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1. Abstract

Autoantibodies against proteins of the paranodal axoglial complex have been de-
scribed in recent studies on immune-mediated neuropathies. Nevertheless, their
characteristics, prevalences, pathophysiological relevance and impact on diag-
nostics and therapy have not been fully investigated.

Therefore, sera and plasmapheresis material (PE-material) of 150 patients with
inflammatory neuropathy, including 105 patients with chronic inflammatory demy-
elinating polyneuropathy (CIDP), 21 patients with Guillain-Barré-Syndrome
(GBS) and 24 patients with multifocal motor neuropathy (MMN), fulfilling estab-
lished diagnostic criteria for the respective disease, as well as 74 controls were
screened for autoantibodies against the paranodal proteins caspr, contactin-1
and neurofascin-155 via immunohistochemic staining of murine teased fiber
preparations and/or ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). In the event
of a positive result, their specificity was confirmed via immunohistochemic stain-
ing on transfected HEK (human embryonic kidney)-293-cells and preincubation
experiments. 1gG subclasses and antibody titers in human material were ana-
lysed and complement binding to the autoantibodies, also under the influence of
therapeutic immunoglobulins (IVIG), was investigated in cell based assays and
ELISA based assays. Clinical features and therapy response in antibody-positive

patients were evaluated and compared to the experimental results.

IgG-autoantibodies against contactin-1 were found in four patients with CIDP,
IgG-autoantibodies against caspr were found in one patient with CIDP and one
with GBS. No further autoantibodies were detected neither in patients with CIDP,
GBS and MMN nor in the controls. The prevalences of autoantibodies against
axoglial paranodal proteins in this study therefore are at 4,76% in CIDP and GBS
and 0% in MMN. In the acute phase of the disease, autoantibodies of the IgG1
and IgG3 subclass could be detected (in two CIDP patients with anti-contactin-1
antibodies and one GBS patient with anti-caspr antibodies), whereas patients in

the chronic phase of the disease showed IgG4-autoantibodies (two CIDP patients



with anti-contactin-1 antibodies and one CIDP patient with anti-caspr antibodies).
Complement binding and activation in vitro depended on the amount of the IgG
subclasses 1gG1-1gG3, but not IgG4. Complement binding could be reduced by
IVIG dose-dependently. All CIDP-patients with autoantibodies showed a GBS-
like onset with severe motor involvement. Additional features of anti-contactin-1
positive neuropathy were ataxia and tremor, of anti-caspr positive disease neu-
ropathic pain. Electrophysiological studies revealed signs of conduction failure
accompanied by striking signs of axonal damage. As a histopathologic correlate,
a disruption of the nodal architecture and axonal loss were found. Patients only
responded well to IVIG in the beginning of the disease. Three patients with auto-
antibodies of the 1gG4 subclass (two patients with anti-contactin-1 and one pa-
tient with anti-caspr) were treated with rituximab, leading to a titer reduction ac-

companied by clinical and electrophysiological improvement in two patients.

The screening methods used in this study are suitable for the detection of auto-
antibodies against paranodal proteins. Antibody-positive patients define a small
subgroup of patients with inflammatory polyneuropathy that is characterized by
distinct clinical features. Histopathological findings and therapy response to anti-
body-depleting treatment in this study as well as findings of further studies argue
in favour of a pathogenetic relevance of the autoantibodies. Neuropathies asso-
ciated with paranodal autoantibodies could belong to the new entity of nodo-par-
anodopathies, sharing a characteristic pathomechanism with the node of Ranvier
being the site of attack. Complement binding and activation as well as response
to IVIG could be related to the predominant IgG subclass of the autoantibodies.
It could also influence the course and chronification of the disease. Therefore,
detection of autoantibodies against paranodal proteins might have a direct impact
on diagnostic and therapeutic strategies in patients with CIDP and GBS in the
future. Nevertheless, further clinical and experimental data, including data from
bigger and prospective studies are needed to understand and fully characterize
this novel entity.



2. Zusammenfassung

Kurzlich wurden bei immunvermittelten Neuropathien Autoantikérper gegen Pro-
teine des paranodalen axoglialen Komplexes beschrieben. Deren Charakteris-
tika, Pravalenzen, pathophysiologische Relevanz sowie Bedeutung fur Diagnos-
tik und Therapie sind jedoch noch nicht abschlieRend erforscht.

In dieser Studie wurden daher Seren und Plasmapheresematerial (PE-Material)
von 150 Patienten mit inflammatorischen Neuropathien, namlich 105 mit chro-
nisch inflammatorischer demyelinisierender Polyneuropathie (CIDP), 21 mit Guil-
lain-Barré-Syndrom (GBS) und 24 mit multifokaler motorischer Neuropathie
(MMN), welche etablierte diagnostische Kriterien der jeweiligen Krankheit erfll-
len, sowie 74 Kontrollen mittels immunhistochemischen Farbungen an murinen
Zupfnervenpraparaten und/oder ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
auf Autoantikorper gegen die paranodalen Proteine Caspr, Contactin-1 und Neu-
rofascin-155 untersucht. Bei positivem Ergebnis wurde deren Spezifitat mittels
immunhistochemischen Farbungen an transfizierten HEK (Human embryonic kid-
ney)-293-Zellen und Prainkubationsversuchen bestatigt. Es wurden die IgG-Sub-
klassen und die Antikorpertiter bestimmt und das Komplementbindungsverhalten
unter Zugabe von intravendsen Immunglobulinen (IVIG) mit zellbasierten und
ELISA-basierten Methoden analysiert. Klinische Merkmale und das Therapiean-
sprechen Antikorper-positiver Patienten wurden ermittelt und mit den experimen-

tellen Ergebnissen in Zusammenhang gesetzt.

IgG-Autoantikorper gegen Contactin-1 konnten bei vier Patienten mit CIDP nach-
gewiesen werden, IgG-Autoantikdrper gegen Caspr bei einem Patienten mit
CIDP und einer Patientin mit GBS. Es konnten keine weiteren Autoantikorper bei
CIDP-Patienten, GBS-Patienten, MMN-Patienten oder bei den Kontrollen detek-
tiert werden. Die Pravalenz von Autoantikorpern gegen axogliale paranodale Pro-
teine liegt somit in dieser Studie bei jeweils 4,76% bei CIDP und GBS und 0%
bei MMN. Die Antikérper gehorten bei Patienten in der akuten Erkrankungsphase

(zwei der CIDP-Patienten mit Anti-Contactin-1-Autoantikorpern und eine GBS-



Patientin mit Anti-Caspr-Autoantikérpern) hauptsachlich den Subklassen I1gG1
und IgG3 an, bei Patienten in der chronischen Phase (zwei der CIDP-Patienten
mit Anti-Contactin-1-Autoantikorpern, ein CIDP-Patient mit Anti-Caspr-Autoanti-
korpern) Uberwog die Subklasse IgG4. Experimentell kam es zur Komplement-
bindung und -aktivierung abhangig vom Gehalt der Subklassen 1gG1-3, nicht
aber IgG4; diese konnte durch die Zugabe von IVIG dosisabhangig gemindert
werden. Alle Autoantikorper-positiven CIDP-Patienten zeigten einen GBS-artigen
Beginn mit einer schweren motorischen Beteiligung. Anti-Contactin-1-positive
Patienten kennzeichnete klinisch zusatzlich das Vorkommen einer Ataxie und ei-
nes Tremors, Anti-Caspr-positive Patienten das Vorkommen starker neuropathi-
scher Schmerzen. Elektrophysiologisch standen neben Hinweisen auf eine Lei-
tungsstorung Zeichen einer axonalen Schadigung im Vordergrund. Als histopa-
thologisches Korrelat lagen eine nodale Architekturstérung und ein Axonverlust
vor. Die Patienten zeigten nur in der Anfangsphase der Erkrankung ein Anspre-
chen auf IVIG. Bei drei CIDP-Patienten mit IlgG4-Autoantikdrpern (zwei Patienten
mit Anti-Contactin-1-Antikorpern und ein Patient mit Anti-Caspr-Antikorpern)
wurde eine Therapie mit Rituximab durchgefiuhrt. Diese fuhrte zu einer Titerre-
duktion und zur zeitgleichen klinischen und elektrophysiologischen Befundbes-

serung bei zwei Patienten.

