), als auch mit Synaptojanin 1 (Micheva et al., 1997; Cestra et al., 1999) in-

teragieren. Während die biologische Signifikanz der Interaktion mit Synaptojanin-1 für die CVE bis-

lang ungeklärt ist, ist die Relevanz der Interaktion mit Dynamin 1 gut belegt. 
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Dynamin-1 ist eine Guanosintriphosphatase (GTPase), die bei der CVE und anderen endozytoti-

schen Prozessen entscheidend an der Bindung und Abschnürung von sich ausbildenden Membranin-

vaginationen und an der Fissur von Vesikeln beteiligt ist (Hinshaw, 2000; Praefcke and McMahon, 

2004). Dazu bildet Dynamin in einem GTP-abhängigen Prozess Polymere im Bereich des Halses der 

Membraninvaginationen (Roux et al., 2006). Amphiphysin ist über die Rekrutierung von Dynamin an 

der Steuerung dieser Prozesse beteiligt (Takei et al., 1999). Amphiphysin kann zudem die GTPase-

Aktivität und die Polymerisation von Dynamin in Abhängigkeit des Phospholipidgehaltes der umge-

benden Membranen und deren Krümmung beeinflussen (Yoshida et al., 2004; Wu et al., 2009). Diese 

enge funktionale Verknüpfung zwischen Dynamin und Amphiphysin spiegelt sich auch in den ähnli-

chen Auswirkungen eines Funktionsverlustes eines der beiden Proteine auf die CVE und die synapti-

sche Transmission wieder. Der Verlust von Dynamin führt in Neuronen zu einer Störung der synapti-

schen Vesikelendozytose und daraus folgend zu einer Störung der synaptischen Transmission, vor al-

lem während und nach hoher neuronaler Aktivität (Ferguson et al., 2007; Raimondi et al., 2011). Ähn-

liche Folgen hat auch die genetische Depletion von Amphiphysin. Der Verlust von Amphiphysin 1 

führt zu einem fehlerhaften Zusammenfügen endozytotischer Proteinkomplexe in vitro, während 

elektronenmikroskopisch keine offensichtlichen ultrastrukturellen Veränderungen der Synapsen und 

der Vesikelmorphologie in Gehirngewebe und Zellkulturen feststellbar sind. Erst bei Stimulation wer-

den signifikante Endozytosedysfunktionen beobachtet, die zu einer Verkleinerung des Recyclingpools 

führen. Amphiphysin-knockout Mäuse haben infolge dieser Dysfunktion eine kürzere Lebenserwar-

tung, entwickeln spontane Krampfanfälle und zeigen verminderte kognitive Fähigkeiten in verschie-

denen Verhaltenstests (Di Paolo et al., 2002). Auch die Unterbindung der Interaktion zwischen Am-

phiphysin und Dynamin durch Injektion eines rekombinanten, die SH3-Domäne enthaltenden Pro-

teins führt zu einer Unterbrechung der CVE im Stadium der ausgebildeten Membraninvagination bei 

Stimulation des Neurons (Shupliakov et al., 1997). Ausgehend von der Bindungsstelle der AAK bei SPS 

Patienten im Bereich der funktionell wichtigen SH3 Domäne könnte die Interaktion zwischen Amphi-

physin und Dynamin gestört sein. Daraus könnte eine Störung der synaptischen Funktion resultieren. 

Prüfung dieser Hypothese ist Teil der experimentellen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit. 

  



 Einleitung und theoretische Grundlagen 

11 

A  B 

 

Abbildung 1.3: Inhibition der Amphiphysin-Dynamin-Interaktion stört die CVE. 
Die Inhibition der Interaktion von Amphiphysin und Dynamin mit einem Peptid, das die SH3-
Domäne enthält, führt unter Ruhebedingungen zu keinen höhergradigen morpholgischen Auffäl-
ligkeiten in der Synapse des Neunaugenriesenaxons. Eine Vielzahl von Vesikeln (*) ist rund um die 
aktive Zone zu sehen (A). Nach hochfrequenter Stimulation sind nur noch wenige Vesikel zu se-
hen, aber viele Clathrin-ummantelte Membraninvaginationen, die noch nicht den Kontakt zur 
Zellmembran verloren haben (Pfeilspitzen). Dies legt nahe, dass die Vesikelendozytose vor dem 
Schritt der Dynamin-vermittelten Ablösung zum Stehen gekommen ist (Adaptiert von Shupliakov, 
1997). 

 

* * 

* * 
* 



 Material und Methoden 

12 

2. Material und Methoden 

2.1. Tiere, Versuchsgruppen, Behandlung 

 Tiere und experimentelle Gruppen 

Tierhaltung, Versuchsdurchführung, Bezugsquellen. Alle Tierexperimente wurden durch die Regie-

rung von Unterfranken geprüft und genehmigt (Reg.Ufr. 55.5-2531.01-12/10, 78/05 und  97/09). Die 

Versuche wurden mit dem Ziel geplant, die Zahl der verwendeten Tiere und deren Stress so gering 

wie möglich zu halten. Alle Studien wurden im Einklang mit den ARRIVE Leitlinien zur Beschreibung 

von Tierversuchen und den Kriterien für gute Laborpraxis durchgeführt (Kilkenny et al., 2010). 

Die Tiere wurden in Standardkäfigen mit freiem Zugang zu Wasser und Futter in einem 12h-

Hell-/Dunkelzyklus gehalten. Die an der Durchführung von Verhaltenstests und elektrophysiologi-

schen Studien beteiligten Mitarbeiter waren bezüglich der Genotypen und Behandlung der zu unter-

suchenden Tiere vollständig verblindet. Die Verteilung auf die unterschiedlichen Untersuchungs-

gruppen erfolgte durch ein nicht in die Studie involviertes Labormitglied. Die cln3-/--Zuchtpaare mit 

einem 129/SvJ Hintergrund (Mitchison et al., 1999) wurden von D. Pearce zur Verfügung gestellt. Die 

C57/Bl6-Mäuse für die Patch-Clamp-Untersuchungen entstammen der Zucht der Tierhaltung des 

Kopfklinikums des Universitätsklinikums Würzburg. Die weiblichen Lewis-Ratten wurden von Harlan-

Winkelmann (Borchen, Deutschland) erworben. 

Genotypisierung. Die Genotypsierung der cln3-/- Mäuse und der wt-Wurfgeschwister wurde mittels 

einer Standard-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt (PCR MasterMix, Quiagen, Hilden, 

Deutschland). Folgende Primer wurden verwendet: CLN3Ex1Fo (TGTATAGCAGACAGCG GACC), 

CLN3M6R (CAC TCC GAC TAT CCA ACC GA), NIHNeo3’Fo (TCG CCT TCT TGA CGA GTT CT). Für das cln3-

/--Allel führt diese PCR zu einem ca. 600 Basenpaaren (bp) langen Produkt, für das wt-Allel zu einem 

ca. 350 bp langen Produkt, die über Gelelektrophorese und Färbung mit Etidiumbromid identifiziert 

werden konnten. Das DNA-Easy-Blood&Tissue-Kit® (Quiagen) wurde entsprechend den Herstelleran-

gaben für die Aufreinigung der DNA für die PCR verwendet. 

Tiergruppen, cln3-/--Versuche. Für die Untersuchungen an cln3-/- Mäusen wurden an insgesamt vier 

Versuchsgruppen Experimente durchgeführt. Die erste Gruppe (Untersuchungen an unbehandelten 

Tieren) bestand aus 20 Mäusen (wt: 10; cln3-/-: 10). Die serielle Verhaltenstestung wurde ab einem 

durchschnittlichen Alter von 9 Monaten durchgeführt, die elektrophysiologischen Untersuchungen 

am Rückenmark (RM) im Alter von 14 Monaten. 

Für die Untersuchungen der Auswirkungen einer erhöhten Durchlässigkeit der BHS für IgG in-

folge einer Behandlung mit Lipopolysaccharid (LPS) bei cln3-/- Mäusen wurden insgesamt 30 Tiere 
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(wt: 14; cln3-/-: 16) verwendet. Davon wurden 15 Tiere (wt: 7; cln3-/-: 8) mit LPS behandelt, die restli-

chen Tiere erhielten entsprechende Volumina 0,9% NaCl. 

Die Tiere der dritten und vierten Gruppe wurden mit Bortezomib behandelt. Die Tiere der drit-

ten Gruppe (22 cln3-/- Mäuse) wurden, beginnend bei einem Durchschnittsalter von 7 Monaten, für 

maximal 6 Monate behandelt. Bei diesen Tieren wurde Verhaltenstestung durchgeführt und bei Ver-

suchsende Gewebe für immunhistochemische Untersuchungen entnommen. Die cln3-/- Mäuse der 

vierten Gruppe wurden über 2 Wochen hinweg mit Bortezomib (n=8) bzw. (n=7) behandelt. Blut und 

Gewebe wurde für die Durchflusszytometrie verwendet. 

Tiergruppen, Immunisierung gegen Amphiphysin. Insgesamt wurde die aktive Immunisierung gegen 

Amphiphysin sowohl an Ratten (2 Versuchsgruppen) als auch an Mäusen (3 Versuchsgruppen) durch-

geführt. In einem Vorversuch wurde das Prinzip der Immunisierung an beiden Spezies mit jeweils 7 

Tieren (komplettes Freundsches Adjuvans (KFA) + AmphP: 4 Tiere; KFA + NaCl: 3 Tiere) überprüft. Des 

Weiteren wurde die Auswirkung der erfolgreichen Immunisierung nach Öffnung der BHS mittels ei-

ner milden experimentalen adoptiven Autoimmunenzephalomyelitis (AT-EAE) bei Ratten in einem 

Versuchsansatz (KFA + AmphP + EAE: 10; KFA + NaCl + EAE: 10; KFA + AmphP: 6) überprüft. In Mäu-

sen wurde der Versuch in 2 Gruppen durchgeführt, wobei hier die BHS-Öffung mit LPS erfolgte (1. 

und 2. Gruppe je: KFA + AmphP + LPS: 10; KFA + LPS: 10; NaCl + AmphP: 6). 

Tiergruppen, intrathekaler passiver Transfer von Amph-AAK. Die Ratten wurden nach der operativer  

Anlage des Katheters randomisiert in Versuchsgruppen unterteilt und erhielten die entsprechende 

Behandlung. Die 1. Gruppe erhielt die aufgereinigte IgG-Fraktion eines SPS Patienten mit hohem An-

teil an Amph-AAK (n=10), die 2. Gruppe eine IgG-Fraktion eines Kontrollpatienten ohne Amph-AAK 

(n=6). In einem separaten Experiment wurde die 3. Gruppe 3 mit affinitätsgereinigten Amph-AAK be-

handelt (n=6) und die 4. Gruppe mit der IgG-Fraktion des SPS Patienten nach spezifischer Depletion 

der Amph-AAK. 

 Narkose und Behandlung 

Narkose. Die Injektionen mit KFA und inkomplettem Freundschen Adjuvans (FA), die Blutentnahmen 

aus dem retrobulbären Venenkomplex und die elektrophysiologischen Messungen wurden bei Mäu-

sen und Ratten in tiefer Narkose unter Verwendung von Ketamin/Xylazin durchgeführt (intraperi-

toneal (i.p.); Mäuse: 125 und 8 mg/kg Körpergewicht (KG); Ratten: 80-100 und 5 mg/kg KG; Bayer, 

Leverkusen und Medistar, Ascheberg, Deutschland). Die Narkose der Ratten für die Katheteroperati-

on erfolgt mittels Inhalationsnarkose mit Isofluran (Abott GmbH, Wiesbaden, Deutschland). 

Immunisierung von Mäusen und Ratten. Mäuse und Ratten wurden mit dem vollständigen, rekom-

binanten humanen Amphiphysin-Protein immunisiert. Dazu wurde den Tieren an Tag 1 und Tag 28 

humanes Amphiphysin (Mäuse: 200µg; Ratten: 100µg) subkutan injiziert. Als Adjuvans wurde an Tag 
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1 KFA, an Tag 28 FA verwendet. Die Injektion von KFA kann in seltenen Fällen zu Entzündungen, Abs-

zessen, Granulomen und Fieber führen. Bei Eintreten dieser Symptome wären betroffene Tier sofort 

euthanasiert worden. Die Tiere wurden täglich kontrolliert (Gewicht, Fressverhalten, Fellfarbe 

und -beschaffenheit), ein Verlaufsprotokoll wurde für jedes Tier geführt. Bei Gewichtsabnahme > 

20%, unkontrollierbarem Schmerzverhalten oder selbst- oder fremdaggressivem Verhalten wäre 

ebenso der Versuchsabbruch erfolgt. Allerdings sind bei keinem der Tiere diese Symptome in einem 

Maß aufgetreten, das eine vorzeitige Euthanasie zwingend notwendig gemacht hätte. 

LPS-Behandlung. Um systemisch synthetisiertem IgG den Zugang zum ZNS zu ermöglichen, wurde die 

BHS mit LPS, einem Bakterienwandbestandteil grampositiver Bakterien, experimentell permeabili-

siert. Die Behandlung der cln3/-Mäuse mit 3mg/kg KG LPS (E. coli 055:B5; Sigma-Aldrich, St.Louis, 

Missouri, USA) erfolgte jeweils 2 mal im Abstand von 48 h zu Beginn der Testungsphase und 2 Mona-

te später. Die Kontrolltiere erhielten 0,9% NaCl-Lösung (Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-

land) in vergleichbaren Volumina. 

Für die systematische Untersuchung des Effektes von LPS auf die Durchlässigkeit der BHS für 

IgG wurden die Tiere 2 mal im Abstand von 48 h mit LPS behandelt und den Versuchstieren einen, 

drei bzw. fünf Tage nach der letzten LPS Behandlung gepooltes, polyvalentes humanes IgG (Sando-

globulin®, Novartis, Nürnberg, Germany, 10mg/0,1ml) intravenös (i.v.) injiziert. 3 weitere Tiere er-

hielten entsprechende Volumina 0,9% NaCl. 6 h nach i.v.-Injektion wurden die Tiere transkardial per-

fundiert und Leber und Gehirn für die immunhistochemische Detektion von humanem IgG entnom-

men. 

Die BHS-Öffnung bei immunisierten Mäusen wurde 12 Tage nach der letzten Immunisierung 

nach dem gleichen Protokoll durchgeführt. 

BHS-Öffnung Ratten. Die Öffnung der der BHS bei Ratten erfolgte über eine AT-EAE, mit möglichst 

geringer Ausprägung der EAE-typischen Symptome (Boettger et al., 2009). T-Zellblasten wurden von 

Herrn PD Dr. Weishaupt zur Verfügung gestellt, die nach beschriebenen Protokollen aufbereitet wur-

den (Weishaupt et al., 2000; Weishaupt et al., 2004). 2x 106 frisch aktivierte Myelin-basic Protein-

spezifische CD4+ T-Zellblasten wurden den einzelnen Tieren in die Schwanzvene injiziert. Nach der 

Induktion der AT-EAE  wurden die Tiere täglich auf ihren Gesundheitszustand und die Symptomatik 

hin überprüft. 

Intrathekale Katheter und AAK-Injektionen. Die Katheteroperationen wurden von Dr. Christian Geis 

durchgeführt. Intrathekale (i.th.) Katheter (0,28- mm Innendurchmesser; 0,61-mm Außendurchmes-

ser; i.th.-länge: 7,0 cm) wurden wie zuvor beschrieben (Yaksh and Rudy, 1976) durch die atlanto-

okzipitale Membran in den Spinalkanal eingeführt. Tiere die nach der Operation Anzeichen einer Pa-

ralyse zeigten wurden euthanisiert. Die erste Injektion der AAK erfolgte nach Erholung der Tiere frü-

hestens sieben Tage nach der Operation. Es wurden jeweils 10 µl der IgG-Fraktion und danach 10µl 
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0,9% NaCl zum Durchspülen der Katheter injiziert. Die nativen IgG-Fraktionen enthielten 100 mg/ml 

IgG, die anti-Amphiphysin-spezifische Fraktion 10 mg/ml IgG, die der Amph-AAK depletierte Fraktion 

100 mg/ml IgG. Die Injektionen wurden an den ersten 5 Tagen täglich durchgeführt. In Folge wurden 

die Injektionen 6-10 jeden zweiten Tag und die Injektionen 11 und 12 nach jeweils 3 Tagen durchge-

führt. 

Behandlung mit Bortezomib. Die Mäuse wurden zweimal wöchentlich i.p. mit 0,75 mg/kg KG Borte-

zomib (5µl/g KG einer 0,15mg/ml Lösung in 0,9% NaCl, Selleck Chemicals LLC, Houston, USA) behan-

delt. Die entsprechenden Kontrolltiere mit vergleichbarem Alter und gleicher Geschlechtsverteilung 

erhielten vergleichbare Volumina 0,9% NaCl. Vor der Behandlung wurden bei allen Tieren eine Ver-

haltenstestung durchgeführt (RotaRod, Analyse der Fußabdrücke). Während der Behandlungsphase 

wurden die Tiere monatlich getestet und die Werte mit den Basiswerten verglichen (gepaarte Analy-

se). 