Die in dieser Arbeit angewandten Screeningmethoden fuhrten zum erfolgreichen
Nachweis von Autoantikdrpern gegen paranodale axogliale Proteine. Die Patien-
ten mit positivem Autoantikérpernachweis definieren eine kleine Untergruppe mit
ahnlichen klinischen Merkmalen im Kollektiv der Patienten mit inflammatorischen
Polyneuropathien. Histopathologische Merkmale sowie das Therapieansprechen
auf antikorperdepletierende Therapie sprechen in Kombination mit den Ergebnis-
sen weiterer Studien zu paranodalen Autoantikorpern fur eine pathogenetische
Relevanz der Autoantikérper. Mit einem charakteristischen, am Schnirring an-
setzenden Pathomechanismus konnten Neuropathien mit Nachweis von parano-
dalen Autoantikdrpern der kurzlich eingefuhrten Entitat der Nodo-Paranodopa-

thien angehdren. Die Komplementaktivierung und das Therapieansprechen der



Patienten auf IVIG stehen mdglicherweise in Zusammenhang mit der pradomi-
nanten IgG-Subklasse. Diese konnte auch in Bezug auf die Chronifizierung eine
Rolle spielen. Der Nachweis von Autoantikorpern gegen paranodale Proteine hat
wohlmadglich in Zukunft direkte Konsequenzen auf das diagnostische und thera-
peutische Prozedere bei Patienten mit CIDP und GBS; weitere klinische und ex-
perimentelle Daten aus groReren, prospektiven Studien sind jedoch zum weite-

ren Verstandnis und zur Charakterisierung dieser Entitat notwendig.



3. Einleitung

3.1 Inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathien

3.1.1 Definitionen und Subtypen

Inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathien sind seltene Autoimmun-
erkrankungen des peripheren Nervensystems (PNS). Diese heterogene Gruppe
von Erkrankungen kann je nach zeitlichem Verlauf in chronische und akute For-

men unterteilt werden.
3.1.1.1 Chronische inflammatorische Polyneuropathien

Bei der chronisch inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie
(CIDP) handelt es sich um eine erworbene, immunvermittelte, inflammatorische
Erkrankung der peripheren Nerven und Nervenwurzeln mit motorischen und/oder
sensiblen Dysfunktionen an mehr als einer Extremitat mit Persistenz oder Pro-
gredienz Uber einen Zeitraum von mindestens zwei Monaten und elektrophysio-
logischen oder histopathologischen Zeichen von Demyelinisierung. Neben der
klassischen Form der CIDP gibt es weitere Unterformen mit charakteristischen
klinischen und elektrophysiologischen Merkmalen sowie unterschiedlichem The-
rapieansprechen, die je nach Verteilungsmuster, zeitlichem Verlauf, befallener
Faserqualitat oder Komorbiditaten wie Paraproteinamien, Systemerkrankungen
oder spezifischen Symptomkomplexen weiter differenziert werden kénnen. Zu
den Unterformen mit typischem Verteilungsmuster zahlen beispielsweise die
multifokale erworbene demyelinisierende sensorische und motorische Neuropa-
thie (MADSAM), auch als Lewis-Summer-Syndrom bekannt, und die distal erwor-
bene demyelinisierende sensible Neuropathie (DADS), beim Nachweis von Anti-
MAG-Autoantikdrpern auch als Anti-MAG-Neuropathie bezeichnet (Saperstein et
al, 2001).



3.1.1.2 Akute inflammatorische Polyneuropathien

Die haufigste Form akuter inflammatorischer Polyneuropathien ist das Guillain-
Barré-Syndrom, eine immunvermittelte Polyradikuloneuropathie, die durch sym-
metrisch aufsteigende, innerhalb von vier Wochen progrediente Paresen der Ext-
remitaten einhergehend mit Hypo- und/oder Areflexie sowie einem monophasi-
schen Verlauf charakterisiert wird (Asbury & Cornblath, 1990; Hughes &
Cornblath, 2005). Auch hier liegen Unterformen vor, deren Pathophysiologie, kli-
nisches Bild, Schweregrad, Verlauf und Prognose sich teilweise stark unterschei-
den (van den Berg et al, 2014). Die klassische Form des GBS wird auch als akut
inflammatorische demyelinisierende Polyradikuloneuropathie (AIDP) bezeichnet
und zeigt elektrophysiologisch Zeichen von Demyelinisierung, wohingegen bei
der akut motorischen axonalen Neuropathie (AMAN) und der akut motorischen
und sensiblen axonalen Neuropathie (AMSAN) Zeichen axonaler Schadigung
prominent sind (Griffin et al, 1995; Hadden et al, 1998; Kuwabara & Yuki, 2013;
Winer, 2014). Weitere akute inflammatorische Polyneuropathien sind die akute
panautonome Neuropathie und das Miller-Fisher-Syndrom (MFS), welches mit
GQ1b-Antikdrpern assoziiert ist und sich klinisch mit der Trias aus Ophthalmople-

gie, Ataxie und Areflexie prasentiert (Chiba et al, 1992; Low et al, 1983).



3.1.2 Epidemiologie

Chronische inflammatorische Polyneuropathien sind seltene Erkrankungen mit
einer Pravalenz von 2-9 auf 100.000 bei CIDP und einem Erkrankungsgipfel jen-
seits des funften Lebensjahrzehnts (American Academy of Neurology AIDS Task
Force, 1991; Sander & Latov, 2003; Vedeler et al, 2013). Bei der MMN liegt die
Pravalenz bei 1-3 auf 100.000 (Muley & Parry, 2012). Das GBS hat in der kau-
kasischen Bevodlkerung eine mit dem Alter steigende jahrliche Inzidenz von 0,84-
1,91 auf 100.000; bei etwa 70% der Betroffenen wird ein vorangehender Infekt
berichtet (McGrogan et al, 2009). Nur 3-5% aller akuten inflammatorischen Poly-
neuropathien aufern sich in Form eines MFS (Govoni & Granieri, 2001). Die a-
xonalen Varianten des GBS kommen in der japanischen und chinesischen Be-
volkerung mit Pravalenzen von 30-47% wesentlich haufiger vor als in der kauka-
sischen Bevolkerung mit Pravalenzen von 5%; vorangehende Infekte werden hier
zudem haufiger beschrieben als bei der klassischen AIDP (Govoni & Granieri,
2001; Hughes & Cornblath, 2005). Diese sind bei der CIDP insgesamt noch sel-
tener (Dimachkie & Barohn, 2013). Manner sind von inflammatorischen Neuro-
pathien im Allgemeinen haufiger betroffen, beim GBS beispielsweise 1,5-mal

haufiger als Frauen (Maisonobe et al, 1996; van Doorn et al, 2008).



3.1.3 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie inflammatorischer Neuropathien ist angesichts der gro3en
Heterogenitat komplex und noch nicht vollstandig erforscht. Generell entstehen
die Erkrankungen durch Autoimmunitat gegen Antigene des peripheren Myelins
oder Axons. Dabei sind sowohl humorale Mechanismen, beispielsweise in Form
von Autoantikdrpern und Komplement, als auch zellulare Mechanismen, bei-
spielsweise in Form von autoreaktiven T-Zellen oder Makrophagen, beteiligt.
Folglich entsteht eine funktionelle und/oder strukturelle Schadigung an Elemen-
ten des PNS mit gestorter Erregungsweiterleitung durch Demyelinisierung, di-
rekte Interaktion des schadigenden Agens mit den an der Erregungsweiterleitung
beteiligten Strukturen und/oder axonale Schadigung. Diese Erkenntnisse wurden
in vivo und in vitro unter anderem durch histopathologische Studien, Passiv-
Transfer-Experimente und Untersuchungen von T-Zell-Populationen im periphe-

ren Blut gewonnen (Dalakas, 2015).