 Gewebe-und Blutentnahme 

Blutentnahme. Die wiederholte Blutentnahme im Versuchsverlauf erfolgte aus dem retrobulbären 

Venenkomplex mit Hilfe einer handelsüblichen Glaspasteurpipette (A. Hartenstein Gesellschaft für 

Labor- und Medizintechnik mbH, Würzburg, Deutschland). Die Blutentnahme bei Versuchende er-

folgte in tiefer Narkose aus der linken Arteria axillaris. Blut für die Duchflusszytometrie (FCM, engl. 

flow cytometrie) wurde aus dem freipräparierten Herzen entnommen. Entnommenes Blut wurde bei 

Raumtemperatur ca. 30 min bis zur Koagulation aufbewahrt und anschließend bei 10.000 rpm und 4 

°C für 10 min zentrifugiert. Die klare Serumsphase wurde dann abgenommen und bei -80°C für wei-

tere Untersuchungen eingefroren. 

Gewebeentnahme. Bei Versuchsende wurden die Tiere entweder durch zervikale Dislokation oder 

durch Entbluten in tiefer Narkose getötet. Anschließend wurde das Gewebe entnommen und mit 

Tissue Tek® Mounting Media (Sakura Finetek Europe Alphen aan den Rijn, Niederlande) in durch flüs-

sigen Stickstoff gekühltem Methylbutan (Sigma-Aldrich) schockgefroren. Das Gewebe wurde an-

schließend bei -80°C aufbewahrt. 

Transkardiale Perfusion. Für die transkardiale Perfusion wurden die Tiere mit einer Überdosis Keta-

min-Xylazin in Narkose gelegt und der Brustkorb durch das Zwerchfell eröffnet, um das Herz freizule-

gen. Die Perfusion erfolgte eine langsam drehende Schlauchpumpe (Ismatec, Wertheim-Mondfeld, 

Deutschland) durch die linke Herzkammer. Zunächst wurde das Versuchstier mit 0,1M phosphat-

gepufferter Kochsalzlösung (PBS) für 5 min. perfundiert. Falls neben dem Entfernen des Blutes aus 

den Gefäßen auch eine Fixierung des Gewebes gewünscht war, wurde danach 10-15 min. mit 4% Pa-

raformaldehyd (PFA) perfundiert. Der Erfolg der Perfusion wurde anhand der Entfärbung der Leber 

und an der Steifigkeit des Gewebes überprüft. 
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2.2. Verhaltenstests 

 Motorische Testung 

Rotarod. Die motorischen Fähigkeiten von Ratten und Mäusen wurden mit einem “accelerating 

RotaRod“-System (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) getestet. Gemessen wurde die Zeit, die 

ein Versuchstier auf der sich mit steigender Geschwindigkeit drehenden Trommel (Durchmesser für 

Ratten: 60 mm; für Mäuse: 30 mm) laufen konnte. Reines „Festhalten“ an der Trommel oder dem 

Gehäuse wurde als auch als Endzeitpunkt gewertet. Die Geschwindigkeit der Trommel steigerte sich 

während der Versuche mit Mäusen von 5 auf 50 Umdrehungen pro Minute (U/min), bei Versuchen 

mit Ratten von 5 bis 32 U/min. In allen Versuchen wurden die Tiere zu Beginn an 5 aufeinander fol-

genden Tagen in jeweils 5 Durchläufen getestet und trainiert, um stabile Ausgangswerte zu erhalten. 

In der Folge wurden die Tiere wöchentlich bis monatlich an einem Versuchstag 5 mal getestet. Der 

Median der 3 besten von den 5 Versuchen an einem Testtag wurde für die statistischen Berechnun-

gen verwendet. 

Analyse der Pfotenabdrücke. Die Analyse der Pfotenabdrücke wurde entsprechend vorheriger Be-

schreibungen durchgeführt (Kunkel-Bagden et al., 1993). Für den Versuch wurden die Hinterfüße der 

Mäuse bzw. der Ratten mit Tinte geschwärzt. Anschließend wurden die Tiere in einen Tunnel gesetzt, 

in dem sie vom Experimentator weg in eine festgelegte Richtung liefen. Die so gewonnen Fußabdrü-

cke wurden dann auf folgende Parameter analysiert: Schrittlänge, Gangbreite und Winkel zwischen 

den Hinterfüßen. Für jeden Versuch, wurden alle 3 Parameter jeweils dreimal ausgemessen und der 

Median dieser Werte wurde für die weitere Auswertung genutzt. 

Klettertest. Für den Klettertest wurden die Mäuse trainiert an einer vertikal gespannten, 1 m langen 

handelsüblichen Paketschnur hochzuklettern. Am oberen Ende befand sich eine fest installierte Platt-

form, auf der sie mit Futter und Wasser belohnt wurden. Die Zeitmessung fand zwischen dem Grei-

fen der Schnur und dem Erreichen der Plattform mit allen 4 Pfoten statt. Diese Zeit wurde dann für 

alle weiteren Analysen genutzt. Die wt-Mäuse brauchten im Allgemeinen 6 bis 12 Sekunden für das 

Erreichen der Plattform. Ein Versuch wurde abgebrochen, wenn eine Maus nach 60 Sekunden die 

Plattform noch nicht erreicht hatte. Ein Experiment bestand immer aus 5 Versuchen, wobei der Me-

dian der 3 besten Versuche für die weitere Analyse genutzt wurde. 

Zur Bewertung der Koordination der Bewegung während dem Klettern wurde eine nicht-

lineare Bewertungsskala eingesetzt. Diese Skala reichte von 1 bis 4 und die Wertung erfolgte ent-

sprechend folgender Kriterien: 1: Die Maus nutzte alle 4 Läufe alternierend für das Klettern 2: Die 

Maus nutzte die Hinterläufe nicht über die gesamte Strecken in alternierender Weise 3: Die Maus 

nutzte die Hinterläufe, aber nie in alternierender Form 4. Die Maus war nicht in der Lage die Hinter-
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läufe zum Klettern zu nutzen. Der Median aller Versuche für ein Tier an einem Versuchstag wurde für 

die weitere Analyse verwendet. 

EAE-Score. Die Auswirkungen der AT-EAE auf die Ratte  wurde nach folgendem semiquantitativen 

Score bewertet. 0: Normal; 1: schleifender Schanz; 2: leichte Parese der Hinterläufe, ungleichmäßiger 

Gang; 3: moderate Paraparese, willentliche Bewegungen noch möglich; 4: Querschnittslähmung oder 

Tetraparese; 5: moribund. 

 Testung auf angstähnliches Verhalten und konditioniertes Lernen 

Petrischalentest. Der Petrischalentest wurde zum Screening auf angstähnliches Verhalten bei Mäu-

sen genutzt. Diese einfache Variante eines Barrieretests dient der Evaluation von explorativem Ver-

halten, das durch gesteigerte Ängstlichkeit reduziert sein kann. Im Versuch wurden die Tiere einzeln 

in eine Glaspetrischale (Durchmesser: 15 cm; Wandhöhe: 1,5 cm) gesetzt, die sich wiederum auf ei-

nem Versuchsfeld mit eine Fläche von 2 qm befand. Die Zeit bis die Tiere mit allen vier Pfoten die 

Schale verließen, wurde mit einer Stoppuhr gemessen. Verließ ein Tier die Petrischale innerhalb von 

60 s nicht, wurde der Versuch abgebrochen und die Zeit von 60 s wurden für die weitere Analyse 

verwendet. Eine Testung bestand für jedes Tier aus 3 Versuchen, wobei zwischen jedem Versuch 

mindestens 10 min. lagen. Der Median aller 3 Versuche wurde für die weitere Auswertung verwen-

det. 

Open field-Test (OF). Der OF- und der Elevated Plus Maze-Test (EPM) für die cln3-/--Mäuse und die 

Ratten wurden von Antonia Post, Sandy Popp und Thomas Wultsch (alle: Klinik und Poliklinik für Psy-

chiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie, Universitätsklinikum Würzburg) durchgeführt. Die ent-

sprechenden Versuche mit Tieren, die gegen Amphiphysin immunisierten waren, wurden im Groß-

tierhaus des Universitätsklinikum Würzburg durchgeführt. Folgende Parameter wurden automatisch 

mit den jeweiligen Trackingprogrammen gemessen: gesamte zurückgelegte Strecke, Aufenthaltszei-

ten in den unterschiedlichen Zonen der Testfelder, Zahl der Eintritte in die jeweiligen Zonen. Zusätz-

lich wurden durch folgende Parameter bestimmt: „Rearing“-verhalten, „Grooming“-verhalten und 

Grad des Interesses an neuer Umgebung. Diese Parameter können Informationen über den Grad der 

Ängstlichkeit und das explorative Verhalten geben. Zwischen den einzelnen Versuchen wurden die 

Geräte mit 70% Ethanol gereinigt, um gleiche Bedingungen für alle getesteten Tiere zu garantieren. 

Zur Durchführung des OF-Test bei den cln3-/--Mäusen wurde eine oben offene, quadratische 

Box (Fläche: 50x50 cm; Wand: 40 cm) aus Perspex XT verwendet. Das Material ist schwarz, blickdicht 

und semipermeabel für Infrarotlicht (IR; TSE Systems Inc.). Die Testfläche wurde von unten mit Infra-

rotlicht (200 Lux im Zentrum, 150 Lux in der Peripherie) beleuchtet und die Aktivität wurde mit einer 

IR-sensitiven CCD-Kamera (GKB Security Corporation, Taichung, Taiwan) beobachtet und mit der Vi-

deotrackingsoftware VideoMot2 (TSE Systems Inc.) digitalisiert und analysiert. Für die Analyse wurde 
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die OF-Fläche in ein Zentrum (25x25 cm) und die umgebende Peripherie unterteilt. Im Versuch wur-

den die Mäuse in der Peripherie platziert und die Aktivität während der freien Exploration des OF 

wurde über 5 min. hinweg beobachtet. 

Der OF-Test für die immunisierten Mäuse wurde in einer speziellen begehbaren Box durchge-

führt, um das Versuchsfeld möglichst frei von Störungen zu halten. Das OF (Fläche: 50x50 cm; Wand: 

40 cm) bestand aus grauem, blickdichtem PVC-Plastik, wurde von oben mit weißem Licht beleuchtet 

(120 Lux) und die OF-Fläche wurde in ein Zentrum (25x25 cm) und eine umgebende Peripherie unter-

teilt. Die Aktivität wurde mit einer CCD-Kamera (GKB Security Corporation) gefilmt und mit CyberLink 

Powerdirector (CyberLink Corp, New Taipei City, Taiwan) digitalisert. Die Analyse der Aktivität erfolg-

te retrospektiv mit ANY-maze (Stoelting Co., Wood Dale, USA). 

Das OF für Ratten bestand aus einer quadratischen, oben offenen Box (Fläche: 82x82x; Wand: 

25cm) aus grauem, blickdichtem PVC-Plastik. Der Maze wurde mit weißem Licht beleuchtet (100 

Lux). Die Aktivität der Ratten wurde mit einer CCD-Kamera (GKB Security Corporation) und Video-

Mot2 (TSE Systems Inc.), über 5 min hinweg analysiert (Wultsch et al., 2007). 

Elevated Plus maze (EPM). Zur Durchführung des EPM bei den cln3-/--Mäusen wurde ein plusförmi-

ges Testfeld aus grauem  Perspex (TSE Systems Inc.) verwendet. Die gegenüberliegenden Arme (30x5 

cm) waren um eine zentrale Plattform (5x5 cm) angeordnet. Zwei der Arme waren von 15 cm blick-

dichten Wänden umgeben, während die beiden anderen von einer flachen Lippe (0,25 cm) begrenzt 

wurden. Das Testfeld befand sich 50 cm über dem Boden. Die offenen Arme wurden mit 200 Lux, die 

zentrale Plattform mit 120 Lux und der geschlossene Arm mit 40 Lux beleuchtet. Die Mäuse wurden 

mit Blick auf einen offenen Arm auf die mittlere Plattform, gesetzt und konnten während der 5-

minütigen Testphase das Testfeld frei erkunden. Die Analyse erfolgte mit VideoMot2. 

Das EPM für die Testung der immunisierten Mäuse hatte die gleichen Maße, bestand aber aus 

grauem, blickdichtem PVC-Plastik und die die Datenanalyse erfolgte mittels ANY-maze-Software. 

Das Testfeld für Ratten bestand aus grauem, blickdichtem PVC-Plastik mit zwei sich gegenüber-

liegenden geschlossenen Armen (60 x 10 cm; Illumination: 50 Lux) und 30 cm hohen, blickdichten 

Wänden, 2 sich gegenüberliegenden offenen Armen (50 x 10 cm; 100 Lux) und einer zentralen Platt-

form (10 x 10 cm; 70 Lux). Der Testfläche befand sich 72 cm über dem Boden. Die Versuche wurden 

auf die gleiche Weise durchgeführt wie die EPM-Untersuchungen an den Mäusen. Die Auswertung 

erfolgte mit Vidoemot2 (TSE System Inc.). 

Angstkonditionierung (Fear Conditioning, FC). Die FC-Versuche wurden mit einem automatisierten 

Fear conditioning system (TSE Systems Inc.) durchgeführt. Die Versuchskammer wurde während des 

gesamten Experiments mit einer Lichtintensität von 100 Lux beleuchtet. Während der Konditionie-

rungsphase (Tag 0) wurden die Tiere in die Versuchskammer gesetzt. Vor Beginn der Konditionierung 

wurde ihnen die Möglichkeit gegeben die neue Umgebung 2 min. lang zu erkunden. Dann wurden die 
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Mäuse mit einem 80 dB lauten 10 kHz sinusoidalem Ton für 20 s beschallt, der als konditionierter 

Reiz (CS) definiert wurde. Während den letzten 2 s des CS wurde ein schmerzhafter, elektrischer Reiz 

(0,75 mA) gegeben, der als unkonditionierter Reiz (US) diente. Nach 80 s Pause wurde diese Prozedur 

wiederholt. Nach der zweiten Paarung von akustischem und schmerzhaftem Reis wurden die Tiere 

für weitere 60 s in Kammer belassen. Nach jedem Versuch wurde die Kammer gründlich mit 70% 

Ethanol gereinigt. 

Die Testung des reizbedingten Lernens erfolgte an Tag 1 und Tag 7 in der gleichen Kammer, 

wobei sie wie folgt modifiziert wurde um eine „neue“ Umgebung zu generieren: der aus einem Me-

tallgitter bestehende Boden wurde mit eine PVC-Platten und Holzchips abgedeckt, die Arena wurde 

mit Papier abgedeckt und mit 3% Essigsäure gereinigt um einen neuen olfaktorischen Reiz zu gewähr-

leisten. Die Mäuse wurden einzeln in der Kammer platziert und erhielten 2 min Zeit sich mit der neu-

en Umgebung vertraut zu machen. Dann wurde der gleiche akustische Reiz wie an Tag 0 für 3 min 

präsentiert und die Reaktionen der Mäuse wurden aufgezeichnet. Nach Ende der Tonpräsentation 

wurden die Tier noch 30 s in der Versuchskammer belassen, bevor sie wieder in ihre ursprünglichen 

Käfige gesetzt wurden. 

Die Testung der kontextuellen Angst wurde an Tag 2 und 8 durchgeführt, indem die Tier in 

exakt die gleiche Versuchskammer wie an Tag 0 platziert wurden. Das Verhalten wurde über 5 min 

hinweg aufgenommen, ohne dass ihnen ein weiterer Reiz präsentiert wurde. Die Apparatur wurde 

nach jedem Versuch mit 70% Ethanol gereinigt. 

Die Experimente wurden durchgängig von einem für Genotyp und Behandlung verblindeten Experi-

mentator beobachtet und für eine unabhängige, zweite Evaluierung aufgezeichnet. Bei jeder Unter-

suchung wurde die Gesamtzeit des Beobachten „Freezing“-Verhaltens und die Latenz bis zum ersten 

„Freezing“ manuell nach einem standardisiertem Protokoll analysiert. Zusätzlich wurde das „Rea-

ring“- und das „Grooming“-Verhalten bewertet. 

2.3. Elektrophysiologische Messungen 

 In-Vivo Elektrophysiologie 

Messung des Hofmann (H)-Reflexes. Für die Messungen des H-Reflexes bei Mäusen wurden die Tiere 

mit Ketamin-Xylazin (Dosierung s.o.) narkotisiert. Zur Stimulation des N. tibialis wurden 2 Stahlnadel-

elektroden direkt oberhalb des Fußgelenks verwendet. Die Ableitung der othodromen, motorischen 

Antworten und der H-Antworten nach Erregung der Ia afferenten Fasern und monosynaptischer Um-

schaltung im RM erfolgte ebenfalls mit Stahlnadelektroden von der kleinen Fußmuskulatur. Zunächst 

wurde die Reizschwelle für einen 0,05 ms langen Stimulationspuls bestimmt und im Anschluss wurde 

die Reizstärke schrittweise (0,1 mA Schritte) erhöht, bis reproduzierbare H-Antworten generiert wur-
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den. Stimulation und Ableitung wurden mit einem Toennies Electromyograph und der NeuroScreen-

plus Software (Erich Jaeger GmbH, Höchberg, Deutschland) durchgeführt. Waren keine reproduzier-

baren M- oder H-Antworten generierbar, bzw. nahm die Amplitude der M-Antwort über den Versuch 

hinweg ab oder waren klare Anzeichen einer Einblutung im Bereich der Fußmuskulatur sichtbar, 

wurden die Ableitungen verworfen. 