Bei der CIDP wird angenommen, dass komplementvermittelte und zellulare Me-
chanismen im Vordergrund stehen, histopathologisch nachweisbar durch peri-
vaskulare Makrophagen- und T-Zell-Infiltrationen; die humoralen Zielantigene der
Immunantwort sind jedoch grofdtenteils unbekannt (Hughes et al, 2006; Sommer
et al, 2005a). Bei akuten demyelinisierenden Erkrankungen wie beim GBS kann
ebenfalls eine T-Zell-Aktivierung nachgewiesen werden; es werden aber vor al-
lem humorale Mechanismen im Rahmen einer molekularen Mimikry nach Fremd-
antigenkontakt angenommen, wenn diese Antigene Glykokonjugat-Epitope mit
den Myelinglykoproteinen teilen (Dalakas, 2015; Yuki & Hartung, 2012). So ist
beispielsweise das Vorkommen von Anti-Gangliosid-Autoantikérpern wie Anti-
GM1-Antikérper, welche strukturelle Ahnlichkeit mit Lipopolysacchariden des Or-
ganismus Campylobacter jejuni aufweisen, assoziiert mit einer vorangegangenen
Infektion mit diesem Erreger; klinisch und experimentell Iasst sich unter Einfluss
von Anti-GM1-IgG eine axonale Neuropathie nachweisen (Kusunoki & Kaida,
2011; Yuki et al, 2004). Bei weiteren Unterformen der akuten Neuropathie wie

dem MFS konnten die Zielantigene bereits charakterisiert werden; hier liegen bei
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uber 90% der Patienten Anti-GQ1b-IgG vor (Chiba et al, 1992; Dalakas, 2015).
Diese Anti-Gangliosid-Antikdrper kdnnen eine hauptsachlich komplementvermit-
telte Schadigung induzieren (Berger et al, 2013; Hafer-Macko et al, 1996;
McGonigal et al, 2010; Zhang et al, 2004). Bei den chronischen Neuropathien
gelang ein Antikérpernachweis vor allem bei der Anti-MAG-Neuropathie und der
MMN. Bei letzterer sind bei Uber 50% aller Patienten Anti-GM1-IgM-Antikorper
nachweisbar (Van Asseldonk et al, 2005). Deren Pathogenitat wird in der Litera-
tur jedoch kontrovers diskutiert, auch wenn aktuellere Studien eher dafur spre-
chen und auch hier auf einen komplementvermittelten Mechanismus hinweisen
(Harschnitz et al, 2016; Harvey et al, 1995; Muley & Parry, 2012; Yuki et al, 2011).
Passiv-Transfer-Experimente mit Anti-GM1-Antikorpern an Nagern zeigten wi-
derspruchliche Ergebnisse, beispielsweise konnten die Antikorper zum Teil keine
elektrophysiologisch nachweisbaren Leitungsblocke induzieren (Harvey et al,
1995). Antikdrperunabhangig zeigen CIDP-Patienten ebenfalls eine terminale
Komplementaktivierung. So sind in deren Serum die Spiegel I6slicher, aktivierter
Komplementfaktoren erhoht (Quast et al, 2016). Die Ursache unterschiedlicher
Befallsmuster von motorischen oder sensiblen Nerven liegt vermutlich in der un-
terschiedlichen Zusammensetzung der Myelinglykoproteine bei spezifischen pa-
thogenen Antikoérpern (Dalakas, 2015). Insgesamt handelt es sich also um kom-
plexe und vor allem unterschiedliche Pathomechanismen nicht nur in den Haupt-
gruppen inflammatorischer Neuropathien, sondern auch innerhalb der Untergrup-
pen, was mit direkten Auswirkungen auf Diagnostik und Therapie behaftet ist. Die
Rolle des Ranvier'schen Schnirrings in der Pathophysiologie der CIDP wird in
Kapitel 3.2.2 und 6.1 thematisiert.

3.1.4 Klinisches Bild und Unterscheidungsmerkmale

Im Folgenden werden die klinischen Manifestationen und die Unterscheidungs-
merkmale insbesondere fur die drei haufigsten inflammatorischen Neuropathien,
namlich fur die CIDP, die MMN und das GBS, erlautert und in Tabelle 1 zusam-

mengefasst.
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im Verlauf ggf.
Muskelatrophie

meist erst spat
Muskelatrophie

CIDP MMN GBS
vorangehender Infekt | selten selten 70%
Erkrankungsdauer bis | > 8 Wochen > 8 Wochen <4 Wochen
zum Symptomnadir
Verteilung meist asymmetrisch meist
symmetrisch multifokal symmetrisch
motorisch > rein motorisch motorisch >
sensibel sensibel
motorische Symptome | proximal = distal > proxi- proximal =
distal, OE = UE | mal, OE > UE distal, OE = UE
sensible Beteiligung mild- schwer nicht vorhanden | meist mild
distal distal
motorische Beteiligung | mild-schwer, mild-schwer, mild-schwer,

25-38% beat-
mungspflichtig

Muskeleigenreflexe globale Hyporeflexie in | globale
Areflexie betroffenen Areflexie
Regionen
Hirnnervenbeteiligung | selten sehr selten haufig
vegetative Beteiligung | selten, meist nicht vorhanden | haufig (70%),
mild meist schwer

weitere neurologische
Symptome

ggf. Haltetre-
mor, ggf. Ataxie
ggf. Schmerzen

ggf. Haltetre-
mor, Faszikula-
tionen, Krampfe

ggf. Schmerzen

Verlauf

selten
monophasisch,
meist schub-
foérmig oder
schleichend
progredient

schleichend
progredient

monophasisch

Tabelle 1: klinisches Bild und Unterscheidungsmerkmale der inflammatorischen Polyneuropathien

CIDP, MMN und GBS

Abkiirzungen: CIDP = chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie, ggf. = gegebenen-
falls, GBS = Guillain-Barré-Syndrom, MMN = multifokale motorische Neuropathie, OE = obere Extremitét,
UE = untere Extremitét. Zur Quellenangabe siehe Flie3text in Kapitel 3.1.4.1 und 3.1.4.2.
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3.1.4.1 Symptome und Verteilungsmuster

Die motorischen Defizite bei inflammatorischen Neuropathien auf3ern sich in
Form von schlaffen Paresen. Wahrend diese bei der klassischen CIDP symmet-
risch proximal und distal verteilt sind und teilweise mit Atrophien einhergehen,
liegen bei der MMN asymmetrisch, multifokal und distal verteilte Paresen mit Be-
tonung der oberen Extremitat vor, erst spat im Krankheitsverlauf auch Atrophien;
zusatzlich imponieren hier Faszikulationen und Krampfe wesentlich haufiger
(Auer et al, 1989; Bouche et al, 1995; Muley & Parry, 2012; Parry & Clarke, 1988;
Saperstein et al, 2001). In der klinisch neurologischen Untersuchung zeigt sich
bei der CIDP und dem GBS meist eine generelle Areflexie, bei der MMN eine
Hyporeflexie in betroffenen Regionen (Van Asseldonk et al, 2005). GBS-Patien-
ten prasentieren sich mit schnell progredienten, symmetrisch distalen und proxi-
malen Paresen; 25-38% entwickeln eine Ateminsuffizienz mit Beatmungspflich-
tigkeit (Sudulagunta et al, 2015; van den Berg et al, 2014). Zur Hirnnervenbetei-
ligung kommt es bei der CIDP bei 10-24%, beim GBS bei 50%, am haufigsten in
Form von einer bilateralen fazialen Schwache und Schluckstérungen, bei der
MMN hingegen nur in sehr seltenen Fallen (Asbury & Cornblath, 1990; Axelsson
& Liedholm, 2002; Gorson et al, 1997; Maisonobe et al, 1996).

Sensible Symptome sind bei CIDP-Patienten bei Uber 70% klinisch objektivier-
bar; diese aullern sich in Form von akralen Hypasthesien, Parasthesien, Pall-
hypasthesien und Defiziten in der Propriozeption, sind meist aber weniger stark
ausgepragt als die motorischen Symptome (Dyck et al, 1975; McCombe et al,
1987). Sensible Defizite in Form von Hypasthesien und nur milden Parasthesien
kommen auch beim GBS haufig vor. Eine sensible Ataxie ist selten und kommt
bei 8% aller GBS-Patienten vor, bei den CIDP-Patienten meist bei den rein sen-
siblen Varianten (Sudulagunta et al, 2015; Vallat et al, 2010). Die MMN ist durch
klinisch ausschlief3dlich motorische Beteiligung gekennzeichnet, subklinisch kon-
nen aber auch sensible Fasern leichte pathologische Veranderungen aufweisen
(Corse et al, 1996). Ein hoher Anteil der GBS-Patienten von bis zu 89% entwickelt
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neuropathische Schmerzen; sie manifestieren sich in schmerzhaften Dysasthe-
sien, Ruckenschmerzen, Muskelschmerzen oder Meningismus und sind bei etwa
33% das Initialsymptom (Moulin et al, 1997; van Doorn et al, 2008). Bei CIDP-
Patienten tritt neuropathischer Schmerz bei 20% der Patienten auf, bei der MMN
in der Regel nicht (McCombe et al, 1987; Muley & Parry, 2012).

70% aller GBS-Patienten zeigen eine autonome Beteiligung, haufig in Form von
einer kardiovaskularen Dysregulation (Arrhythmien oder Blutdruckschwankun-
gen) sowie Blasenfunktionsstorungen. Bei der CIDP ist eine autonome Beteili-
gung seltener und die Patienten sind meist nur mild beeintrachtigt (Figueroa et
al, 2012). Zusatzliche Symptome wie Tremor werden mit unterschiedlicher Hau-
figkeit beschrieben: Ruhetremor ist nicht typisch, Halte- und Aktionstremor gelten
als selten, in zwei Studien aber auch als Charakteristikum bei 50-80% aller CIDP-
und MMN-Patienten (Busby & Donaghy, 2003; Cao et al, 2017; Saifee et al,
2013).

3.1.4.2 Krankheitsverlauf und Prognose

Bei der CIDP entwickelt sich der Nadir der Symptome meist langsam Uber einen
Zeitraum von Uber acht Wochen (American Academy of Neurology AIDS Task
Force, 1991). In 2-16% der Falle kommt es zu einem akuten, GBS-artigen Beginn
mit anschliefender Progression (Odaka et al, 2003; Ruts et al, 2010; Vallat et al,
2010). MMN-Patienten zeigen einen schleichenden Symptombeginn; in seltenen
Fallen wird jedoch auch von einem raschen Fortschreiten berichtet (Jaspert et al,
1996; Muley & Parry, 2012; Parry & Clarke, 1988). Der Nadir der motorischen
Symptome wird beim GBS hingegen definitionsgemal innerhalb von vier Wo-
chen erreicht, bei 50% der Patienten sogar innerhalb von zwei Wochen; nach
einem Plateau von 2-4 Wochen bessern sich die Symptome wieder und es bleibt
meist bei einem monophasischen Verlauf (American Academy of Neurology
AIDS Task Force, 1991; Asbury & Cornblath, 1990). Je nach Alter, Progress,

Symptomschwere, Beatmungspflichtigkeit, autonomer Dysfunktion
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und elektrophysiologischem Befund ist die Prognose variabel, von einer vollstan-
digen Rekonvaleszenz (60% nach 12 Monaten) Uber behandlungsbedurftige re-
siduelle Defizite (40% nach 12 Monaten, davon schwere Residuen bei 14%) bis
hin zum Tod an der Erkrankung bei 3-7%, meist durch eine autonome Dysfunk-
tion oder Komplikationen der maschinellen Beatmung (Rajabally & Uncini, 2012;
van den Berg et al, 2014). Bei 2-5% treten Ruckfalle auf (Kuitwaard et al, 2009b).
Die CIDP kann monophasisch, schubformig rekurrent, schleichend progredient
oder schubformig progredient verlaufen. Abhangig vom Erkrankungsalter, der
Verlaufsform und dem Therapieansprechen variiert die Prognose stark, ist insge-
samt jedoch gut (Vallat et al, 2010). Die MMN verlauft meist schleichend progre-
dient, die Funktionalitat eines Groldteils der Patienten im Alltag ist jedoch meis-
tens aufgrund des guten Therapieansprechens auf intravendse Immunglobuline
(IVIG) wenig eingeschrankt und die Mortalitdt extrem gering (Muley & Parry,
2012).

3.1.5 Diagnostik

Die Diagnose demyelinisierender inflammatorischer Polyneuropathien erfolgt an-
hand der Anamnese, des klinischen Bildes und des Verlaufes in Kombination mit
Elektrophysiologie und Liquordiagnostik. Anhand spezieller serologischer, hu-
mangenetischer oder Liquor-Untersuchungen kdonnen Differentialdiagnosen aus-
geschlossen werden. Erganzend kénnen bildgebende Verfahren oder weitere
elektrophysiologische Zusatzuntersuchungen angewandt werden. In unklaren
Fallen steht die histopathologische Diagnostik mittels Hautbiopsien oder Nerven-
biopsien zur Verfigung (Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur
Neurologie, 2012). Die klinischen Merkmale wurden bereits in Kapitel 3.1.4 er-
lautert; die Charakteristika in der Liquordiagnostik, apparativen Diagnostik und
Histopathologie sowie etablierte Diagnosekriterien, welche zur Selektion der Pa-

tienten dieser Studie verwendet wurden, werden im Folgenden vorgestellt.
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3.1.5.1 Liquoranalyse, apparative elektrophysiologische und bildge-

bende Diagnostik, Histopathologie

In der Liquordiagnostik zeigt sich bei demyelinisierenden entztindlichen Polyneu-
ropathien ein charakteristischer Befund, die zytoalbuminare Dissoziation als Zei-
chen einer Radikulitis. Man versteht darunter eine Erhdhung des Gesamtliquorei-
weildes, bei 90% aller CIDP-Patienten auf Werte >1 g/I, bei normwertiger Leuko-
zytenzahl von <10 Zellen/ul (Brettschneider et al, 2005; Vedeler et al, 2013). Bei
ebenfalls erhohter Zellzahl im Rahmen einer Schrankenstorung sind differential-
diagnostisch systemische Erkrankungen auszuschliel3en (Vallat et al, 2010). Bei
der MMN ist normalerweise keine zytoalbuminare Dissoziation nachweisbar, bei
GBS-Patienten bei 80% aller Patienten, in den ersten Erkrankungswochen aller-
dings seltener (Bouche et al, 1995; Hughes & Cornblath, 2005; Vucic et al, 2009).