Messung der Hinterwurzelpotentiale (Dorsal root potentials, DRP). Für die Messung der DRP wur-

den die Tiere mit Ketamin-Xyalzin narkotisiert. Die Narkose wurde über kleine, intramuskuläre Dosen 

Ketamin-Xyalzin aufrechterhalten. Zur Freilegung des RM wurde unter Sicht mit einem Stereomikro-

skop (Stemi 2000, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena) eine Laminektomie von den unteren lumba-

len bis zu den thorakalen Wirbelsegmenten durchgeführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass weder 

die Dura verletzt, noch das RM durch Druck geschädigt wurde. Bei der Präparation wurden die weiter 

kranial gelegenen, besonders vulnerablen Eintrittsstellen der Wurzeln in das RM bewusst ausgespart 

um eine Verletzung zu vermeiden. Anschließend wurde mit einer dünnen Kanüle die Dura vorsichtig 

eröffnet und die Wurzeln L3-5 stumpf separiert. Die Hinterwurzeln wurden nach der Separation mög-

lichst weit distal durchtrennt, um lange Wurzelenden zur Verfügung zu haben. Während der gesam-

ten Operation und der folgenden Ableitung wurde das Gewebe mit artifiziellem Liquor (aCSF; NaCl 

134, KCl, 3 KH2PO4 1,25, MgSO4 2, NaHCO3 25, CaCl2 2, D-Glucose 10; pH 7,2) feucht gehalten. Die 

gleiche Lösung diente auch der Befüllung der Saugelektroden. Für die Stimulation und die Ableitung 

wurden selbstgemachte Saugelektroden verwendet (Martinez-Gomez and Lopez-Garcia, 2005). Die 

Stimulation erfolgte über einen S88 dual output square pulse stimulator (Grass Technologies, War-

wick, USA) und die Ableitung über einen ELC-03X Universal Amplifier (NPI, Tamm, Deutschland). Die 

Digitalisierung der Daten sowie die Steuerung des Stimulators und des Verstärkers erfolgte über ein 

LIH 1600 acquisition interface und Patchmaster (beides: HEKA, Lambrecht, Deutschland). Die Aus-

wertung der Amplituden erfolgte mit Igor Pro (Wavematrics, Lake Oswego, USA) und dem Neuroma-

tic-Plugin (ThinkRandom.com). 

Extrazelluläre Einzellableitungen (SU) von Purkinjezellen (PZ). Für die Ableitung von SU der PZ wur-

den die Tiere in tiefe Narkose gelegt. Für die Ableitung und die Präparation der Kalotte wurde der 

Kopf der Maus in einem stereotaktischen Rahmen (Stoelting Co) fixiert. Die Schädeldecke und die 

Dura über der Vermis des Kleinhirns wurden unter einem Stereomikroskop (Stemi 2000, Zeiss) präpa-

riert. Die Oberfläche des Kleinhirn wurde mit aCSF feucht gehalten und die Körpertemperatur das 

Versuchstier wurde mittels einer temperaturgesteuerten Heizdecke bei 37°C gehalten, um tempera-

turbedingte Veränderungen des Feuerverhaltens der gemessenen Zellen zu vermeiden. Die Wolf-

rammikroelektroden (10-12 MΩ Impedanz; FHC Inc., Bowdoin, Canada) wurden senkrecht zur Ge-

hirnoberfläche mit Hilfe eines motorisierten Mikromanipulators (MPC-385, Sutter Instruments, No-

vato, USA) vorwärts bewegt, während die eingehenden Signale visuell und akustisch geprüft wurden 
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(ELC-03X Universal Amplifier, LIH 1600 acquisition interface, Patchmaster). Die PZ wurden anhand ih-

res Feuerverhaltens (einfache AP mit 50 Hz und intermittierende komplexe AP mit nachfolgender AP-

Pause) und ihrer Lage in Bezug auf die Oberfläche des zerebellären Kortex (ca. 250 µm tief) identifi-

ziert. Waren diese Kriterien erfüllt und konnte eine gleichzeitige Ableitung mehrerer Zellen ausge-

schlossen werden, wurde die Ableitung durchgeführt und gespeichert. Die einfachen AP aus einer 

fünfminütigen, passiven Ableitung wurden mit einer „Spike-Detection-Routine“ (Igor Pro und Neu-

romatic) detektiert. Die Analyse umfasste neben der reinen Frequenz auch die Interspikeintervalle 

(ISpI, Pause zwischen 2 AP), den Koeffizient der Varianz der ISpI (CV) als Maß für die Regularität und 

den Koeffizient der Varianz benachbarter ISpI (CV2) als Maß für die Regularität der AP in kleinen Zeit-

räumen (Shin et al., 2007; Wulff et al., 2009). 

 In-vitro Elektrophysiologie 

SU der PZ in-vitro. Die Messungen der SU der PZ in akuten, zerebellären Schnitten wurden von Herrn 

Christian Werner direkt im Anschluss an die PZ-Ableitungen in-vivo durchgeführt. Nach der Entnah-

me der Mausgehirne wurden mit einem Vibratom (VT-1200s, Leica, Wetzlar, Deutschland) 300µm di-

cke, koronare Schnitte präpariert und in einer physiologischen Lösung (125mM  NaCl, 26mM 

NaHCO3, 20mM Glukose, 2,5mM KCl, 1,25mM NaH2PO4, 2mM CaCl2, 1mM MgCl2) 30 min bei 32°C 

und anschließend bei RT aufbewahrt (Aiba et al., 1994). Anschließend wurden die Schnitte für die 

Messungen in eine Messkammer überführt, in der sie konstant mit einer extrazellulären Lösung 

(125mM NaCl, 25mM NaHCO3, 25mM Glukose, 2,5mM KCl, 1,25mM NaH2PO4, 2mM CaCl2, 1mM 

MgCl2) perfundiert (Flußrate: ca. 2ml/min) wurden. Alle Lösungen wurden durchgehend mit 95% 

O2/5% CO2 begast. PZ wurden visuell identifiziert (Axioskop2, 63-fach Wasserimmersionsobjektiv, 

Axiocam MRm Kamera, Axiovsision Bildanalyse Software; alles Zeiss; unterstützt durch DODT Gradi-

enten Optik, Luigs&Neumann; Ratingen, Deutschland). Die nieder-ohmige Patchableitung („loose 

patch-Konfiguration“) wurden mit einem EPC10 Double patch clamp Amplifier und der Patchmaster-

Software (beides HEKA) unter Verwendung von niederigohmigen (2-2,5 MOhm) Elektroden durchge-

führt. Die Elektroden wurden mit einem Micropipettenpuller (p97, Sutter Instruments) aus dickwan-

digem Borsilikatglasröhrchen mit Filament (GB200TF-10, Science Products GmbH, Hofheim, Deutsch-

land) hergestellt. Die Stimulation der Parallefaseren erfolgte über Elektroden im Abstand von ca. 

200µm zur abgeleiteten PZ. Rechteckspulse (6-10V, 100µs, bei 0,5Hz) wurden mittels eines über die 

Patchmaster-Software gesteuerten Stimulation Isolator (Isoflex, A.M.P.I; Jerusalem, Israel) generiert. 

Alle Elektroden waren mit extrazelluläre Lösung befüllt. Die Signale wurden bei 2,9 kHz gefiltert und 

mit 10kHz digitalisiert. Die Datenanalyse erfolgte wie für die in-vivo Ableitungen beschrieben. 

Patch-Clamp Ableitung. Für die Ableitung inhibitorischer postsynaptischer Potentiale (IPSC) wurden 

akute hippocampale Schnitte aus 15-21 Tage alten Mäusen hergestellt. Dazu wurden nach Dekapita-
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tion der Mäuse die Gehirne in kalter, saccharosehaltiger extrazellulärer Lösung (40mM NaCl, 25mM 

NaHCO3, 10mM Glukose, 150mM Saccharose, 4mM KCl, 1.25mM NaH2PO4, 0.5mM CaCl2, 7mM 

MgCl2; mit 95% CO2/5% O2 begast) präpariert. Von dem präparierten Gehirn wurden mit einem Vib-

ratom 300 µm dicke Schnitte angefertigt (Geiger and Jonas, 2000; Geiger et al., 2002). Die Schnitte 

wurden dann in ein selbstgebautes Aufbewahrungssystem überführt, in dem sie für 30 min. bei 34°C 

und in der Folge bis zu 4h bei Raumtemperatur (RT) aufbewahrt wurden. In diesen Aufbewahrungs-

systemen erfolgte auch die Inkubation mit den entsprechenden humanen IgG-Lösungen (1 mg/ml an-

ti-Amphiphysin- oder Kontroll-IgG) für mindestens 1 h. 

Für die Durchführung der Experimente wurden die Schnitte in eine Messkammer überführt, 

die kontinuierlich mit einer extrazellulären Lösung (125mM NaCl, 25mM NaHCO3, 25mM Glukose, 

2.5mM KCl, 1.25mM NaH2PO4, 2mM CaCl2, 2mM MgCl2, mit 95% CO2/5% O2 begast) durchspült 

wurde. Die Experimente wurden bei RT durchgeführt. Die Elektroden für Ableitung und Stimulation 

wurden mit einem Micropipettenpuller (p97, Sutter Instruments) aus dickwandigem Borsilikatglas-

röhrchen mit Filament (GB200TF-10, Science Products GmbH) gezogen. Die Positionierung der Elekt-

roden erfolgte mit Hilfe von piezogetriebenen, dreiachsigen Mikromanipulatoren (Unit Mini 3 Axes, 

Luigs & Neumann Feinmechanik + Elektrotechnik GmbH, Ratingen, Deutschland) unter visueller Kon-

trolle (Axioskop 2). Die Ableitungselektroden waren mit gefilterter intrazellulärer Lösung (140mM 

KCl, 10mM, Hepes, 10mM EGTA, 2mM Na2ATP, 2mM MgCl2) gefüllt und besaßen einen elektrischen 

Widerstand von 3-4 MΩ, während die Stimulationselektroden mit gleicher Öffnung extrazelluläre Lö-

sung enthielten. Die Ableitungen, Verstärkung und Digitalisierung der Signale erfolgten mit einem 

EPC10 Double patch clamp Amplifier und der PULSE-Software (beides HEKA). Die elektrischen Signale 

wurden unter Verwendung der verstärkereigenen Filter zwischen 2,9 kHz und 10 kHz gefiltert. Die 

Daten wurden auf einer handelsüblichen Festplatte gespeichert. 

Die Körnerzellen (KZ) des Gyrus dentatus (GD) wurden visuell identifiziert und nach Etablierung 

der „Whole-cell-Konfiguration“ (Hamill et al., 1981) auf -70mV geklemmt. Ableitungen, bei denen das 

ungeklemmte Membranpotential größer -60mV oder der Serienwiderstand laut automatischer Mes-

sung größer 20 MΩ war, wurden verworfen. Gleiches galt für Zellen bei denen die elektrische Stimu-

lation ungeklemmte AP auslöste. Das „liquid junction potential“ wurde nicht korrigiert und der Se-

rienwiderstand nicht kompensiert. Alle Messungen wurden in Gegenwart von 10 mM 6-Cyano-7-

Nitroquinoxaline-2,3-Dione (CNQX, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, USA) zur Blockade von Glutamatre-

zeptoren des AMPA-Typs durchgeführt. Für die Messung der Miniaturpotentiale wurde zusätzlich 1 

µM Tetrodotoxin (TTX, Sigma) verwendet. In einer separaten Gruppe von Messungen wurden 50 µM 

AP-5 (2-Amino-5-phosphonovaleriansäure, Sigma) bzw. 20 µM Bicuculin (Tocris Bioscience, Bristol, 

Vereinigtes Königreich) verwendet, um mögliche NMDA-Rezeptor vermittelte Komponenten auszu-
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schließen bzw. nachzuweisen, dass die postsynaptischen Ströme durch GABAA-Rezeptoren verursacht 

sind. 

Um möglichst einzel-evozierte Antworten zu induzieren, wurde eine zuvor beschriebene 

(Edwards et al., 1990) Minimalstimulation der GABAergen Afferenzen durch eine nahe der geklemm-

ten Zelle positionierte Stimulationselektrode angewendet. Die Stimulation erfolgte unter Verwen-

dung einer Isoflex stimulation isolation unit (A.M.P.I, Jerusalem, Israel) unter Kontrolle der EPC10. 

Zur Einstellung der Minimalstimulation wurde die Stimulationsstärke (2-8V), so gewählt, dass eine 

maximale Zahl an Fehlern (minimale Zahl an IPSC) aber noch messbare IPSC beobachtet wurde. Diese 

Schwelle wurde mehrmals hintereinander von beiden Seiten her bestimmt (Allen and Stevens, 1994). 

2.4. Histologie 

Schnittpräparation. Die eingefrorenen Gewebsstücke wurden von -80°C auf -20°C gebracht und mit 

Tissue Tek aufgeblockt. 10-30µm dicke Schnitte wurden mit Hilfe eines Kryostaten (CM 050S Kryos-

tat, Leica Microsystems; Wetzlar, Deutschland) angefertigt und auf Objektträger (SuperFrost®; Lan-

genbrinck, Emmedingen, Deutschland) aufgezogen und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 

Färbung. Die Gewebsschnitte wurden 10 min bei -20 °C mit Aceton (Sigma-Aldrich) permeabilisiert 

und fixiert. Nach dem Trocknen wurden die Schnitte 30 min mit 10% bovinem Serumalbumin (BSA) in 

PBS bei RT geblockt. Für die Fluoreszenzfärbungen wurden die Erstantikörper in 1% BSA/PBS über 

Nacht bei 4°C mit den angegebenen Konzentrationen inkubiert. In weiteren Versuchen wurden un-

behandelte Seren aus Ratten und Mäuse wie Erstantikörper in einer Verdünnung von 1:100 einge-

setzt. Nach dreimaligem Waschen wurden die passenden, Cy3-gekoppelten Zweitantiköper (1:300; 

Dianova, Hamburg, Deutschland) für 2 h bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden dann dreimal gewa-

schen und mit VECTASHIELD® (Vectorlabs, Burlingame, USA) eingedeckt. Für die Detektion der IgG-

Ablagerungen wurden die Schnitte über Nacht mit einem biotinyliertem Antiköper inkubiert. Die Fär-

bung wurde dann mit Vectastain ABC Kit (Vectorlabs) sichtbar gemacht. 

Mikrokopie und Bildanalyse. Die histologischen Färbungen wurden mit Hilfe eines Axioskop 2 (Zeiss), 

einer Spot4 CCD-Kamera (Visitron Systems, Puchheim, Deutschland) und der Spot Advanced Software 

(Spot Imaging Solutions, Sterling Heights, USA) mikroskopiert und digitalisiert. Für die semiautomati-

sierte Zellzählung und die Messungen der optischen Dichte als Maß für die Stärke der Färbung wurde 

ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, USA) und MBF Plugin Collection (MacMaster Universi-

ty, Biophotonics Facility, Hamilton, Kanada) verwendet. 
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2.5. Molekularbiologische Methoden 

IgG-Aufreinigung. Die aufgereinigten IgG-Präparationen, die in den Patch-clamp Messungen, der His-

tologie und den Western Blots (WB) Anwendung fanden wurden von PD Dr. Andreas Weishaupt und 

Susanne Hellmig (beide: Universitätsklinikum Würzburg, Neurologische Klinik) affinitätsgereinigt und 

für die Versuche zur Verfügung gestellt (Geis et al., 2010). 

Herstellung Amphiphysin. Humanes Amphiphysin wurde von PD Dr. Andreas Weishaupt und Susan-

ne Hellmig hergestellt. Eine Beschreibung des verwendeten Plasmids und der Aufreinigung ist publi-

ziert (Geis et al., 2010). 

SDS-Page und Western Blot. Die in den Westernblots eingesetzten Lysate wurden aus nativem 

Maus- bzw. Rattengewebe hergestellt. Dazu wurden die Gewebe mit einem Lysispuffer (500 mM 

NaCl, 10 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1mM 2-Mecapto-ethanol, 1% Triton X 100, Puffer Protease Inibitor 

Cocktail (Roche; Basel, Schweiz) und Ultraschal homogenisiert. Die Proteinkonzentration wurde mit 

dem „Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit©“ (Pierce, Rockford, USA) nach Herstellerangaben 

durchgeführt und die Absorption bei 595 nm photometrisch (BioPhotometer; Eppendorf AG, Ham-

burg, Deutschland) bestimmt (Bradford, 1976). 

Die Proteine wurden mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese der Größe 

nach aufgetrennt (Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System; Bio-Rad, Hercules, USA) und im Se-

midry-Blotverfahren (Trans-Blot SD semi-dry transfer cell; Bio-Rad) auf Nitrocellulose (Westran® 

Clear Signal, Whatman, London, Vereinigte Königreich) geblottet. Sollten auf einem Blot mehrere un-

terschiedliche Erstantikörper oder Seren verwendet werden, wurde bei den folgenden Schritten ein 

Mini-PROTEAN II Multiscreen Apparatus (Bio-Rad) verwendet, die es ermöglicht mehrere AK auf ein 

Blot durchzuführen, ohne den Blot vorher zu teilen. Die Blots wurden 30 min. bei RT mit 5% Tro-

ckenmilchpulver (Sigma-Aldrich) in PBST (3,2 mM Na2HPO4, 0,5 mM KH2PO4, 1,3 mM KCl, 135 mM 

NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4) geblockt. Die Erstantikörperinkubation erfolgte über Nacht bei 4°C, 

die Meerrettichperoxidase-gekoppelten Zweitantikörper wurden nach dreimaligem Waschen für 2 h 

bei RT inkubiert. Die Detektion erfolgte mit ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit (GE 

Healthcare; Freiburg, Deutschland) nach Herstellerangaben. 

2.6. Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie (FCM) und die Auswertung der Daten wurden zusammen mit Angela 

Dreykluft (Universitätsklinikum Würzburg, Neurologie) durchgeführt. Die verwendeten Tiere wurden 

per Genickbruch getötet oder, falls ZNS-Gewebe für die Durchflusszytometrie entnommen wurde, in 

tiefer Ketamin-Xylazin-Nakose transkardial mit eiskalter 1x phosphatgepufferte Natriumchloridlösung 

(PBS; PAA Laboratories, Pasching, Österreich) perfundiert und die entsprechenden Gewebe ent-
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nommen. Die Milzzellen wurden mit einem 40 µm Zellsieb (BD Falcon™, Heidelberg, Deutschland) 

vereinzelt. Die Knochenmarkszellen wurden aus den an beiden Enden eröffneten Oberschenkelkno-

chen mit einer Spritze und 1 x PBS (PAA Laboratories) ausgespült. Die roten Blutzellen wurden mit 

ACK-Puffer (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA; Merck, Darmstadt, Deutschland, bzw. Sig-

ma-Aldrich) hämolysiert. Das ZNS-Gewebe wurde wie zuvor beschrieben (Ortler et al., 2008) ent-

nommen und aufbereitet. Dazu wurde das entnommene ZNS-Gewebe homogenisiert und in ein Ge-

fäß mit einem Percolldichtegradienten (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) über-

führt. Die mononuklearen Zellen wurden aus der Grenzschicht des 30-50% Percollgradienten nach 

Zentrifugation (30 min. bei 2500 u/min, ohne Bremse) isoliert. Alle auf diesen Wegen gewonnen Zel-

len, wurden mit FACS-Puffer resuspendiert und gewaschen. Nachdem die membranständigen Marker 

mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen CD138 und B220 (BD Biosciences, Heidelberg, Deutsch-

land) gefärbt wurden, wurden die Zellen permeabilisert (BD Cytofix/Cytoperm™ Fixati-

on/Permeabilization Solution Kit, BD Biosciences), um die Antiköperfärbung für die intrazellulär lie-

genden leichten Ketten Kappa (IgGκ; Ak. von BD Bioscience) zu ermöglichen. Alle Färbungen erfolgten 

für 2 h bei RT. Nach mehrmaligem Waschen wurden die gefärbten Zellen mit einem FACSCalibur flow 

cytometer (BD Biosciences) gezählt und die Daten wurden mit der FlowJo Software (Tree Star Inc., 

Ashland, USA) analysiert. 

2.7. Statistische Analyse 

Die computergestützte statistische Analyse erfolgte mit IBM SPSS Statistics (IBM Deutschland GmbH, 

Ehningen, Deutschland) oder SigmaPlot 12 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland). Die ange-

gebenen statistischen Tests wurde entsprechend der Beschaffenheit der Daten und ihrer Verteilung 

(Shapiro-Wilk Test) durchführt. Sterne in den Graphen signalisieren statistische Signifikanz (* p<0,05, 

** p<0,01; *** p<0,001). Wenn nicht anders beschrieben geben die Graphen den Mittelwert sowie 

die den Standardfehler an. 
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3. Ergebnisse A: autoimmune Mechanismen bei CLN3-/- Mäusen 

Zur Untersuchung möglicher autoimmuner Erkrankungsmechanismen, insbesondere AAK-bedingter 

Krankheitsmechanismen bei Patienten mit JNCL, wurde eine vierteilige experimentelle Studie bei 

cln3-/- Mäusen durchgeführt. Der erste Teil beinhaltete eine intensive und umfassende Untersuchun-

gen des Phenotyps der cln3-/- Maus hinsichtlich motorischer, kognitiver und psychiatrischer Auffällig-

keiten. Ziel war es hierbei die Befunde aus bestehende Studien zu ergänzen und zu erweitern und ei-

ne Basis für die Korrelation der Symptomatik mit Befunden aus elektrophysiologischen Analysen zu 

schaffen. Im zweiten Teil der Studie wurde der Einfluss von AAK auf hemmende Netzwerke im RM 

der cln3-/--Mäuse untersucht. Im dritten Teil wurden mögliche Störungen der zerebellären Aktivität 

unter Normalbedingungen und bei forcierter Öffnung der Blut-Hirn-Schranke evaluiert, um mögliche 

Störungen in den für die Bewegungsausführung wichtigen zerebellaren Netzwerken zu analysieren. 

Im vierten Teil der Studie wurde die Wirkung eines reduzierten Autoantikörpertiters in Folge einer 

pharmakologischen Depletion der Antikörper-produzierenden Plasmazellen mittels Bortezomib auf 

pathologische Verhaltensmuster der cln3-/--Mäuse untersucht. 

3.1. Angstähnliches Verhalten und Lerndefizite der cln3-/- -Maus 

 Screening auf angstähnliches Verhalten mittels Petrischalentest 

Der Petrischalentest ist ein einfacher Test für das Explorationsverhalten von Mäusen, der es ermög-

licht wiederholt Tiere auf mögliches abnormes Verhalten hin zu testen. Die bis zu 14 Monate alten 

cln3-/--Mäuse zeigten ein reduziertes exploratives Verhalten, wie es  im Vergleich zu den wt-Mäusen 

anhand der verlängerten Zeit bis zum vollständigen Verlassen der Petrischale abzulesen ist 

(Abbildung 3.1). Dieses Ergebnis bestätigt Befunde aus unseren vorangegangenen Studien mit bis zu 

7 Monate alten Tieren und kann als Hinweis auf ein möglicherweise gesteigertes angstähnliches Ver-

halten interpretiert werden. 

 

  

 

Abbildung 3.1: Petrischalentest cln3
-/-

-Mäuse. 
cln3

-/-
-Mäuse brauchen signifikant länger um die Petrischale zu verlassen. (* p<0,05; Mann-

Whitney Test). 
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 Gesteigertes angstähnliches Verhalten im Open Field Test 

Der OF kann neben der Analyse von freier Bewegung auch zur Analyse von angstähnlichem Verhalten 

genutzt werden. Die cln3-/--Mäuse zeigten in diesem Test ein gesteigertes angstähnliches Verhalten, 

da sie das Zentrum seltener besuchten und dort insgesamt weniger Zeit verbrachten. Die erweiterte 

Analyse sogenannter „Microbehavior“ ergab zudem, dass bei den cln3-/- -Mäusen seltener Rearings 

beobachtet werden konnten (Abbildung 3.2.A). Als Rearings wird Putzverhalten der Maus bezeich-

net, von dem angenommen wird, dass es Entspannung und Wohlbefinden ausdrückt. Eine Reduktion 

der Anzahl beobachteter Rearings kann als ein Hinweis auf eine gesteigerte Ängstlichkeit gedeutet 

werden (Hebb et al., 2002). 

 Gesteigertes angstähnliches Verhalten im Elevated Plus Maze Test 

Der EPM bietet den Mäusen die Möglichkeit sich in geschützten, geschlossenen Armen und unge-

schützten, offenen Armen aufzuhalten. Vergleichbar zu den Befunden im OF hielten sich die cln3-/--

Mäuse vermehrt im geschlossenen Arm auf, besuchten den offenen Arm seltener und untersuchten 

diesen auch weniger intensiv, wie sich aus der verringerten zurückgelegten Distanz im offenen Arm 

ablesen lässt. Außerdem wurde eine Verringerung der explorativen Streckbewegungen beobachtet 

(Abbildung 3.2.B). 

Aus der Zusammenschau der drei durchgeführten Versuche zur Analyse von angstähnlichem 

Verhalten kann geschlossen werden, dass cln3-/--Mäuse, ähnlich wie auch Patienten mit JNCL eine 

deutlich gesteigerte Ängstlichkeit aufweisen. 
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Abbildung 3.2: Angst-ähnliches Verhalten der cln3
-/-

-Maus. 
Die cln3

-/-
-Mäuse zeigten im OF (A) und im EPM (B) ein gesteigertes angst-ähnliches Verhalten. In der 

linken Spalte sind representative Trackingspuren von Mäusen beider Gentotypen dargestellt, wie sie 
während einem Experiment aufgezeichnet wurden. Die Steigerung des angst-ähnlichen Verhaltens 
zeigte sich durch die selteneren Besuche des Zentrums im OF und der längeren im geschlossenen Arm 
des EPM verbrachten Zeit und zurückgelegten Strecke. Zusätzliche Zählungen sogenannten „Microbe-
havior“ (rearings und stretching) zeigten auch eine Reduktion des explorativen Verhaltens an. (* 
p<0,05; ** p<0,01; zweiseitiger ANOVA) 

 Reduziertes aversives Lernen der cln3-/--Maus 

Einschränkungen von kognitiven Fähigkeiten werden bei Versuchstieren vor allem über die Analyse 

von Lernen getestet, wobei für unterschiedliche Formen des Lernens eine Reihe von Tests entwickelt 

wurde. Diese Test unterscheiden sich vor allem in der Art und Komplexität der zu erlernenden Auf-

gabe, und ob das Lernen über positive oder negative Reize befördert wird. Bei der von Katz und Kol-

legen eingeführten cln3-/- Maus (Katz et al., 1999) konnte ein geringeres Lernvermögen des JNCL-

Models mittels eines Light-cued T-maze gezeigt werden (Wendt et al., 2005). Im Gegensatz zu dieser 
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Untersuchung wurde in den hier beschriebenen Versuchen aversives Lernen mittel akustischer 

Angstkonditionierung überprüft (Abbildung 3.3.A). 

Die cln3-/--Mäuse zeigten ein gemindertes Reizlernen 1 Tag nach der Konditionierung, wobei 

dieser Unterschied 7 Tage später noch graduell aber nicht mehr signifikant vermindert war. Diese 

Form des Lernens wird als mehrheitlich von der Funktion der Amygdala abhängig angesehen. Ein ent-

sprechender Unterschied im kontextuellen Lernen war nicht feststellbar. Daraus lässt sich schließen, 

dass das eher Amgydala-abhängige Reizlernen in den cln3-/--Mäusen im getesten Alter gestört ist, 

während das eher Hippocampus-abhängige kontextuelle Lernen nicht oder nur unwesentlich beein-

trächtigt ist (Abbildung 3.3.B.) 

 

A 

 

B  

   

Abbildung 3.3: vermindertes Reizlernen der cln3
-/-

-Mäuse. 
Für die Angstkonditionierung wurde den Tieren an Tag 0 ein CS und ein US gepaart präsentiert. An den 
Tagen 1 und 7 wurde das Amygdala-abhängige Reizlernen überprüft, an den Tagen 2 und 8 das Hippo-
campus-abhängige kontextuelle Lernen (A). Die cln3

-/-
-Mäuse zeigten ein signifikant schlechteres Reizler-

nen an Tag 1. Der Unterschied war an Tag 7 geringer (p=0,067). Im kontextuellen Lernen zeigten sich 
graduelle, aber keine signifikanten Unterschiede an Tag 2 (p=0,054), während an Tag 8 beide Gruppen 
kein kontext-ausgelöstes Angstverhalten zeigten (* p<0,05; Student`s T-Test). 

3.2. Motorische Defizite in cln3-/- -Mäusen 

Die motorischen Störungen der cln3-/--Maus wurden in einer Reihe von Tests untersucht, in Ergän-

zung zu schon bestehenden Studien bei den hier verwendeten und anderen genetischen Mausmodel-

len für die JNCL (Mitchison et al., 1999; Katz et al., 2008; Weimer et al., 2009). Diese Analysen sollten 

dann Rückschlüsse auf zugrunde liegende Störung der zentralen Verarbeitungswege zulassen, bzw. 

mit funktionellen Untersuchungen korrelierbar sein. 
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 Keine Veränderungen bei der Fußabdruckanalyse bei Cln3-/--Mäusen  

Die Fußabdruckanalyse dient der Quantifizierung möglicher Abweichungen des Gangbildes der Ver-

suchstiere während der freien Bewegung. Die cln3-/-Mäuse zeigten in diesem Test in allen analysier-

ten Merkmalen keine Abweichungen von den Kontrolltieren (Abbildung 3.4).  

 

 Progressive Beeinträchtigung der RotaRod-Leistungen in cln3-/- Mäusen 

Der RotaRod-Test dient der Analyse motorischer Fähigkeiten von Versuchstieren unter Belastung. Zu-

sätzlich erfordert das Laufen auf der beschleunigenden Trommel ein hohes Maß an Koordination und 

bietet so die Möglichkeit auch koordinative Störungen des motorischen Apparats zu quantifizieren. 

Der Test von 14 Monate alten cln3-/--Mäuse ergab eine leicht reduzierte Zeit auf dem RotaRod im 

Vergleich zu den entsprechenden wt-Tieren. Dies deutet auf eine langsame, progressive Verschlech-

terung der motorischen Fähigkeiten der cln3-/--Mäuse hin (Abbildung 3.5.B.). 

 Koordinative Beeinträchtigungen im Klettertest 

Der Klettertest dient ebenso der Analyse und Quantifizierung von motorischen und koordinativen 

Fähigkeiten. Im Versuch zeigte sich eine deutlich verschlechterte Leistung der 14 Monate alten cln3-/-

-Mäuse. Zusätzlich wurde über die semiquantitative Bewertung der Bewegungskoordination eine 

Einschränkung der Fähigkeit zu zielgerichteter Bewegung der Extremitäten gefunden. Diese korreliert 

mit den verlängerten Kletterzeiten, woraus gefolgert werden kann, dass die eingeschränkte Bewe-

gungskoordination zur schlechteren Performance der cln3-/--Mäuse im Klettertest beiträgt (Abbildung 

3.5.A). Diese Befunde bestätigen eigene, frühere Versuche, bei 7 Monate alten cln3-/--Mäuse, wobei 

die älteren Tiere eine deutlich schlechtere Leistung zeigten, was ebenso wie im RotaRod Test auf eine 

progressive Beeinträchtigung der motorischen bei den cln3-/--Mäusen hinweist. 

 cln3-/--Mäuse zeigen eine reduzierte Gesamtstrecke bei ungezwungener Bewegung 

Im OF können neben dem angstähnlichen Verhalten durch Analyse der Gesamtstrecke auch die mo-

torischen Fähigkeiten und der Bewegungsdrang von Versuchstieren ermittelt werden. Die Gesamt-

 

Abbildung 3.4: Normale Koordination bei freiem Laufen. 
Die Analyse des Gangbildes der cln3

-/-
- und wt-Mäuse ergab keinen Unterschied zwischen den 

Gruppen für die gemessenen Parameter (Schrittlänge, Gangbreite und Winkel zwischen den Hin-
terläufen. 
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strecke, die cln3-/--Mäuse in den durchgeführten Versuchen im Durchschnitt zurücklegten war deut-

lich geringer, als die der wt-Kontrollen. Dies weist im Einklang mit den zuvor beschriebenen Untersu-

chungen auf eine Störung der Motorik hin ( Abbildung 3.5.C) 

 

A 

 

 

   

  

 

B  C  

 

Abbildung 3.5. Motorische Defizite der cln3
-/-

-Maus. 
Die cln3

-/-
-Maus braucht im Klettertest länger, um die Plattform zu erreichen. Dies kann auf eine 

schlechtere Koordination zurückgeführt werden, wie sie an der Nutzung der Hinterläufe während 
dem Klettern zu sehen ist (Pfeile). Die Kletterwertung zeigt eine positive Korrelation mit der Kletter-
zeit (Spearman`s ρ = 0,606; p≤ 0,005) (A). Im RotaRod Test zeigten die Mäuse im Alter von 14 Mona-
ten eine schlechtere Leistung (B). Im OF legten die Mäuse eine geringere Strecke zurück (C). 
(*p<0,05; A,B, Mann-Whitney Test; C, zweiseitiger ANOVA). 

 

3.3. Normale spinale GABAerge Hemmung in der cln3-/--Maus 

Die spinalen Netzwerke sind von zentraler Bedeutung für die korrekte und koordinierte Ausführung 

von Bewegung wobei lokale Interneurone mit der modulierenden Wirkung auf  Motoneurone eine 

wichtige Funktion haben. Eine Störung dieser inhibitorischen Netzwerke könnte eine Erklärung für 

die beobachteten Koordinationsstörungen der cln3-/--Maus sein. 
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 Nachweis von Antikörperbindung, aber unveränderte Interneuronpopulation im 
Rückenmark 

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass es innerhalb des Hippocampus von cln3-/--Mäusen zu 

einem selektiven Verlust von GABAergen Interneuronen kommt, die eine Folge der Wirkung von Au-

toantikörpern sein könnte (Pontikis et al., 2004). Im RM zeigte sich in histologischen Färbungen eine 

eindeutige zelluläre Bindung von AAK-Ablagerungerungen in-vivo(Abbildung 3.6.A). Allerdings konn-

ten keine Unterschiede der Expression Parvalbumin- bzw. Somatostatin exprimierender Interneuron-

subklassen im Rückenmark festgestellt werden (Abbildung 3.6.B und C)  

 

A   C   

      

B     

   

 

 

Abbildung 3.6. Histologische Analyse des Rückenmarks von cln3
-/-

-Mäusen. 
Im ZNS von cln3

-/-
-Mäusen zeigt sich eine starke Färbung für IgG. Neben den Gefäßen (Sterne), die 

auch bei den wt-Mäusen gefärbt sind, zeigen sich eindeutige zelluläre Färbungen (Pfeile) (A). Im 
Rückenmark unterscheiden sich die Anzahl der Parvalbumin-(Parv)- und Clabindin-(Calb)-positiven 
Zellen nicht zwischen cln3

-/-
- und wt-Mäusen (B,C). 