Elektrophysiologisch stehen bei der akuten und chronischen demyelinisierenden
Polyneuropathie Zeichen der segmentalen oder globalen De- und Remyelinisie-
rung wie reduzierte motorische und sensible Nervenleitungsgeschwindigkeiten,
verlangerte distal motorische Latenzen und F-Wellen-Latenzen gegebenenfalls
mit F-Wellen-Verlust und zeitliche Dispersion im Vordergrund; typisch sind zu-
dem partielle Leitungsblocke (American Academy of Neurology AIDS Task
Force, 1991; Dyck et al, 1975). Axonale Varianten inflammatorischer Neuropa-
thien, beispielsweise die AMAN, sind durch eine distale Amplitudenreduktion bei
normwertiger Nervenleitungsgeschwindigkeit gekennzeichnet (Sudulagunta et
al, 2015). Bei der CIDP ist ein frihes ,axonales” Muster selten (Uncini et al, 1996;
Vallat et al, 2010). Charakteristisch fur die MMN sind mehrere komplette Lei-
tungsbldcke an flur Engpasssyndrome untypischen Stellen mit Betonung der Arm-
nerven; die oben genannten Zeichen von Demyelinisierung kbnnen, mussen aber
nicht vorliegen und sensible Nervenleitungsgeschwindigkeiten sind normwertig,
auch an Ableitungspunkten motorischer Leitungsblécke (Chaudhry et al, 1994;
Muley & Parry, 2012; Parry & Clarke, 1988). In der sensiblen Elektroneurographie
zeigen sich bei der CIDP und beim GBS hingegen pathologische Werte. Spezi-
fisch, jedoch nicht sensitiv fur die demyelinisierenden Neuropathien CIDP und
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AIDP gegenuber axonalen Varianten oder anderen Erkrankungen ist das soge-
nannte ,sural sparing®, bei dem das Potential am Nervus suralis noch ableitbar,
am Nervus medianus oder anderen Armnerven jedoch bereits nicht mehr ableit-
bar ist (Hiew & Rajabally, 2016). Elektromyographisch zeigen sich bei (sekunda-
rer) axonaler Degeneration sowohl bei der CIDP als auch bei der MMN Zeichen
von Spontanaktivitat in Form von positiven scharfen Wellen und Fibrillationspo-
tentialen sowie ein chronisch neurogenes Schadigungsmuster mit hohen, poly-
phasischen und verlangerten Potentialen motorischer Einheiten und einem ge-
lichteten Interferenzmuster (Van Asseldonk et al, 2005). Beim GBS sind elektro-
myographische Zeichen einer axonalen Degeneration mit einer schlechteren

Prognose assoziiert (Hughes & Cornblath, 2005).

Histopathologisch ist bei der CIDP in der Suralisbiopsie vor allem an den dicken
Nervenfasern eine segmentale Demyelinisierung typisch, teilweise einhergehend
mit einem Axonverlust. Dieser ist lichtmikroskopisch und elektronenmikrosko-
pisch unter Verwendung von Paraffinschnitten und Semidunnschnitten, die seg-
mentale Demyelinisierung immunhistochemisch an Zupfnervenpraparaten nach-
weisbar (Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie,
2012). Sichtbar sind Zwiebelschalenformationen als Zeichen chronischer De-
und Remyelinisierung und subperineurale oder endoneurale Odeme. Inflamma-
tion zeigt sich typischerweise durch perivaskulare Makrophagenansammlungen
im Endoneurium; auch T-Zell-Infiltrate kdnnen nachgewiesen werden (Sommer
et al, 2005a; Vallat et al, 2010). Zwar ist die Biopsie bei den folgenden Erkran-
kungen kein Teil der Routinediagnostik, ahnliche Befunde liegen allerdings auch
bei der AIDP und vereinzelt in milder Form bei der MMN vor, bei der AMAN hin-
gegen wurden normale Biopsiebefunde berichtet (Corse et al, 1996; Ho et al,
1997; Hughes et al, 1992).
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Obig beschriebene, typische laborchemische, elektrophysiologische und histopa-

thologische Befunde sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

CIDP MMN AIDP AMAN
Liquorbefund zytoalbuminare | normal z.T. z.T.
Dissoziation zytoalbumindre | zytoalbuminéare
Dissoziation Dissoziation
motorische NG
Amplitude /] R /] !
NLG ! /| ! o
dmL ) /1 ) o
Dispersion ja nein ja nein
Leitungsblécke partiell/ komplett/ partiell | komplett/ komplett/
komplett/ & partiell/ & partiell/ &
F-Wellen-Latenz | 1/ Verlust < [ 1/ Verlust 1/ Verlust < [ 1/ Verlust
sensible NG
N. medianus
Amplitude L/ — L/ —
NLG L/ > L/ JEN
N. suralis
Amplitude ) — ) —
EMG
WillkUraktivitat neurogenes neurogenes z.T. neurogenes | z.T. neurogenes
Schadigungs- Schadigungs- Schadigungs- Schadigungs-
muster muster muster muster
Spontanaktivitét | ja ja z2.T.ja z2.T.ja
Suralisbiopsie Demyelinisie- z.T. milde Demyelinisie- normal
rung, z.T. axo- Demyelinisie- rung, z.T. axo-
naler Verlust rung naler Verlust
Entzindung Entzindung

Tabelle 2: Charakteristische Befunde inflammatorischer Polyneuropathien in der Liquordiagnostik,
der elektrophysiologischen Diagnostik und in der Histopathologie

Die jeweils hdufigeren Befunde werden zuerst genannt. Abkiirzungen: @ = keine, 1 = erhbht/verldngert, | =
erniedrigt/verkirzt, < = normwertig, AIDP = akut inflammatorische demyelinisierende Neuropathie, AMAN
= akut motorische axonale Neuropathie, CIDP = chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuro-
pathie, dmL = distal motorische Latenz, EMG = Elektromyographie, MMN = multifokale motorische Neuro-
pathie, NG = Neurographie, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, z.T. = zum Teil. Quellenangabe siehe
FlieBtext.
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Weitere fur die CIDP typische Befunde in der apparativen Diagnostik kbnnen ver-
langerte Latenzen bei somatosensibel evozierten Potentialen oder eine patholo-
gische MR-Bildgebung in Form von Kontrastmittelaufnahme, Signalanhebungen
oder Hypertrophie an den Nervenwurzeln oder am Plexus sein (Vallat et al,
2010). Bei der MMN wurden ebenfalls pathologische somatosensibel evozierte
Potentiale sowie Signalanhebungen im Armplexus in der MR-Bildgebung be-
schrieben (Valls-Sole et al, 1995; Van Asseldonk et al, 2005).

3.1.5.2 INCAT-, Brighton- und EFNS-Diagnosekriterien

Tabelle 3, Tabelle 4, Tabelle 5 und Tabelle 6 stellen die fir diese Arbeit relevan-
ten Diagnosekriterien inflammatorischer Polyneuropathien vor: die INCAT-Krite-
rien far CIDP, Brighton-Kriterien fur GBS und EFNS-Kriterien fur MMN, jeweils
aus den Originalquellen ins Deutsche Ubersetzt und zusammengefasst (Hughes
et al, 2001; Sejvar et al, 2011; Van Schaik et al, 2010).

klinische Merkmale motorische und sensible Dysfunktion an > 1
Extremitat aufgrund einer Neuropathie
Verlauf: Dauer von > 2 Monaten, progredient

oder schubférmig

Muskeleigenreflexe Hypo- oder Areflexie

Liquordiagnostik <10 Leukozyten/ul

Elektrophysiologie

entweder 1. partieller Leitungsblock oder abnormale zeitli-

che Dispersion an mind. zwei Nerven sowie
signifikant reduzierte NLG, verlangerte dmL,
verlangerte F-Wellen-Latenz oder F-Wellen-

Verlust an mind. einem weiteren Nerven

oder 2. bei fehlendem Leitungsblock oder abnormaler
zeitlicher Dispersion signifikant reduzierte
NLG, verlangerte dmL, verlangerte F-Wellen-
Latenz oder F-Wellen-Verlust an mind. drei

Nerven
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partieller Leitungsblock

signifikant reduzierte NLG
signifikant verlangerte dmL

signifikant verlangerte F-Wellen-Latenz

< 80% des UNGW
2 125% des ONGW
= 150% des ONGW

oder 3. bei neurophysiologisch signifikant abnorma-
len Werten an nur zwei Nerven auch eindeu-
tige Zeichen von Demyelinisierung in der Su-
ralisbiopsie

Definitionen

= 20% Amplitudendifferenz zwischen proxi-

maler und distaler Amplitude

Tabelle 3: INCAT-Diagnosekriterien fiir CIDP, (ibersetzt nach Hughes et al., 2001
Alle Kategorien (Zeile 1-4) miissen zur sicheren Diagnose einer CIDP zutreffen. Abkiirzungen: dmL = distal
motorische Latenz, mind. = mindestens, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, ONGW = oberer Norm-
grenzwert, UNGW = unterer Normgrenzwert (Hughes et al, 2001).