 Normale frequenzabhängige Depression des Hofmann-Reflex 

Der Hofmann Reflex (H-Reflex) ist eine elektroneurographische Methode zur Analyse des Eigenre-

flexbogens. Die elektrische Stimulation eines gemischten peripheren Nervens bei gleichzeitiger Ablei-

tung der Muskelpotentiale in dem entsprechenden von diesem Nerv innervierten Muskel führt zu ei-

ner typischen Abfolge von Deflektionen der gemessenen Spannung (Abbildung 3.7.A). Der H-Reflex 

spiegelt hierbei Muskelkontraktionen wieder, ausgelöst von orthodromen Aktionspotentialen (APs) 

in den Muskelspindelafferenzen, die monosynaptisch die Motorneurone aktivieren. Bei wiederholter 
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Stimulation des Nervens kommt es bei höheren Stimulationsfrequenzen zu einer Depression des H-

Reflex, bis hin zu einer vollständigen Blockade. An dieser aktivitätsabhängige Unterdrückung (post-

activation depression) des H-Reflexes sind lokale GABAerge Interneurone maßgeblich beteiligt. In 

den Untersuchten cln3-/--Mäusen wurde eine den wt-Tieren entsprechende frequenzabhängige De-

pression des H-Reflexes gefunden (Abbildung 3.7.A). Dies weist auf keine höhergradige Funktionsein-

schränkung der GABAergen Interneuron im Rückenmark hin und steht im Einklang mit vorhergehen-

den eigenen Studien in 7 Monate alten cln3-/--Tieren. 

 Unveränderte GABAerge Hinterwurzelpotentiale in der cln3-/--Maus 

Um die GABAerge Transmission im RM möglichst direkt zu bestimmen wurden sogenannte Hinter-

wurzelpotentiale (DRP) gemessen. DRP spiegeln die präsynaptische afferente Depolarisation (PAD) 

der primären Afferenzen durch lokale Interneurone im Rückenmark wieder. Diese durch GABAerge, 

axo-axonale Synapsen ausgelöste Depolarisation der primären Afferenzen hat eine inhibitorische 

Wirkung und macht den Hauptteil der hemmenden Mechanismen im Rückenmark aus (Eccles et al., 

1962b; Eccles et al., 1962a; Eccles et al., 1963; Rudomin and Schmidt, 1999; Rudomin, 2009). Die DRP 

können nach Stimulation benachbarter Hinterwurzeln an den durchtrennten Hinterwurzeln abgegrif-

fen und quantitativ gemessen werden. 

Die DRP wurden in 14 Monate alten cln3-/--Mäusen und entsprechenden wt-Kontrollen gemes-

sen. Die Potentiale der cln3-/--Mäuse unterschieden sich nicht von den Potentialen der wt-Mäuse, 

was auf eine normale präsynaptische Inhibition und funktionsfähige Interneurone im RM der cln3-/-

Mäuse schließen lässt (Abbildung 3.7.B). Die in den Verhaltenstests beobachteten Defizite sind nach 

diesen Befunden mit einer GABAergen Dysfunktion auf dem spinalen Niveau somit nicht erklärbar. 
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Abbildung 3.7: Normale spinale inihibitorische Netzwerke in der cln3-/--Maus. 
Beispielspuren und Auswertung der frequenzabhängigen Depression der H-Reflex-Messungen bei cln3

-/-
- 

und wt-Mäusen (A). Die erste Auslenkung entspricht der motorischen Antwort (M-Antwort), ausgelöst 
durch die anterograde Stimulation des Nervus tibialis. Die zweite Auslenkung ist der H-Reflex nach mono-
synaptischer Transmission im RM. Gezeigt sind die erste und zehnte Spur von 10 aufeinanderfolgenden 
Stimuli bei den angegebenen Stimulationsfrequenzen. Bei 0,1 Hz verändert sich der H-Reflex nicht, wäh-
rend bei 10 Hz der H-Reflex in der zehnten Spur völlig verschwindet. Die Depression in Abhängigkeit der 
Frequenz ist in der Graphik gezeigt. Die Frequenz-abhängige Depression des H-Reflexes der cln3

-/-
-

unterscheidet sich nicht von dem der wt-Mäuse. Beispielspur und Analyse der Amplituden der DRP-
Messungen in cln3

-/-
 und wt-Mäusen (B). Die obere Beispielspur zeigt eine Aufnahme nach einmaliger Sti-

mulation, die untere eine nach dreimaliger Stimulation, die zu einer zeitlichen Summation der DRP führt. 
Die DRP-Amplituden sowohl nach Einzelstimulation als auch nach dreimaliger Stimulation unterscheiden 
sich bei cln3

-/
- und wt-Mäusen nicht. 

3.4. Analyse des Purkinje-Zell Feuerverhaltens  

Das Zerebellum ist von zentraler Bedeutung für die Genauigkeit und Koordination von Bewegungen. 

Zerebellare Fehlfunktionen können zu Bewegungsstörungen führen (z.B. zerebellare Ataxien) und 

könnten auch die motorischen Dysfunktionen der JNCL-Patienten und der oben geschilderten moto-

rischen und koordinativen Defizite der cln3-/--Mäuse erklären. 

Die Schaltkreise des zerebellaren Cortex sind streng strukturiert und dienen dem Abgleich der 

aktuellen Bewegung und Position im Raum mit der beabsichtigten Bewegung zur Korrektur möglicher 

Abweichungen. Der zerebelläre Cortex besitzt 3 Schichten (Abbildung 3.8.A.). In der innenliegenden 

Schicht befinden sich die Körnerzellen (KZ), in der darüber liegenden Purkinjezellschicht die großen 

und morphologisch auffälligen Purkinjezellen (PZ), während in der äußersten Schicht, der Molekular-

schicht, die Axone der Körnerzellen, die sogenannten Parallelfasern (PF), verlaufen und en passent 
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Kontakt zu den Dendriten einer Vielzahl von PZ aufnehmen. Außerdem befinden sich in der Moleku-

larschicht auch lokale, inhibitorische Interneurone, die Korb- und Sternzellen, die auch von den Paral-

lelfasern innerviert werden und selbst inhibitorisch auf die PZ wirken. Die GABAergen PZ sind die ein-

zigen den Cortex verlassenden Projektionsneurone des zerebellären Cortex. Der Cortex wird über 

zwei getrennte erregende Wege innerviert, dem Moosfaserweg und dem Kletterfaserweg. Die Moos-

fasern bilden exzitatorische Synapsen zu einer Vielzahl von KZ, die wiederum über die Parallelfasern 

viele PZ innervieren, während die Kletterfasern jeweils nur eine PZ über eine große Anzahl von Sy-

napsen erregen. Aktivität in den Kletterfasern löst komplexe Potentiale in PZ aus (complex spikes), 

die durch ein großes Potential zu Anfang gekennzeichnet sind, die von einer Reihe kleinerer Potentia-

le gefolgt werden. Dagegen löst Aktivität in den Kletterfasern einfache Potentiale (simple spike) aus, 

die die klassische Form eines Aktionspotentials (AP) haben (Abbildung 3.8.B). 

Extrazelluläre Einzelzellmessungen der Purkinjezellaktivität in anästhesierten cln3-/-Mäusen in-

vivo ergaben im Vergleich zu den wt-Tieren keine Abweichung. Dies galt auch für Tiere, bei denen 

durch eine LPS-induzierte Störung der BHS das ZNS für AAK leichter erreichbar war (Abbildung 3.8.C). 

Hingegen ergab die Messungen der Spontanaktivität und der evozierten Aktivität der zere-

bellären PZ in akuten Schnitten von LPS-behandelten Tieren Unterschiede zwischen den Tieren der 

verschiedenen Genotypen. So wurde eine reduzierte ISI bei den cln3-/--Mäusen festgestellt, die auf 

eine erhöhte Erregbarkeit der PZ infolge einer Disinhibition zurückgehen könnte. Die Regularität der 

Spontanaktivität war mit der der wt-Mäuse vergleichbar. Nach Parallelfaserstimulation, die neben 

der direkten Erregung  der PZ auch eine Feed-Forward Inhibition der PZ über lokale Interneuron aus-

löst, zeigte die Aktivität der PZ der cln3-/--Mäusen einen erhöhten Jitter. Dieser wurde über die Stan-

dardabweichung der Latenzen bis zum ersten AP in einem 10ms-Zeitfenster nach der Stimulation 

gemessen. Die Gesamtzahl an zusätzlich ausgelösten AP war hingegen gleich, was zeigt, dass die ge-

nerelle Erregbarkeit der PZ in den cln3-/--Mäusen nicht verändert ist. 
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Abbildung 3.8. Purkinjezellaktivität in-vivo und in-vitro. 
Kletter- und Parallelfasern (KF bzw. PF) bilden erregende glutamaterge Synapsen auf PZ, während lokale 
Interneurone (IN) GABAerge, inhibitorische Synapsen auf PZ haben (A; MS: Molekularschicht; PZS: Purkin-
jezellschicht; KZS: Körnerzellschicht; KZ: Körnerzellen). Typischerweise feuern PZ einfach AP mit eine Fre-
quenz von 50 Hz, unterbrochen von komplexen AP (Pfeil)(B). Die Frequenz und die Regularität des PZ-
Aktivität ist bei anästhesierten cln3

-/-
-Mäusen unverändert zu anästhesierten wt-Mäusen (C). In akuten 

cerebellären Schnitten ist ein erhöhte AP-Frequenz zu finden (D, linke Histogramme und E) aber keine 
Veränderung der Regularität (E). Die zeitliche Streuung der zusätzlichen, durch Stimulation der Parallelfa-
ser, evozierten AP ist in den cln3

-/-
-Mäusen größer (D, rechte Spalte: examplarische Rasterplots und Histo-

gramme einzelner Experimente. Auffällig vor die breiter Streuung der zusätzlichen AP und das Wegfallen 
der Pause nach den evozierten AP bei der cln3

-/-
-Maus. 
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3.5. Bortezomib-induzierte Plasmazelldepletion führt zu verminderter 
IgG-Deposition im ZNS und zu motorischen Verbesserungen in der 
cln3-/--Maus 

Die JNCL ist eine komplexe Erkrankung, bei der neben den wahrscheinlichen direkten neurodegene-

rativen Prozessen auch autoimmun vermittelte Prozesse parallel zum Fortschreiten der Erkrankung 

beitragen könnten. Zur Abklärung eines AAK-vermittelten Anteils an dem Progress der Erkrankung 

wurde eine pharmakologische Beeinflussung des Antikörper-Titers durch Behandlung der Versuchs-

tiere mit Bortezomib durchgeführt. Bortezomib ist ein Inhibitor des 26s Proteasoms und zur Sekun-

därtherapie Multipler Myelome zugelassenen. In Modellen für andere autoantikörpervermittelte Er-

krankungen konnte gezeigt werden, dass Bortezomib, durch die Aktivierung der „terminal unfolded 

protein response“ vorzugsweise kurz- und langlebige Plasmazellen depletiert und eine starke Reduk-

tion des AAK-Titers bewirkt (Neubert et al., 2008; Gomez et al., 2011). 

Die Behandlung der cln3-/--Tiere mit Bortezomib führte im Vergleich zu scheinbehandelten Tie-

ren schon nach 2 Wochen zu einer deutlichen Reduktion der antikörperproduzierenden, CD138- und 

κ-light-chain-positiven Plasmazellen im Knochenmark und in der Milz (Abbildung 3.9.A und B), Die B-

Zell Population hingegen wurde durch die Behandlung nicht beeinflusst. Dieser depletierende Effekt 

auf die Plasmazellen war auch nach mehrmonatiger Behandlung beobachtbar. Zusätzlich wurde auch 

eine deutliche Reduktion der IgG-Ablagerungen im ZNS beobachtet (Abbildung 3.9.C und D). Im 

RotaRod-Test wurde nach 2 Monaten Behandlung eine leichte Verbesserung der Leistung der Borte-

zomib-behandelten cln3-/-Mäuse im Vergleich zu den scheinbehandelten Tieren gefunden (Abbildung 

3.9.E). Zusammengenommen weisen die Daten darauf hin, dass AAK eine Rolle beim Fortschreiten 

der Erkrankung im Mausmodell der JNCL spielen und dass eine gezielte Reduktion der AAK-

Produktion einen positiven Effekt auf die Krankheitsentwicklung haben kann. 
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Abbildung 3.9. Positive Wirkung von Bortezomib in der cln3
-/-

-Maus. 
Die Behandlung mit Bortezomib führt zu einer Reduktion der AAK-produzierenden Plasmazellen (A; re-
presentatives FACS-Experiment; oben: Reduktion der CD138

+
/κ

+
-Plasmazellen gegenüber scheinbehandelten 

Tieren; unten: B220
+
-Zellen werden nicht beeinflusst). Die Zahl der CD138

+
/κ

+
-Plasmazellen ist in der Milz 

(*** p<0,001, Mann-Whitney Test) und Knochenmark (*** p<0,001, T-Test) signifikant reduziert. Im ZNS sind 
die Plasmazellen um die Hälfte reduziert. Die B220

+
/κ

+
- B-Zellen werden nicht beeinflusst (B). Nach 7 Mona-

ten Behandlung mit Bortezomib ist eine Reduktion der IgG-Ablagerungen (C; Pfeile: zellgebundenes IgG, 
Sterne: IgG in/um Blutgefäße) detektierbar. (D). Nach 2 Monaten Behandlung ist eine signifikante Verbesse-
rung der RotaRod-Leistung im Vergleich zu den unbehandelten Tieren feststellbar (E) (* p<0,05, Mann-
Whitney Test). 
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4. Ergebnisse B: Experimente mit AAK gegen Amphiphysin 

Aus vorangegangenen Studien gibt es klare Hinweise auf eine AAK-vermittelte Pathogenese des SPS. 

Erfolgreiche Reproduktion der motorischen Symptome und eine verminderte spinale, GABAerge In-

hibition nach passivem Transfer von Amph-AAK (Sommer et al., 2005; Geis et al., 2010), Induktion 

von angstähnlichem Verhalten in Ratten nach passivem Transfer von GAD65-AAK (Geis et al., 2011) 

und durch Amph-AAK veränderte Ca2+-Ströme in embryonalen Motorneuronen in-vitro (Geis et al., 

2009), weisen stark auf einen vermutlich autoimmun bedingten Pathomechanismus hin. In dieser Ar-

beit wurden weitere Experimente durchgeführt um diese Hypothese weiter zu untersuchen. Zu-

nächst wurde mittels Patch-clamp Experimenten in hippocampalen Schnitten überprüft, ob Amph-

AAK GABAerge synaptische Ströme direkt beeinträchtigen können. Zudem wurde untersucht, ob ein 

passiver Transfer von Amph-IgG, entsprechend zu den Beobachtungen für GAD65-AAK, angst-

ähnliches Verhalten in Ratten induzieren kann. Zusätzlich wurde untersucht, ob eine aktive Immuni-

sierung zu SPS ähnlichen Symptomen wie nach passiv-Transfer der Patienten-AAK führt. 

4.1. AAK gegen Amphiphysin beinträchtigen die GABAerge synaptische 
Übertragung 

Die Messungen wurden aus verschiedenen Gründen an Körnerzellen des hippocampalen Gyrus 

dentatus (GD) durchgeführt: zunächst sind die hier vorhandenen GABAergen Synapsen lokaler GA-

BAerger Korbzellen in der Literatur ausführlich charakterisiert (Kraushaar and Jonas, 2000; Kerr et al., 

2008), so dass eine Vielzahl von Vergleichsdaten zur Verfügung steht. Außerdem sind die Netz-

werkstrukturen des GD klar gegliedert, wodurch die Gefahr von Fehlinterpretation aufgrund komple-

xer Netzwerke vermieden wird. Zudem stellen die Körnerzellen aufgrund ihrer einfachen Morpholo-

gie und der somanahen GABAergen Synapsen ein ideales Untersuchungsobjekt für inhibitorische sy-

naptische Ströme dar. 

 Normale inhibitorische postsynaptische Miniaturströme nach Amph-AAK-
Inkubation 

Inhibitorische postsynaptische Miniaturströme (mIPSC) sind postsynaptische Ströme, die auf die 

Transmitterbindung des Inhaltes von meist nur einem präsynaptischen Vesikels zurückgehen. Sie 

können in Gegenwart von TTX oder bei sehr geringen Ca2+-Konzentrationen gemessen werden, da 

diese Bedingungen die Wahrscheinlichkeit für eine synchrone Vesikelfreisetzung vermindern. Fre-

quenz, Amplitude und Kinetik der mIPSC hängen postsynaptisch vor allem von der Zahl der Rezepto-

ren, ihrer Bindungsaffinität und ihrer Öffnungswahrscheinlichkeit, sowie der Lokalisation der Synapse 

ab. Präsynaptisch beeinflussen vor allem die Menge an Transmitter pro Vesikel und die Freiset-
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zungswahrscheinlichkeit die mIPSC. Zusätzlich spielen sowohl die Transmitterwiederaufnahmeme-

chanismen und die Morphologie der Synapse eine Rolle. Starke Endozytosefehlfunktionen können zu 

Veränderungen von Quantalereignissen führen, wie z.B. in neuronalen Zellen eines Mausmodells mit 

Defizient für  Dynamin (Ferguson et al., 2007). 

Die mIPSC, gemessen an den Körnerzellen des GD nach Inkubation der hippocampalen Schnitte 

mit humanen Amph-AAK in Gegenwart von TTX, unterschieden sich weder in ihrer Frequenz noch in 

ihrer Kinetik von den mIPSC in den Schnitten, die mit Kontroll-IgG behandelt wurden (Abbildung 

4.1.A). Dies weist darauf hin, dass die Amphi-AAK, zumindest nach kurzer Inkubation, keinen direkten 

Einfluss auf postsynaptische Rezeptoren, die Bildung von funktionstüchtigen Vesikeln und deren Frei-

setzung bei geringer synaptischer Aktivität haben. 

 Unveränderte spontane und evozierte IPSC nach Amph-AAK-Inkubation 

Im Gegensatz zu den mIPSC werden spontane und einzel-evozierte IPSC (sIPSC und eIPCS) unter Be-

dingungen gemessen, die eine normale axonale Reizweiterleitung und eine normale präsynaptische 

Freisetzungswahrscheinlichkeit gewährleisten. Die sIPSC gehen überwiegend auf die synchrone Frei-

setzung von mehreren Vesikeln infolge eines präsynaptischen AP zurück. Ihre Amplitude, Frequenz 

und Kinetik hängt weitestgehend von den gleichen Faktoren ab, wie die mIPSC, wobei die Frequenz 

zusätzlich von der Gesamtaktivität der im Schnitt vorhandenen Netzwerke abhängig ist. 

Bei eIPSC werden in präsynaptischen Neuronen bzw. in ihren Axonen Aktionspotentiale über 

kurze depolarisierende Ströme oder Spannungsveränderungen ausgelöst. Im Falle der hier verwen-

deten sogenannten Minimalstimulation geht man davon aus, dass im Idealfall nur ein Axon durch 

elektrische Stimulation angeregt wird, wodurch man eine gute Reproduzierbarkeit der Messung er-

reichen kann. Dabei ist aber zu beachten, dass die Zahl der Fehler (kein messbares IPSC nach Stimula-

tion) neben synaptischen Fehlern auch auf Fehlstimulationen beruht, da die Stimulationsstärke nahe 

der Erregungsschwelle gewählt wird. 

Sowohl sIPSC, als auch eIPSC wurden durch die Inkubation mit Amph-AAK nicht beeinflusst. Die 

Amplitude, die „risetime“ (Anstiegszeit) und die „decaytime“ (Zeit des Stromabfalls) unterschieden 

sich nicht zwischen den Versuchsgruppen (Abbildung 4.1.B). 

 

 Amph-AAK haben keinen Einfluss auf die Kurzzeitplastizität bei geringer Aktivität 

Postsynaptische Ströme hängen auch von vorangegangener Aktivität ab. Ein Weg, um den Einfluss 

von vorheriger Aktivität auf die aktuelle synaptische Übertragung zu untersuchen, ist die Durchfüh-

rung sogenannter Paarpuls-Experimente, bei denen die präsynaptische Zelle zweimal kurz hinterei-

nander stimuliert wird. Dabei wird das Interstimulus-Intervall (ISI) variiert. Abhängig von der Synapse, 
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dem ISI und den Versuchsbedingungen kommt es dabei zu einer Depression (PPD) oder einer Fazili-

tierung (PPF) des zweiten PSC im Verhältnis zum Ersten. Dabei spielen präsynaptisch vor allem die 

Zahl der freisetzbaren Vesikel, ihre Freisetzungswahrscheinlichkeit und die Menge an intrazellularem 

Ca2+ eine Rolle (Debanne et al., 1996). 

Im Falle der hier untersuchten GABAergen Synapsen wurde bei allen ISI eine PPD gefunden. Bei 

einem ISI von 1000ms wurden keine Unterschiede zwischen den Amplituden nach der 1. und der 2. 

Stimulation gefunden. Die Größe der PPD unterschied sich nicht zwischen den Zellen in Amph-AAK 

und Schnitten nach Behandlung mit Kontroll-IgG (Abbildung 4.1.C). Dies zeigt, dass Amph-AAK bei ge-

ringer Aktivität keinen Einfluss auf die Freisetzungswahrscheinlichkeit von präsynaptischen Vesikeln 

haben. 
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Abbildung 4.1. mIPSC und IPSC werden durch Amph-AAK nicht beeinflußt 
Die Amplitude und die Häufigkeit der mIPSC verändert sich im hippocampalen Schnitt nicht durch die Inkuba-
tion mit Amph-AAK (A). Amplitude, Rise- und Decaytime unterscheiden sich nicht zwischen den Behandlungs-
gruppen (B). Auch die Kurzzeitplastizität ist unverändert, da die vergleichbaren Depressionen der zweiten 
Antworten in beiden Gruppen gemessen wurden (C). Die Patch-Clamp-Ableitungen wurden an Körnerzellen 
der Gyrus Dentatus durchgeführt. Die Minimalstimulation der GABAergen Afferenzen erfolgte im Abstand von 
100-200µM (D). 

Amph-AAK      Kontroll-AK
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 Amph-AAK-induzierte Störung der synaptischen Transmission bei erhöhter Aktivität 

Zur Analyse der Robustheit der synaptischen Transmission bei fortdauernder Aktivität wurde eine re-

petitive Stimulation mit hoher Frequenz durchgeführt. Dieses Paradigma führt dazu, dass die Rate an 

ausgeschütteten Vesikel die Menge an Vesikeln übersteigt, die aus dem Reservepool und der Wie-

dergewinnung durch Endozytose für die weitere Sicherstellung der synaptischen Übertragung bereit 

gestellt werden können. Bei einer Stimulation mit 10 Hz zeigten die Präparate, die mit Amph-AAK in-

kubiert waren, eine beschleunigte Depression der eIPSC Amplituden und eine verlangsamte Regene-

ration der eIPSC nach der hochfrequenten Stimulation (Abbildung 4.2). Diese Beobachtung ist mit der 

Hypothese einer gestörten Endozytose durch Amph-AAK und nachfolgend verminderter Bereitstel-

lung von synaptischen Vesikeln für die synaptische Übertragung gut erklärt.  

 

 

 

Abbildung 4.2. Beeinträchtigung der synaptischen Transmission durch Amph-AAK bei hochfrequenter 
Stimulation 
Die Analyse der eIPSC während hochfrequenter Stimulation (10 Hz) ergab eine signifikant niedriger 
Amplitude in Amph-AAK behandelten Schnitten während der ersten Phase der Stimulationsfolge (p<0,001 
für Stimuli 10-20, p<0,05 für Stimuli 20-30) und ein der Erholungsphase (0,1 Hz; p<0,05; native-amphAB: 
n=7, control IgG: n=10). Die Bespielspuren zeigen gemittelte Spuren von Experimenten während der hoch-
frequenten Stimulation. Während der hochfrequenten Stimulation sinken die Amplituden der GABAergen 
eIPSC in Amph-AAK behandelten Gehirnschnitten schneller als in mit Kontoll-Ak behandelten Schnitten 
(τ=0,9s vs. 1,7s). Außerdem erholten sich die eIPSC langsamer (τ= 730s vs. 12s). 

 

4.2. Passiver Transfer von humanen Amphiphysin-AAK in Ratten indu-
ziert ängstähnliches Verhalten 

Angst und Phobien gehören neben der Muskelsteifheit und –spasmen zu den Kernsymptomen des 

SPS (Dalakas, 2009; Holmoy and Geis, 2011). Die Induktion von motorischen Symptomen in Versuch-

tieren durch passiven Transfer pathogener Amph-AAK von SPS Patienten wurde in 2 Modellen ge-

zeigt (Sommer et al., 2005; Geis et al., 2010). 
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Kontroll-AK 
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 Amph-AAK können angstähnliches Verhalten in Ratten induzieren 

Zur Prüfung von angstähnlichem Verhalten wurde die Wirkung der nativen AAK-Fraktion einer SPS 

Patientin mit hohen Titern an Amph-IgG im Vergleich zu Kontroll-IgG in Versuchsratten untersucht. 

Die humanen Amph-AAK wurden selektiv mittels eines implantierten  i.th. Katheters in den Subara-

chnoidalraum appliziert. 

Tiere, die mit Patienten-AAK behandelt wurden besuchten seltener die offenen Arme im EPM, 

hielten sich kürzer in den offenen Armen auf und legten in diesen Armen auch eine geringere Strecke 

zurück. Außerdem hielten sich diese Tiere auch weniger im Zentrumsbereich des OF auf. Die grund-

legende Aktivität unterschied sich nicht zwischen den beiden Gruppen, da die während der Testung 

zurückgelegte Gesamtstrecke sowohl im EPM, als auch im OF vergleichbar war. Zusammengenom-

men weisen diese Befunde auf ein gesteigertes angstähnliches Verhalten hin, was durch den i.th. 

passiven Transfer von Patienten IgG verursacht wurde (Abbildung 4.3.A und B). 

Um die Hypothese zu erhärten, dass die Amph-AAK der pathogene Teil der IgG-Fraktion sind, 

wurde eine Gruppe von Tieren mit affinitätsgereinigten Amph-AAK behandelt. Eine andere Gruppe 

von Versuchstieren wurde mit einer IgG Fraktion der SPS Patientin injiziert, die zuvor durch Affini-

tätschromatographie mit dem rekombinanten Antigen von  Amph-AAK depletiert wurde. Auch hier 

zeigte sich eine signifikante Induktion von angstähnlichem Verhalten nur in der Versuchsgruppe, die 

Amph-AAK i.th. verabreicht bekam (Abbildung 4.2.C). 
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Abbildung 4.3. Amph-AAK induzieren angstähnliches Verhalten in Ratten. 
Im EPM (Beispielspuren in A), besuchten die mit Amph-AAK behandelten Tiere den offenen Arm seltener, 
hielten sich kürzer in diesem auf und legten eine kürzere Strecke in diese zurück, was einen angst-ähnlichen 
Phänotyp anzeigt (* p<0,05; B obere Zeile). Parallel dazu hielten sich die Amph-AAK behandelten Tiere auch 
weniger im Zentrum des OF auf. Die lokomotorische Aktivität, gemessen über die in der gesamten Versuchs-
zeit zurückgelegte Strecke, unterschied sich nicht zwischen den beiden Behandlungsgruppen (B). Ratten die 
mit spezifischen Amph-AAK behandelt wurden zeigten einen ähnlichen Phänotyp, während Tiere, die mit der 
IgG-Fraktion des gleichen Patienten nach Depletion des Amph-AAK behandelt wurden, keinen ängstlichen 
Phänotyp hatten (C). 

 



 Ergebnisse B: Experimente mit AAK gegen Amphiphysin 

45 

4.3. Aktive Immunisierung gegen Amphiphysin induziert subklinische 
Symptome in Mäusen 

Die Witebsky Postulate nach denen ein Krankheitsgeschehen als autoimmun-vermittelt definiert 

werden kann, fordert ein Tiermodell mit einer dem menschlichen Krankheitsbild analogen Sympto-

matik (Rose and Bona, 1993; Marmont, 1994). Für vermeintliche AAK-vermittelte Erkrankungen kann 

dieses Modell entweder über passiven Transfer der humanen AAK in Versuchstiere oder über aktive 

Immunisierung gegen das vermutete Antigen geschaffen werden. Die aktive Immunisierung bietet 

den Vorteil der leichteren Reproduzierbarkeit und ist unabhängig von humanem Patientenmaterial. 

In Rahmen dieser Versuche wurden sowohl Ratten als auch Mäuse gegen das vollständige hu-

mane Protein Amphiphysin immunisiert. Die Immunisierung wurde mittels Westernblot und Immun-

histochemie überprüft. Außerdem wurde das Verhalten der Tiere getestet und es wurde der H-Reflex 

gemessen, um mögliche Dysfunktionen der spinalen Hemmung nachzuweisen, die in den vorherigen 

Versuchen nach passivem Transfer von humanen Amph-AAK in Ratten detektierbar waren. 

 Erfolgreiche Immunisierung von Ratten und Mäusen gegen humanes Amphiphysin 

Die Immunisierung wurde sowohl mit Ratten als auch mit Mäusen durchgeführt, um mögliche Artun-

terschiede in der Immunisierbarkeit und der Ausprägung biologischer Effekte zu erfassen. In beiden 

Spezies konnten nach erfolgter Immunisierung im Serum AAK gegen Amphiphysin nachgewiesen 

werden. Die Seren enthielten IgG, die ein Antigen mit der Amphiphysin entsprechenden Größe de-

tektierten (Abbildung 4.4.A und C). Das Signal war weiterhin durch Präinkubation mit humanem Am-

phiphysin blockierbar (Abbildung 4.4.B und D), sodass man die Immunisierung gegen AmphP als er-

folgreich werten kann. 
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Abbildung 4.4. Serum-AK immunisierter Tiere bindet Antigen bei 128 kD. 
AK im Serum von immunisierten Mäusen (A) und Ratten (C) binden an Antigen mit einem Molekularge-
wicht von ungefähr 128 kD. Diese Bindung ist spezifisch, da ein Block der Immunreaktion durch Präinkuba-
tion mit dem zur Immunisierung verwendeten AmphP möglich ist (B: Mausseren; D: Rattenseren). 

 Subklinische Symptome in immunisierten Mäusen 

Die immunisierten Mäuse und die entsprechenden Kontrolltiere wurden vor und nach der Immuni-

sierung, sowie nach erfolgter BHS-Öffnung mittels LPS-Behandlung auf ihre motorischen Fähigkeiten 

getestet. Die Testung auf angstähnliches Verhalten erfolgte nur nach der BHS-Öffnung um Kontami-

nation durch Lerneffekte zu vermeiden. 

Für die immunisierten Mäuse ergab sich weder bei den motorischen Testungen im Rotarod 

und bei der Ganganalyse, noch bei den psychiatrischen Testungen im OF und im EPM ein signifikan-

ter Unterschied zu den entsprechenden Kontrolltieren (Abbildung 4.5.A). 

Die Messung der frequenzabhängigen Depression des H-Reflexes hingegen ergab für die mit 

Amphiphysin immunisierten Mäuse hingegen eine unvollständige Depression der H-Antwort, selbst 

bei hohen Frequenzen. Während bei einer Stimulationsfrequenz von 30 Hz bei den Kontrolltieren 

immer eine 100%ige Depression gefunden wurde, lag diese bei den immunisierten Tieren nach BHS-

Öffnung bei 88,5% (SEM: 5,8), die der Tiere ohne BHS-Öffnung bei etwa 94,1 (SEM: 4,4) (Abbildung 

4.5.B). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Amph-AAK die synaptische Transmission im RM 

der Mäuse zu einem gewissen Grad beeinträchtigen, der  aber nicht zu einer starken Einschränkung 

der Motorik bei den Verhaltensuntersuchungen führt. 
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Abbildung 4.5. Normale Motorik aber veränderter H-Reflex in immunisierten Mäusen. 
Die Immunisierung gegen Amphiphysin und anschließende kurzzeitig Öffnung der BHS durch LPS induziert 
keine SPS-typischen Symptome und beeinträchtigt auch nicht die motorischen Fähigkeiten (A). Die frequenz-
abhängige Depression des H-Reflexes scheint zu eine gewissen Grad beeinträchtigt, da diese selbst bei sehr 
hohen Frequenzen in den gegen Amphiphysin immunisierten Tieren nie 100% erreicht (B). 

 Starke Nebenwirkung der milden EAE zur BHS-Öffnung bei Ratten 

Wie in den Methoden beschrieben, wurde bei den Immunisierungsversuchen mit Ratten ver-

sucht, die BHS mittels einer mild ausgeprägten EAE durch Injektion enzephalithogener T-Zell-Blasten 

zu öffnen. Hierzu konnte in Vorversuchen die nötige Anzahl an T-Zell Blasten evaluiert werden, die 

zwar zu einer Öffnung der BHS führt, aber nur sehr geringgradige Symptome einer EAE hervorruft 

(Boettger et al., 2009). Bei der Mehrzahl der Tiere aller Behandlungsgruppen mit aktiver Immunisie-

rung mit CFA führte die EAE-Induktion allerdings zu schwerwiegenden EAE-typischen Symptomen 

(höhergradige Paresen), die eine sinnvolle Auswertung der Daten hinsichtlich eines möglichen Amph-

AAK vermittelten Effekts unmöglich machten. Denkbar ist hier ein Zusammenhang der Stärke der 

Immunreaktion nach Induktion der EAE mit der zuvor erfolgten aktiven Immunisierung. Deshalb wur-

de bei Ratten auf die Durchführung der elektrophysiologischen Messungen verzichtet.  
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5. Diskussion 
 

In dieser Arbeit wurden mögliche autoimmun vermittelte Krankheitsmechanismen an zwei unter-

schiedlichen Krankheitsmodellen untersucht. Die JNCL ist eine hereditäre neurodegenerative Erkran-

kung, bei der AAK gegen GAD65 und α-Fetoprotein identifiziert wurden (Jalanko and Braulke, 2009). 