Level 1 Level 2 Level 3
klinische bilaterale schlaffe bilaterale schlaffe bilaterale schlaffe
Merkmale Paresen der Extremi- Paresen der Extremi- Paresen der Extremi-
taten; keine wahr- taten; keine wahr- taten; keine wahr-
scheinlichere Alterna- | scheinlichere Alterna- | scheinlichere Alterna-
tivdiagnose tivdiagnose tivdiagnose
Verlauf monophasisch, Symp- | monophasisch, Symp- | monophasisch, Symp-
tomnadir zwischen 12 | tomnadir zwischen 12 | tomnadir zwischen 12
Stunden und 28 Tagen | Stunden und 28 Tagen | Stunden und 28 Tagen
mit folgender Pla- mit folgender Pla- mit folgender Pla-
teauphase erreicht teauphase erreicht teauphase erreicht
Muskeleigen- Hypo-/Areflexie an be- | Hypo-/Areflexie an be- | Hypo-/Areflexie an be-
reflexe troffenen Extremitaten | troffenen Extremitaten | troffenen Extremitaten
Liquordiagnostik | zytoalbuminare Disso- | < 50 Leukozyten/ul -
ziation (erhohtes Ei- oder nicht durch-
weil}, <50 Leukozy- geflhrt
ten/pl)
Elektrophysio- typisch fur GBS typisch fur GBS, wenn | -
logie (siehe keine Liquordiagnostik
Tabelle 5) durchgefiihrt wurde

Tabelle 4: Brighton-Diagnosekriterien fiir GBS I, l(ibersetzt nach Sejvar et al., 2011
Alle Kategorien (Zeilen) miissen zur Diagnose eines GBS gleichzeitig zutreffen und kénnen je nach diag-
nostischer Sicherheit so in drei Diagnoselevel (Spalten) getrennt werden (Sejvar et al, 2011).
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AIDP

AMSAN

AMAN

mind. eine der folgenden
Eigenschaften an zwei Nerven

ODER

mind. zwei der folgenden Eigen-
schaften an einem Nerv, wenn die an-
deren Nerven nicht ableitbar sind und
das SAP > 10% des UNGW ist:

NLG < 90% des UNGW

dmL > 110% des ONGW
Verhaltnis proximales SAP zu
distalem SAP < 0,5 und distales
SAP > 20% des UNGW
F-Wellen-Latenz < 120% des
ONGW

keine der Eigenschaften
der AIDP (Spalte 1) vor-
handen

AUSSER einer demyeli-
nisierenden Eigenschaft,
wenn das distale SAP
<10% des UNGW

UND

SNAP <10% des UNGW

keine der Eigenschaften
der AIDP (Spalte 1) vor-
handen

AUSSER einer demyeli-
nisierenden Eigenschaft,
wenn das distale SAP
<10% des UNGW

UND

SNAP normwertig

Tabelle 5: Brighton-Diagnosekriterien fiir GBS I, (ibersetzt nach Sejvar et al., 2011
Elektrophysiologische Kriterien der einzelnen Unterformen AIDP, AMSAN und AMAN. Abkiirzungen: AIDP
= akut inflammatorische demyelinisierende Polyradikuloneuropathie, AMAN = akut motorische axonale Neu-
ropathie, AMSAN = akut motorisch sensible axonale Neuropathie, mind. = mindestens, ONGW = oberer
Normgrenzwert, SAP = Summenaktionspotential, SNAP = sensibles Nervenaktionspotential, UNGW = un-
terer Normgrenzwert (Sejvar et al, 2011).
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klinische Kriterien
der MMN

Hauptkriterien (beide mussen erfiillt sein)

1.

langsam progrediente oder schrittweise progrediente, fokale,
asymmetrische Schwache einer/mehrerer Extremitaten mit
Beteiligung mind. zweier Nerven > 1 Monat

keine objektivierbaren sensiblen Defizite (Ausnahme: leichte

Pallhypasthesien der UE)

supportive klinische Kriterien

N o g &~ w

Beteiligung der OE > UE

Hypo- oder Areflexie an der betroffenen Extremitat

keine Hirnnervenbeteiligung

Krampfe und Faszikulationen an der betroffenen Extremitat

gutes Ansprechen auf IVIG

Ausschlusskriterien

8.
9.

10.

11.

Zeichen des ersten Motorneurons

bulbare Beteiligung

sensible Beteiligung starker ausgepragt als reine
Pallhypasthesie der unteren Extremitat

diffuse, symmetrische Schwache wahrend der ersten Wochen

der Erkrankungsmanifestation

Elektrophysiologische
Kriterien eines

Leitungsblockes (LB)

definitiver LB

Reduktion der negativen peak-SAP-Flache proximal vs. distal >
50%

negative peak-SAP-Amplitude bei distaler Stimulation des Seg-
mentes mit LB >20% des UNGW und > 1mV

Zunahme der negativen peak-SAP-Dauer von proximal nach dis-
tal < 30%

wahrscheinlicher LB

Reduktion der negativen peak-SAP-Flache proximal vs. distal
um mind. 30% Uber ein langes Segment an einem Nerven der
OE mit Zunahme der proximalen zu distalen negativen peak-
SAP-Dauer < 30%

ODER: Reduktion der negativen peak-SAP-Flache proximal vs.
distal um mind. 50% (wie definitiver LB) mit Zunahme der proxi-
malen zu distalen negativen peak-SAP-Dauer > 30%

normale sensible Elektroneurographien an den Segmenten der
OE mit LB (sh. Ausschlusskriterien)
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Supportive Kriterien

1. erhohte Anti-Gangliosid-GM1-IgM-Titer
Liquor: erhdhtes Gesamtliquoreiweil} (<1 g/l)
MR-Bildgebung mit erhéhter T2-Signalintensitat am Plexus
Brachialis und diffuser Nervenschwellung

4. objektivierbare klinische Besserung unter IVIG-Therapie

Diagnostische

Kategorien

Definitive MMN

— klinische Kriterien 1, 2, 8-11 UND elektrophysiologische Kriterien
1 und 3 an einem Nerven

Wahrscheinliche MMN

— klinische Kriterien 1, 2, 8-11 UND elektrophysiologische Kriterien
2 und 3 an zwei Nerven

— klinische Kriterien 1, 2, 8-11 UND elektrophysiologische Kriterien
2 und 3 an einem Nerven UND mind. zwei supportive Kriterien

Mégliche MMN

— klinische Kriterien 1, 2, 8-11 UND normale sensible Elektroneu-
rographie UND supportives Kriterium 4

— klinisches Kriterium 1, aber Beteiligung nur eines Nervens, Kri-
terien 2, 8-11 UND elektrophysiologische Kriterien 1 oder 2

und 3 an einem Nerven

Tabelle 6: EFNS-Kriterien fiir MMN, iibersetzt nach van Schaik et al., 2010
Abklirzungen: IVIG = intravendse Immunglobuline, LB = Leitungsblock, mind. = mindestens, MMN = moto-
rische multifokale Neuropathie, MR = Magnetresonanztomographie, OE = obere Extremitat, ONGW = oberer
Normgrenzwert, SAP = Summenaktionspotential, UE = untere Extremitat, UNGW = unterer Normgrenzwert,
vs. = versus (Van Schaik et al, 2010).

3.1.6 Therapie inflammatorischer Polyneuropathien

Die Therapieoptionen bei den inflammatorischen Neuropathien werden im Fol-

genden erlautert, das jeweilige Ansprechen bei CIDP, MMN und GBS ist in Ta-

belle 7 zusammengefasst. Auf die fur diese Arbeit relevante Therapie mit IVIG

und Rituximab wird in den folgenden Kapiteln ausfuhrlich eingegangen.
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3.1.6.1 Therapieoptionen und -ansprechen bei GBS, CIDP und MMN

Das GBS wird mit IVIG in einer Dosis von 0,4 g/kg Korpergewicht (KG) pro Tag
an 5 Tagen oder 1 g/kg KG pro Tag an 2 Tagen oder Plasmapherese (PE)-Zyklen
von 5 Plasmaaustauschen mit je 1,5 | Plasmavolumen Uber 1-2 Wochen behan-
delt (Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie, 2015).
Eine Therapie mit IVIG innerhalb von zwei Wochen nach Erkrankungsbeginn
fuhrt beim GBS zu einer signifikanten Besserung und ist einer PE-Therapie eben-
birtig; eine Kombination bringt keinen Vorteil (Chevret et al, 2017; Hughes, 1997;
Hughes et al, 2014; van Doorn et al, 2008). Kortikosteroide sind beim GBS hin-
gegen wirkungslos (Hughes et al, 2016; Vucic et al, 2009). Eine engmaschige
Kontrolle der Vitalparameter, der Vitalkapazitat und der Muskelkraft bei maRigem
bis schweren Verlauf mit gegebenenfalls intensivmedizinischer Behandlung ist
aufgrund der Gefahr kardialer Arrhythmien und einer drohenden respiratorischen
Insuffizienz sinnvoll (Hughes & Cornblath, 2005; Kommission Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fur Neurologie, 2015). Eine langfristige immunsuppres-
sive Therapie wird meist nur beim Ubergang in eine chronische Erkrankung
durchgefuhrt (Stoll & Reiners, 2016). Medikamente, die spezifisch am komple-
mentvermittelten Pathomechanismus (siehe Kapitel 3.1.3) angreifen, wie eine
Therapie mit dem monoklonalen Antikdrper gegen den Komplementfaktor C5
Eculizumab, befinden sich derzeit noch in der klinischen Erprobung (Davidson et
al, 2017; Yamaguchi et al, 2016).

Die CIDP wird in der akuten Erkrankungsphase leitliniengerecht mit PE (5/10
Plasmaaustausche uber 2/4 Wochen), IVIG in einer Dosis von 0,4 g/kg KG pro
Tag Uber 5 Tage oder Kortikosteroiden behandelt. Letztere kdbnnen sowohl als
Methylprednisolon-Sto3therapie mit 500-1000 mg pro Tag Methylprednisolon an
3-5 Tagen mit anschlieBender Reduktion auf eine orale Erhaltungsdosis oder mit
Wiederholung alle 4 Wochen, aber auch als orale Behandlung mit 1 mg/kg Pred-
nisolon-Aquivalent pro Tag durchgefiihrt werden (Kommission Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fur Neurologie, 2015). Etwa 54-76% aller CIDP-Patien-
ten sprechen auf eine immunmodulatorische Therapie an (Berger et al, 2013;
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Ripellino et al, 2014). In der Dauertherapie ist sowohl fur IVIG als auch fur Korti-
kosteroide langfristig eine Wirkung bestatigt; es wird dabei idealerweise mdg-
lichst nebenwirkungsarm therapiert, gleichzeitig aber eine Progredienz der Er-
krankung verhindert (Hughes et al, 2008; Kommission Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft fur Neurologie, 2015). Bei mangelndem Ansprechen, Unvertraglich-
keit oder unerwinschten Nebenwirkungen stehen Immunsuppressiva zur Verfu-
gung: Die beste Evidenz liegt fur eine Cyclophosphamid-Pulstherapie, z.B. mit
einer Induktion mit 350 mg/m? Korperoberflache (KOF) an drei aufeinanderfol-
genden Tagen mit anschlieBender Erhaltungstherapie von 600 mg/m? KOF in 6-
8-wochigen Abstanden vor (Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft
fur Neurologie, 2015; Mahdi-Rogers et al, 2017). Weitere Immunsuppressiva wie
Methotrexat, Mycophenolat-Mofetil oder Rituximab werden in der Literatur nur in
Einzelfallen als wirksam beschrieben, die Verabreichung dieser wird daher nicht
generell als Therapieoption empfohlen, sondern bedarf einer individuellen Abwa-

gung (Van den Bergh et al, 2010).

Goldstandard in der Therapie der MMN sind IVIG (van Schaik et al, 2005). Diese
werden Uber 2-5 Tage alle 4-8 Wochen in einer Dosis von 2 g/kg KG oder alle 2-
4 Wochen in einer Dosis von 1 g/kg KG verabreicht; auch eine subkutane Gabe
in gleicher Dosis ist beim Wunsch nach mehr Patientenautonomie mdglich
(Eftimov et al, 2009; European Federation of Neurological Societies/Peripheral
Nerve Society, 2010). Beim Nichtansprechen auf die Therapie kann Cyclophos-
phamid eingesetzt werden; PE und Kortikosteroide werden aufgrund von fehlen-
der Besserung beziehungsweise sogar Verschlechterung der Symptome aller-
dings nicht empfohlen (Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur
Neurologie, 2015). Neue spezifische Therapien wie Rituximab oder Eculizumab
zeigen vereinzelt Erfolge, jedoch ist die derzeitige Datenlage hierzu fur eine Emp-
fehlung nicht ausreichend (Fitzpatrick et al, 2011; Nobile-Orazio & Gallia, 2013;
Stieglbauer et al, 2009).
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CIDP MMN GBS
IVIG gut sehr gut gut
PE gut kein Anspre- gut
chen, z.T. Ver-
schlechterung
Kortikosteroide gut kein Anspre- kein Anspre-
chen, z.T. Ver- | chen, z.T. Ver-
schlechterung schlechterung
Immunsuppressiva malfig vereinzeltes An- | n.d.
sprechen
zielgerichtete Therapie
Anti-CD20 (Rituximab) | z.T. gutes An- | z.T. gutes An- z.T. gutes An-
Anti-C5 (Eculizumab) | sprechen sprechen sprechen

Tabelle 7: Therapieansprechen bei CIDP, MMN und GBS

Abklirzungen: CIDP = chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie, GBS = Guillain-
Barré-Syndrom, IVIG = intravenése Immunglobuline, MMN = multifokale motorische Neuropathie, n.d. =
nicht durchgefiihrt, PE = Plasmapherese, z.T. = zum Teil. Quellenangabe siehe Flie3text.