Das Stiff Person Syndrom ist eine idiopathische oder paraneoplastische Erkrankung, bei der unter an-

derem AAK gegen GAD65 und Amphiphysin im Serum und Liquor von Patienten nachweisbar sind 

(Holmoy and Geis, 2011). Für beide Krankheiten gibt es Hinweise und Belege für eine pathogene Rol-

le der AAK bei Entstehung und Fortschreiten der Erkrankung. Weiterer Forschungsbedarf besteht au-

ßer der Klärung der pathogenetischen Relevanz der assoziierten AAK vor allem hinsichtlich der pa-

thophysiologischen Mechanismen. Sowohl für das SPS als auch für die JNCL konnten in dieser Arbeit 

in experimentellen Modellen stichhaltige Befunde für AAK-vermittelte Dysfunktionen erarbeitet 

werden, die bei der Entstehung der Symptome beider Erkrankungen relevant sein können.  

5.1. Diskussion der Experimente mit cln3-/--Mäusen 

In der cln3-/--Studie konnte die Beschreibung des Phänotyps dieses Mausmodells der JNCl in Ergän-

zung zu bereits publizierten Beobachtungen vertieft und signifikant ergänzt werden. Neben Be-

schreibung und Quantifizierung der begleitenden Ataxie konnten eine deutliche Steigerung des 

angstähnlichen Verhaltens und eine Reduktion des Angst-induzierten Lernens in der cln3-/--Maus ge-

zeigt werden. Diese zusätzlichen Befunde sind ebenfalls Bestandteil des klinischen Symptomkomple-

xes der JNCL. Des Weiteren wurden die Funktion GABAerger Netzwerke im Rückenmark und dem Ze-

rebellum durch elektrophysiologische Messungen analysiert. Spinal fanden sich keine Auffälligkeiten, 

wohingegen sich im Kleinhirn eine verminderte Regularität des Feuerverhaltens und eine Erhöhung 

der Entladungsfrequenz der Purkinje-Zellen zeigte, was einer verminderten lokalen GABAergen 

Hemmung attribuiert werden kann. Zur Prüfung, ob die AAK in der Entstehung und dem Fortschrei-

ten der Erkrankung eine Rolle spielen wurden 2 gegenläufige Versuchsansätze gewählt. Im ersten An-

satz wurde die Durchlässigkeit der BHS durch eine Behandlung mit LPS gesteigert und somit den AAK 

der Zutritt zum ZNS Kompartiment erleichtert. Im zweiten Ansatz wurde die Produktion von AAK 

durch pharmakologische Depletion des Plasmazellen reduziert und die Auswirkung auf die Sympto-

matik der cln3-/--Maus analysiert.  

 Angstähnliches Verhalten in der cln3-/--Maus 

Neben den weithin bekannten Krankheitssymptomen der JNCL, wie Blindheit, Krampfanfälle und Ver-

lust von motorischen und kognitiven Fähigkeiten, treten bei JNCL-Patienten auch regelmäßig psychi-
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atrische Symptome auf. Dazu zählen gesteigerte Angst, aggressives Verhalten, Depressionen, Halluzi-

nationen und psychotische Symptome. Die Komplexität und Variabilität der auftretenden Symptome 

spiegeln dabei die Vielzahl der in der Krankheit betroffenen Gehirnregionen wieder (Bäckman et al., 

2005). Die psychiatrischen Symptome können im Verlauf der Krankheit unterbewertet bzw. sogar 

übersehen werden, da die Diagnose aufgrund der Sprachproblem und kognitiven Einschränkungen 

der Patienten schwierig ist und es keine umfassenden Studien zu dem psychiatrischen Symptom-

komplex der JNCL gibt.  

Die Analyse des angstähnlichen Verhaltens der cln3-/--Tiere ergab eine mit dem Alter zuneh-

mende Ängstlichkeit und abnehmendes exploratives Verhalten im Vergleich zu den Kontrolltieren. 

Des Weiteren wurde in Einklang mit vorherigen Experimenten, in denen ein lichtreiz-basierter T-

maze verwendet wurde (Wendt et al., 2005), eine Reduktion des Angst-konditionierten Lernen bei 

den cln3-/--Mäusen gefunden. Das hier erstmals beschriebene gesteigerte angstähnliche Verhalten 

der cln3-/--Mäuse zeigt, dass diese auch als Modell für bestimmte Teilbereiche des psychiatrischen 

Symptomkomplexes dienen kann. Das Angstverhalten wurde auch deshalb in den cln3-/--Tieren un-

tersucht,  weil psychiatrische Symptome, insbesondere gesteigerte Angst, auch in anderen mit 

GAD65-AAK assoziierten ZNS-Erkrankungen verbreitet sind, beispielsweise bei dem SPS und der anti-

GAD65-AAK positiven Enzephalitis. Interessanterweise spiegeln diese Befunde die Veränderungen 

des angstähnlichen Verhaltens und der Lerndefizite in der GAD65 knockout Maus wieder (Kash et al., 

1999; Stork et al., 2003; Sangha et al., 2009). Im Falle des GAD65-AAK assoziierten SPS scheint das 

gesteigerte Angstverhalten abhängig von der AAK-Wirkung im ZNS zu sein, da sich das angstähnliche 

Verhalten in Versuchstieren durch i.th. passiven Transfer humaner AAK reproduzieren lässt (Geis et 

al., 2011). Vor dem Hintergrund, dass GAD65-AAK im Serum von cln3-/--Mäusen die GAD-Aktivität in-

vitro zu senken (Chattopadhyay et al., 2002c), liegt die Hypothese nahe, dass die GAD65-AAK in den 

cln3-/--Mäusen direkt zu der Steigerung des angstähnlichen Verhalten beitragen. 

Ausgehend von den vorliegenden Untersuchungen kann nun versucht werden, zum einen die 

neurobiologischen Mechanismen des Angstverhaltens als auch mögliche Behandlungsverfahren in 

dem Modell der cln3-/- Maus zu untersuchen. Erkenntnisse aus solchen Untersuchungen können in 

Zukunft einen Einfluss auf die Behandlung der JNCL-Patienten haben und vor allem zur Steigerung 

der Lebensqualität der schwer betroffenen jungen Patienten beitragen. 

Die Lerndefizite der cln3-/--Maus , wie sie hier in Experimenten nach Angstkonditionierung ge-

funden wurden, scheinen vornehmlich das reizbdedingte Lernen zu betreffen, während das umge-

bungsbedingte Lernen weniger stark eingeschränkt zu sein scheint. Letzteres  beruht nach derzeiti-

gem Forschungsstand eher auf hippocampalen Verarbeitungsprozessen, während das reizbedingte 

Lernen der Amygdala zugeschrieben wird. Ebenso wie beim angstähnlichen Verhalten scheint funkti-

onell v.a. das Amygdalaareal betroffen zu sein, wobei beschrieben wurde, dass in der cln3-/--Maus 
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morphologische Veränderungen vor allem im Hippocampus auftreten (Pontikis et al., 2004). Basie-

rend auf den geschilderten Befunden sollten die GABAergen hemmenden Netzwerke im Bereich der 

Amygdala in weiteren Projekten elektrophysiologisch untersucht und funktionell charakterisiert wer-

den.  

 Motorische Defizite und elektrophysiologische Untersuchungen 

Die cln3-/--Mäuse entwickeln mit zunehmenden Alter motorische und koordinative Defizite. Um die 

zugrunde liegenden neuronalen Veränderungen zu identifizieren, wurde in einer Reihe von Experi-

menten versucht, die motorischen Defizite mit Defiziten der beteiligten Netzwerke zu korrelieren. 

Dazu erfolgten histologische und elektrophysiologische Analysen. 

Den beobachteten verschlechterten Leistungen im RotaRod-Test und Klettertest können Dys-

funktionen der spinalen inhibitorischen Netzwerke zugrunde liegen. Um diese Hypothese zu überprü-

fen, wurden die spinalen Netzwerke unter Verwendung elektrophysiologischer Ableitung in-vivo ana-

lysiert. Die Reizweiterleitung bis zu den Motoneuronen und die Modulation der Reflexe unterschie-

den sich nicht zwischen den wt- und den cln3-/--Mäusen. Des Weiteren ergab die direkte Messung 

der DRP keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Die DRP spiegeln die primäre afferente 

Depolarisation wieder, ein auf GABAerge, präsynaptische Synapsen zurückgehendes Potential. Ent-

sprechend der elektrophysiologischen Befunde zeigten sich auch in den histologischen Untersuchun-

gen der Interneuronpopulationen des RM keine Veränderungen, wie sie beispielweise für hippocam-

pale Neuronenpopulationen beschrieben sind. 

Demnach scheinen die gezeigten AAK-Ablagerungen keinen Einfluss auf die Funktionalität der 

spinalen GABAergen Netzwerke zu haben. Ob die AAK prinzipiell in der Lage sind, die GABAerge Inhi-

bition im ZNS zu beeinflussen lässt sich daraus nicht erschließen. Eine denkbare Erklärung wäre, dass 

die spinalen Netzwerke unter den bestehenden Versuchsbedingungen nicht auf die AAK-bedingten, 

sicherlich inkompletten Veränderungen des GABA-Gehalts aus der von GAD65 katalysierten GABA-

Synthese angewiesen sind, um die synaptische Transmission aufrecht zu erhalten. Dagegen scheinen 

die Amygdala-Hippocampus-Netzwerke vulnerabler für die Minderfunktion von GAD65 zu sein. Un-

terstützung erfährt diese Hypothese durch Ergebnisse aus passiv-transfer Experimenten mit GAD65-

AAK von SPS-Patienten in Ratten. Diese AKK induzierten einen profunden angst-ähnlichen Phänotyp 

in Versuchstieren, beeinflussten die spinalen inhibitorischen Netzwerke aber nicht (Geis et al., 2011). 

Interessanterweise scheinen auch bei GAD65 Knockoutmäusen mit kompletter GAD65 Dysfunktion 

die motorischen Einschränkungen eher gering zu sein, während eine deutliche Steigerung des angst-

ähnliche Verhaltens beschrieben ist (Kash et al., 1997; Kash et al., 1999; Stork et al., 2003). Zur Über-

prüfung dieser Hypothese sollte die Funktionalität der GABAergen Systeme der Amygdala in den cln3-

/--Mäusen in Abhängigkeit von AAK direkt analysiert werden. Hierzu bieten sich Patch-Clamp Unter-
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suchungen der GABAergen Neurone bzw. funktionelle Analysen der GABAergen Netzwerke in der 

Amygdala an (Kamprath et al., 2010; Sosulina et al., 2010). 

Eine andere Erklärung für die progressive Verschlechterung der motorischen Fähigkeiten und 

der Bewegungskoordination bei den cln3-/--Mäusen könnten auch  Veränderungen innerhalb der ze-

rebellären Netzwerke sein. Vor allem der Verlust von Projektionsneuronen in den tiefen zerebellären 

Kerngebieten, Veränderungen der Purkinjezellmorphologie und eine abnorme Entwicklung der Kör-

nerzellschicht (Weimer et al., 2009) weisen auf solche pathologische Veränderungen des Zerebellums 

in der cln3-/--Maus hin. In den elektrophysiologischen Messungen des Feuerverhaltens der Purkinje-

zellen des Kleinhirnwurms in-vivo ergaben sich keine Auffälligkeiten. Auch die zusätzliche Steigerung 

der Durchlässigkeit der BHS induzierte keine entsprechenden Abweichungen im Feuerverhalten der 

Purkinjezellen. In den Messungen der spontanen und evozierten Purkinjezellaktivität in akuten zere-

bellaren Schnitten ergab sich hingegen ein Unterschied, nachdem die Zugänglichkeit für AAK in das 

ZNS mittels LPS-Behandlung erhöht wurde. So wurde eine erhöhte, spontane AP-Frequenz gemessen 

und eine Störung der Synchronität des AP nach Stimulation der Parallelfasern. Beides könnte durch 

einen teilweisen Verlust der GABAergen Inhibition der Purkinjezellen erklärt werden. Im intakten ze-

rebellären Kortex stimulieren aktive Parallelfasern nicht nur die PZ, sondern auch lokale inhibitori-

sche Interneurone, die wiederum GABAerge Synapsen zu den PZ bilden. Ihre inhibitorischen Eingänge 

folgen in den PZ den direkten exzitatorischen Eingängen der Parallelfasern mit kleiner zeitlicher Ver-

zögerung, so dass sie die Spanne der zeitlichen Summation der exzitatorischen postsynaptischen Po-

tentiale verkürzen und so zu einem synchronisierten Feuern der PZ nach Parallelfaserstimulation bei-

tragen (Mittmann et al., 2005). Die beobachteten Veränderungen können deshalb am besten über 

eine Störung der lokalen inhibitorischen Netzwerke erklärt werden, wie sie auch in Mäusen ohne 

GABAAR in Purkinjezellen beschrieben wurden (Wulff et al., 2009). Der Unterschied zwischen dem 

spontanen Feuerverhalten der PZ in-vivo und in-vitro kann durch mehrere Dinge begründet sein. Zum 

einen ist ein genereller Effekt der Narkose mit Ketamin möglich, was mit dem NMDA-Rezeptor inter-

agiert, zum anderen kommt es durch die Schnittpräparation des Kleinhirns auch zur Unterbrechung 

aufsteigender Fasersysteme wie beispielsweise der Kletterfasern von der Olive und der spinozere-

bellären Afferenzen auf die Körnerzellen, was wiederum die Aktivierung lokaler inhibitorischer Inter-

neurone vermindern kann. Eine gezielte Stimulation der Parallelfasern, wie in-vitro durchgeführt, war 

in-vivo aufgrund des komplexen Versuchsaufbaus nicht möglich.  

 Hinweise auf autoimmun-vermittelte Pathomechanismen in der cln3-/--Maus 

AAK sind im Serum von cln3-/--Mäusen nachweisbar und können aufgrund einer durchlässigen BHS in 

das ZNS der Mäuse eindringen, wo sie als Ablagerungen nachweisbar sind (Lim et al., 2007). Zum 

Nachweis einer pathogenetischen Rolle der AAK in einzelnen Individuen kann die Reduktion des AAK-
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Titers mit hypothetischer nachfolgender Besserung der Symptomatik dienen. Dies kann bei Patienten 

über eine Plasmapherese oder Immunadsorption erreicht werden. Dies ist in Mäusen allerdings nicht 

anwendbar, außerdem erscheint bei der JNCL und dem entsprechenden Mausmodell  angesichts der 

langsamen Krankheitsentwicklung eine langfristige Senkung des AAK-Titers notwendig. Deshalb wur-

de ein pharmakologischer Ansatz zur Minderung de AAK-Produktion in den Versuchstieren gewählt. 

Bortezomib ist ein Proteasominhibitor, der primär zur Behandlung des Multiplen Myeloms eingesetzt 

wird, aber auch immunsuppressive Eigenschaften besitzt (Heine et al., 2011). In Tiermodellen für Lu-

pus erythematodes und Myasthenia gravis führte die Behandlung der Tiere mit Bortezomib zur Sen-

kung des Antiköpertiters und zu einer Besserungen der Krankheitssymptomatik (Neubert et al., 2008; 

Gomez et al., 2011). Dabei scheint Bortezomib gezielt vor allem die kurz- und langlebigen Plasmazel-

len, die Hauptquelle zirkulierender AK, anzugreifen, während andere Immunzellen, beispielweise B- 

und T-Lymphozyten, in einem weit geringeren Maße beeinflusst werden. Diese Eigenschaft liegt darin 

begründet, dass v.a. Zellen mit hoher Proteinproduktion (hier IgG-Produktion) anfällig für die Inhibi-

tion des Proteasoms sind. 

In cln3-/--Mäusen reduzierte die Behandlung mit Bortezomib hochsignifikant die CD138-

positive Plasmazellen im Knochenmark und der Milz, was in gutem Einklang mit der Literatur steht. 

Außerdem konnte eine etwa 50%-ige Reduktion der Plasmazellen im ZNS und eine Reduktion der AK-

Ablagerungen im ZNS behandelter Tiere beobachtet werden. Die Behandlung führte in der Folge 

auch zu einer Besserung der Krankheitssymptome.  Zusammen mit weiteren Studien (Carson et al., 

2010; Heine et al., 2011) legen diese Ergebnisse nahe, dass eine Behandlung mit Proteasominhibito-

ren ein neuer und vielversprechender Weg für die Behandlung von AAK vermittelten Erkrankungen 

sein könnte. 

Zusätzlich ist die erfolgreiche Behandlung der cln3-/--Mäuse ein weiterer Hinweis für eine zu-

mindest teilweise AAK-vermittelte Pathogenese der JNCL. Sie bestärkt Befunde aus einer kürzlich 

publizierten Studie, in der die Behandlung der cln3-/--Mäuse mit Mycophenolatmotefil zu einer tran-

sienten  Verbesserung der Krankheitssymptome führte (Seehafer et al., 2011). In der gleichen Studie 

konnte ein ähnlicher positiver Effekt durch Rückkreuzung mit einem B-Zell-defizienten Mausstamm 

und daraus folgender Reduktion der IgG-Produktion gezeigt werden. Aus dieser Studie und den hier 

präsentierten Ergbnissen folgend scheint ein Zusammenhang von AAK und den motorischen Krank-

heitssymptomen in der cln3-/--Maus wahrscheinlich. Aus diesen Ergebnissen kann allerdings nicht ge-

schlossen werden, welche AAK mit welcher Antigen-Spezifität wirklich kausale Wirkung besitzen. 

Auch kann nicht direkt unterschieden werden, ob die AAK eine direkte pharmakologische Wirkung 

haben oder nachgeschaltete neuroinflammatorische Prozesse aktiviert werden, die letztlich zu einem 

Funktions- bzw. Zellverlust führen. 



 Diskussion 

53 

 GAD65-AAK bei JNCL und anderen Erkrankungen 

In der Diskussion um eine mögliche pathogene Wirkung der AAK bei der JNCL wird ein großer Fokus 

auf die AAK gegen GAD65 gelegt. Zwar scheinen einige Befunde auf eine erhöhte Vulnerabilität GA-

BAerger Systeme in der JNCL und der cln3-/--Maus zu deuten, die gut zur hypothetischen Wirkung von 

GAD65-AAK passen, aber stichhaltige Belege für diese Wirkung gibt es bislang nicht. Auch die hier 

aufgezeigten Parallelen im angstähnlichen Verhalten zwischen cln3-/--Mäusen und GAD65-defizienten 

Mäusen sind als Hinweis auf einen mögliche kausalen Effekt der GAD65-AAK zu verstehen, ähnliches 

gilt für die AAK-Wirkung auf die zerebelläre Dysregulation. 

GAD65-AAK wurden auch in weiteren neurologischen Erkrankungen, wie dem SPS, zerebella-

ren Ataxien (Honnorat et al., 2001), verschiedenen Enzephalitisformen (Blanc et al., 2009; Malter et 

al., 2010) und bei Patienten mit Epilepsie (Errichiello et al., 2009) gefunden. Des Weiteren weisen 

neuere Studien darauf hin, dass GAD65-AAK auch mit psychiatrischen Erkrankungen, wie Schizophre-

nie, Autismus und der Auferksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitätsstörung assoziiert sein könnten (Najjar 

et al., 2012; Rout et al., 2012). Außerdem treten GAD65-AAK bei der Mehrzahl der Patienten mit Dia-

betes mellitus Typ 1 auf (Pihoker et al., 2005). Ein experimenteller Hinweis eines kausalen Zusam-

menhangs zwischen den GAD65-AAK und neurologischen Symptomen konnte bisher nur für das SPS 

erbracht werden (Geis et al., 2011). Des weiteren zeigte sich in in-vitro Versuchen, dass affinitätsge-

reinigte GAD65-AAK in der Lage sind die GABAerge, synaptische Eingänge von zerebellaren Purkinje-

zellen zu mindern (Ishida et al., 2008). Neben der Frage, ob GAD65-AAK überhaupt eine krankheits-

bedingende Funktion haben können, ist auch die Frage ungeklärt, wie sich die Unterschiede in der 

Ausprägung der Symptome bei den unterschiedlichen Erkrankungen erklären lassen. Die meisten 

GAD65-AAK positiven Patienten mit Diabetes Typ 1 haben keine neurologischen Symptome. Als Er-

klärung werden vor allem die unterschiedliche Erreichbarkeit des zentralnervösen Antigens für die 

AAK und die sich unterscheidenden Zielepitope herangezogen. Man geht davon aus, dass die Bindung 

der AAK an unterschiedliche funktionelle Regionen des GAD65-Proteins unterschiedliche Auswirkun-

gen auf die Funktion des Enzyms hat (Fenalti and Buckle, 2010). 

Die cln3-/--Maus eignet sich nur bedingt zur Klärung dieser Fragen. Zwar bietet die endogene 

Bildung der GAD65-AAK ein unbestreitbaren Vorteil gegenüber anderen Tiermodellen, z.B. passiv-

Transfer-Modellen, aber auch den großen Nachteil, dass GAD65 nicht das einzige neuronale Antigen 

zu sein scheint und auch die zelluläre Immunantwort im Krankheitsgeschehen eine Rolle spielt. Aus 

diesen Gründen können die Effekte einer pharmakologischen Manipulation der Autoimmunreaktion 

nur eingeschränkt den AAK mit einem bestimmten Antigen zugeschrieben werden. Dieses Problem 

könnte nur mit dem passiven Transfer von affinitätsgereinigten AAK der cln3-/--Mäuse in ein wildtypi-

sche Empfängertiere gelöst werden. Dies ist aber auch aus tierschutzrechtlichen Gründen schwer 

realisierbar, da für die Gewinnung von AAK in ausreichender Menge sehr große Tierzahlen nötig wä-
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ren. Humane AAK von JNCL-Patienten könnten zwar durch Plasmapherese in ausreichendem Maße 

gewonnen werden. Dieses Verfahren gehört aber nicht  zu den Standardtherapien der JNCL und 

müsste langfristig angewendet werden, sodass die dadurch entstehenden Belastungen für For-

schungszwecke bei ungewissem klinischem Effekt derzeit nicht in Kauf genommen werden können.  

5.2. Diskussion der Experimente mit Autoantikörpern gegen Amphiphy-
sin beim Stiff Person Syndrom 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mehrere experimentelle Nachweise erbracht werden, dass AAK 

gegen Amphiphysin eine pathophysiologisch relevante Rolle bei der Entstehung des SPS haben. 

Mittels Patch-Clamp Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die synaptische Übertra-

gung von hippocampalen GABAergen Synapsen durch Amph-AAK induzierte Defekte in der Vesikel-

endozytose gestört wird. In Passiv-transfer Experimenten fanden wir, dass auch psychiatrische Symp-

tome des SPS durch Amph-AAK induzierbar sind. Zusätzlich führte die aktive Immunisierung von 

Mäusen gegen Amphiphysin und die nachfolgende Öffnung der BHS zu subklinischen Veränderungen 

der spinalen Reflexverarbeitung 

 Amphiphysin-AAK beinträchtigen die Vesikelendozytose 

Amphiphysin spielt eine zentrale Rolle in der Vesikelendozytose v.a. in präsynaptischen Terminalen. 

Die Störung der GABAergen synaptischen Transmission auf hippocampale Körnerzellen weist auf eine 

pharmakologische Wirkung der Amph-AAK hin. Die Beeinträchtigung der synaptischen Übertragung 

vor allem bei starker Beanspruchung entspricht Befunden in Modellen mit experimentell andersartig 

induzierter Amphiphysin-Dysfunktion. In der Riesensynapse des Neunauges konnte gezeigt werden, 

dass die Injektion von Peptiden bzw. Antikörpern, die kompetitiv an funktionelle Regionen von Am-

phiphysin binden, die Vesikelendozytose in aktiven Synapsen stört (Shupliakov et al., 1997; Evergren 

et al., 2004). Amphiphysin scheint dabei nicht essentiell für die CVE zu sein, hat aber die Funktion die 

CVE zu beschleunigen, um bei starker Beanspruchung der Synapse die Wiedergewinnung der Vesikel 

an den gestiegenen Bedarf anzupassen. Ähnliche Ergebnisse zeigen sich auch in Neuronen mit gene-

tischer Defizienz für Amphiphysin (Di Paolo et al., 2002). 

Die hier verwendeten Amph-AAK beeinträchtigen die synaptische Funktion in dem in dieser 

Arbeit gewählten Modell in vergleichbarer Weise. Bei geringer synaptischer Aktivität, d.h. niederfre-

quenter Stimulation oder ohne externe Stimulation, zeigt sich nach Behandlung mit Amph-AAK in 

keinem der gemessen Parameter der IPSC eine Veränderung. Erst bei hochfrequenter Stimulation der 

präsynaptischen Zelle konnte eine substantielle Erniedrigung der GABAergen Übertragung und eine 

Verzögerung der Erholung der Synapsenfunktion beobachtet werden. Dies entspricht wiederum der 
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Hypothese einer verminderten Menge an freisetzbaren Vesikeln nach starker Beanspruchung der Sy-

napse und einem verzögerten Membranrecycling durch eine Dysfunktion endozytotischer Mecha-

nismen. Diese Befunde sind übereinstimmend mit FM-Dye Experimenten, die ebenso auf einen auf 

einen durch Amph-AAK ausgelösten Endozytosedefekt schließen lassen (Geis et al., 2010). 

Neben der Beeinträchtigung der synaptischen Vesikelendozytose könnten die Amph-AAK auch 

die Funktion von membranständigen Rezeptoren, Kanälen und Transportern beeinflussen, da diese 

auch über endozytotische Prozesse reguliert werden (Beattie et al., 2000; Ceresa and Schmid, 2000; 

Kittler et al., 2000; Rao-Ruiz et al., 2011). In der Tat scheinen Amph-AAK die Menge an membran-

ständigem Na+/K+/2Cl2− Kotransporter in embryonalen Motoneuronkulturen zu reduzieren und in 

der Folgend GABAerge Ca2+-Ströme zu beeinflussen (Geis et al., 2009). 

 Passiver Transfer von Amph-AAK induziert angstähnliches Verhalten 

Angst und Agrophobie gehören neben der generalisierten Tonuserhöhung der Muskulatur und in-

termittierenden Muskelkrämpfen zu den Hauptsymptomen des SPS und können das klinische Bild 

sogar dominieren (Ameli et al., 2005). Die Ergebnisse in den passiv-Transfer Experimenten weisen da-

rauf hin, dass diese neuropsychologischen Symptome, ebenso wie die motorischen Symptome 

(Sommer et al., 2005; Geis et al., 2010), spezifisch auf die Wirkung der Amph-AAK zurückgehen, da 

sich auch mit affinitätsgereinigten AAK angstähnliches Verhalten induzieren ließ. Dies lässt den 

Schluss zu, dass sich auch in SPS Patienten die gesteigerte Ängstlichkeit direkt auf eine Wirkung der 

Amph-AAK zurückführen lässt und es sich nicht um einen sekundären Effekt in Folge der motorischen 

Unsicherheit und rezidivierenden Stürzen handelt. Außerdem scheinen die an der Angstentstehung 

beteiligten Gehirnregionen eine erhöhte Suszeptibiltät für die Wirkung der Amph-AAK haben. 

Spekulativ bleibt die Frage, ob der ängstliche Phänotyp auf eine verminderte GABAerge Inhibi-

tion in der Amygdala und/oder anderen angst-assoziierten Gehirnregionen zurückgeht. Die in den 

zuvor beschriebenen Experimenten gezeigte Minderung der GABAergen Transmission im Hippocam-

pus lässt diese Hypothese aber plausibel erscheinen. Dies wäre zudem im Einklang mit der Induktion 

von gesteigertem angstähnlichen Verhalten in Ratten durch den passiven Transfer von GAD65-AAK 

von SPS-Patienten (Geis et al., 2011). 

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen grundlegend und über den vermuteten Mechanis-

mus der Hemmung der Funktion von Amphiphysin hinaus, dass antineuronale AAK in der Lage sind 

psychiatrische Symptome, speziell Angst, hervorzurufen. Dies eröffnet neue Möglichkeiten für die Er-

forschung psychiatrischer Erkrankungen und möglicherweise auch neue Behandlungsoptionen bei 

betroffenen Pateinten, auch bei anderen Erkrankungen als dem SPS. 
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 Aktive Immunisierung gegen Amphiphysin induziert eine Immunantwort und ver-
mindert die Suppression des H-Reflex 

Aus den Ergebnissen der Immunisierung von Ratten und Mäusen gegen Amphiphysin können keine 

endgültigen Rückschlüsse auf die Pathogenität der AAK gezogen werden. In beiden Spezies hat die 

Immunisierung mit dem vollständigen humanen Protein zu einer ausgeprägten Bildung von Antikör-

pern gegen Amphiphysin im Serum geführt. Es wurden aber zu keinem Versuchszeitspunkt SPS-

ähnliche Symptome bei den Versuchstieren beobachtet, auch nicht nach experimenteller Öffnung 

der BHS, wobei die Verhaltensbeurteilung bei den Ratten durch die starke Symptomausprägung der 

AT-EAE erschwert war.  

Bei den immunisierten Mäusen konnte eine Minderung der frequenz-abhängigen Depression 

des H-Reflexes bei hohen Stimulationsfrequenzen (>10 Hz) beobachtet werden. Dies ist im Einklang 

mit den Befunden im Passiv-transfer-Modell (Geis et al., 2010), allerdings sind die Effekte nur bei ho-

hen Stimulationsfrequenzen vorhanden, was von geringer Bedeutung zu sein scheint. Für die nur 

subklinischen Ausprägungen der Symptome bestehen verschiedene Erklärungsmöglichkeiten. Zu-

nächst ist es möglich, dass die erzielten AK-Titer im Serum nicht hoch genug waren, um krankheits-

auslösend zu sein. Andere Adjuvanzien, ein anderer Mausstamm oder ein verändertes Immunisie-

rungsprotokoll könnten eine stärkere Immunantwort auslösen. Auch ist es möglich, dass infolge der 

BHS-Öffnung durch LPS nicht genügend AAK über einen ausreichend langen Zeitraum in das ZNS ge-

langt sind. Grundsätzlich scheint die Öffnung der BHS mit LPS ausreichend, um durch Immunisierung 

gebildete AAK in das ZNS eindringen zu lassen. So entwickelten immunisierte Mäuse mit AAK gegen 

doppelsträngige Desoxyribonukleinsäuren (dsDNA) als Modell für den zerebralen Lupus Krankheits-

symptome nach Öffnung der BHS mit LPS (Kowal et al., 2004). Im Gegensatz zu den Amph-AAK schei-

nen die dsDNA-AAK aber nicht in die Zelle eindringen zu müssen, da sie mit dem NMDA-Rezeptor 

kreuzreagieren. Dies impliziert wiederum, dass sie in kürzerer Zeit pharmakologisch Wirken könnten. 

Für dsDNA-AAK könnte deshalb das Zeitfenster der LPS-induzierten BHS-Öffnung ausreichend sein, 

während die Amph-AAK über einen längeren Zeitraum mit höherem Titer vorhanden sein müssen. 

Eine weitere Erklärungsmöglichkeit könnte eine ungenügende Spezifität der AAK im Modell sein. Aus 

grundlegenden Arbeiten ist bekannt, dass die SH3-Domäne und die Clathrin/AP2-Bindungsdomäne 

wichtige Funktionen bei der CVE haben (Shupliakov et al., 1997; Evergren et al., 2004). Sollten die bei 

der Immunisierung gebildeten AAK nicht mit den Funktionen dieser Domänen interferieren wäre es 

möglich, dass die AAK an Amphiphysin binden ohne dieses funktionell zu beeinflussen. Immunisie-

rungen gegen spezifische Epitopbereiche mittels speziell synthetisierter Peptide könnten dieses Prob-

lem lösen. Welche dieser Erklärungsmöglichkeiten letztlich beigetragen haben, dass keine offensicht-

lichen Krankheitssymptome auftraten, bleibt in weiteren Versuchen zu eruieren. 
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Die BHS-Öffnung sollte bei den immunisierten Ratten über eine milde AT-EAE mit nur geringen 

EAE-bedingten Krankheitssymptomen ausgelöst werden (Boettger et al., 2009). Allerdings entwickel-

ten sich nach der Induktion der BHS-Öffnung durch Transfer der MBP (myelin basic proteine)-

spezifischen T-Zell Blasten eine stark ausgeprägte EAE. Aufgrund der deutlichen EAE-bedingten 

Symptome (Paraparese) war eine Analyse von SPS-spezifischen Symptomen nicht möglich. Es ist zu 

vermuten, dass die vorgegangene aktive Immunisierung der Tiere die Reaktion des Immunsystems 

auf die Injektion der T-Zell Blasten so verändert hat, dass die EAE-typischen Symptome unerwartet 

stark aufgetreten sind. Es ist aber auch möglich, dass die verwendeten stimulierten T-Zell Blasten be-

sonders reaktiv waren und deshalb bei gleicher Dosierung eine über das gewünschte Maß hinausge-

hende Immunantwort induziert haben. Um diese Möglichkeit zu klären, sollte bei weiteren Versu-

chen jeweils eine Tiergruppe eingeschlossen werden, die nicht immunisiert wird, bei der aber eine  

AT-EAE ausgelöst wird. 

Die Untersuchung von AAK-vermittelten Krankheitsmechanismen in immunisierten Tieren er-

scheint auf den ersten Blick einfach, da kein Patientenmaterial und keine aufwendigen passiv-

transfer-Modelle nötig sind. Allerdings sind einige Punkte zu beachten, die auch bei der vorliegenden 

Studie problematisch sind. Die Menge und die Spezifität der AAK hängen stark von dem Zielantigen 

ab und eine optimale Immunantwort kann nicht immer erreicht werden. Bei zentralnervösen Antige-

nen ist speziell die BHS zu beachten. Pharmakologische oder immunologische Methoden die Durch-

lässigkeit der BHS zu erhöhen sind nicht nebenwirkungsgfrei und zeitlich begrenzt. Verhaltensdaten 

sind somit immer mit Vorsicht zu betrachten und es ist nicht sichergestellt, dass eine ausreichende 

Menge an AAK über einen hinreichenden Zeitraum das Antigen erreichen kann.  
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