3.1.6.2 Intravendse Immunglobuline (IVIG)

Die Therapie mit IVIG ist die einzige immunmodulatorische Therapie, die sowohl
bei der CIDP, der MMN als auch beim GBS wirksam ist und als Therapie der
ersten Wahl empfohlen wird. Im Folgenden werden Eigenschaften, Verabrei-

chung und Wirkmechanismus beschrieben.
3.1.6.2.1 Eigenschaften und Verabreichung

Immunglobuline werden aus gepooltem Plasma von bis zu 10.000 Spendern uber
Plasmafraktionierung, dem sogenannten Cohn-Prozess, gewonnen und unter
Verwendung verschiedener Zucker und Albumin stabilisiert; mogliche Infektions-
quellen werden Uber verschiedene Verfahren inaktiviert (Boros et al, 2005;
Dalakas, 1997). Immunglobuline enthalten zu > 95% IgG mit einer etwa der Sub-
klassenverteilung im menschlichen Plasma (siehe Kapitel 3.3) entsprechenden
Zusammensetzung von bis zu 70% lgG1, bis zu 38% 1gG2, bis 6% IgG3 und bis
2,6% 1gG4, des Weiteren immunmodulatorische 16sliche Peptide und Leukozy-
tenantigene (Dalakas, 1997). Bis zu 40% der IgG-Antikorper liegen als Dimere

vor und binden antiideotypisch an die Fab (Fragment antigen binding)-Regionen
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anderer IgG (Dalakas, 1997). Die Verabreichung kann intravends oder subkutan
erfolgen (Leussink et al, 2016). Es wird aufgrund empirischer Erfahrung die
Durchfihrung einer intravendsen Hochdosistherapie mit 1-3 g/kg KG empfohlen
(Jacob & Rajabally, 2009). Dabei ist ein bis zu funffacher Anstieg des Serum-
Gesamt-IgG-Gehalts bis zu 61,6 mg/ml (Normwert 5,45-15,60 mg/ml) mit Maxi-
mum am dritten bis fUnften Tag nach Verabreichung nachweisbar, allerdings gibt
es hohe interindividuelle Unterschiede (Dalakas, 1994; 2002; Kuitwaard et al,
2009a; Vlam et al, 2014). In einer Gruppe von MMN-Patienten lag die Differenz
des IgG-Spiegels im Serum vor IVIG-Gabe und am funften Tag nach IVIG-Gabe
bei AlgG = 23,4 mg/ml (Vlam et al, 2014). Die Halbwertszeit der Immunglobuline
liegt im Allgemeinen bei 18-32 Tagen; die Gabe ist gemal der Literatur alle 8-12
Wochen, im klinischen Alltag jedoch oft in kurzeren Intervallen notwendig (Jacob
& Rajabally, 2009; Kuitwaard et al, 2009a). Die verabreichten IgG kénnen die
Blut-Hirn-Schranke Uberwinden (Dalakas, 2002).

3.1.6.2.2 Wirkmechanismus

Die Wirkungsweise von IVIG bei immunvermittelten Neuropathien ist multimodal,
jedoch werden als Wirkmechanismus von IVIG bei antikdrpervermittelten Auto-
immunerkrankungen grundsatzlich zwei Prinzipien vorgeschlagen: entweder ers-
tens eine uber das Fab-Fragment der humanen Immunglobuline vermittelte di-
rekte Bindung an ein Antigen beziehungsweise als antiidiotypischer Antikdrper
an Autoantikorper, oder zweitens eine Bindung an das Fc-Fragment von Autoan-
tikorpern (siehe Kapitel 3.3). Dabei kommt es zur Inhibierung, Neutralisierung o-
der Modifikation zahlreicher humoraler sowie zellularer Effektorfunktionen (Boros
et al, 2005; Kuitwaard et al, 2009a). Zu diesen zahlen das Komplementsystem
(siehe Kapitel 3.4), das Zytokinnetzwerk und Antikdrper als humorale Funktionen
sowie die Modulation der B- und T-Zell-Aktivierung und die Modulation der Funk-

tion dendritischer Zellen und Makrophagen als zellulare Funktionen.
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Wahrend die Bindung an das Fab-Fragment von Autoantikérpern eine Neutrali-
sierung bewirkt, kann durch Fc-Bindung die Funktion der Autoantikdrper Uber
Veranderung der Halbwertszeit eingeschrankt werden, beispielsweise durch Gly-
kolysierung (Bleeker et al, 2001; Boros et al, 2005; Dalakas, 2002). Hochdosis-
Immunglobuline beeinflussen das Komplementsystem durch Inhibierung von ak-
tivierten Komplementfaktoren Gber enthaltene neutralisierende Antikorper gegen
C1, C3a, C3b und C4b sowie durch Inhibierung der C3-Konvertaseaktivitat und
Akzeleration einer Degradierung von C3b (Boros et al, 2005; Jacob & Rajabally,
2009). Folglich wird die Bildung des Membranangriffskomplexes verhindert
(Dalakas, 2002). Bei der CIDP konnte beispielsweise ein schneller, aber voruber-
gehender positiver Effekt von IVIG auf die Muskelkraft gezeigt werden, welcher
also generell repetitive 1VIG-Gaben noétig macht. Mechanistisch wird hierbei so-
wohl die direkte Inhibierung von Autoantikérpern, welche einen Einfluss auf die
axonale Erregbarkeit haben, als auch die unmittelbare Beeinflussung des Kom-
plementsystems vorgeschlagen, weniger aber langfristige Effekte auf De- und
Remyelinisierung (Berger et al, 2013). Ein langfristiger Effekt wird eher durch die
Minderung immunkomplexvermittelter Pathologien durch die Attenuierung von
Komplement erreicht (Lutz et al, 2004). Bei akuten inflammatorischen Polyneu-
ropathien mit Autoantikérpern gegen die Ganglioside GQ1b und GD1a konnte in
vitro eine Reduktion der Komplementbindung- und Aktivierung durch Zugabe von
IVIG gezeigt werden (Jacobs et al, 2003; Sudo et al, 2014; Zhang et al, 2004).
Auch bei der MMN verhindert IVIG in vitro eine Anti-GM1-IgM-vermittelte Kom-
plementbindung- und Aktivierung (Piepers et al, 2010; Yuki et al, 2011).

Zusammenfassend wird eine Wirkung von IVIG bei inflammatorischen Neuropa-
thien durch eine Kombination der einzelnen Mechanismen, insbesondere der
Komplementinhibierung und Antikérperneutralisation, angenommen (Berger et
al, 2013; Dalakas, 2002).
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3.1.6.3 Rituximab

Rituximab ist ein chimarer monoklonaler Antikorper, der gegen das B-Zell-Ober-
flachenantigen CD20 gerichtet ist und zur B-Zell-Depletion fuhrt. CD20 wird in
allen B-Zell-Stadien bis auf die Stadien der pro-B-Zelle, des Plasmablasten und
der Plasmazelle exprimiert (Cragg et al, 2005; Linker & Kieseier, 2008; Schroder
A. et al, 2009). Rituximab wurde erstmals 1997 in den USA zugelassen; in der
EU ist es unter dem Handelsnamen MabThera® und Truxima® fur chronisch-
lymphatische Leukamie, Non-Hodgkin-Lymphome, schwere rheumatoide Arthri-
tis, Granulomatose mit Polyangiitis und mikroskopische Polyangiitis zugelassen
(European Medicine Agency, 2009; 2017; McLaughlin et al, 1998; Singh et al,
2010). Auch in der Neurologie hat Rituximab ein weites Anwendungsspektrum,
beispielsweise bei der Neuromyelitis optica, der Myasthenia gravis und den Im-
munneuropathien, wird jedoch ausschlieBlich als Off-Label-Therapie eingesetzt
(Hehir et al, 2017; Schroder A. et al, 2009). In mehreren Fallberichten und Fallse-
rien wurde Rituximab als wirksame Therapie bei therapierefraktarer MMN oder
CIDP eingesetzt (Benedetti et al, 2011; Briani et al, 2004; Jinka & Chaudhry,
2014; Nobile-Orazio & Gallia, 2013). Eine Empfehlung wurde jedoch noch nicht
ausgesprochen, so dass es experimentell nur in Einzelfallen eingesetzt wird
(Dorner et al, 2009; Van den Bergh et al, 2010). Bei der Untergruppe der Anti-
MAG-Neuropathie wird ebenfalls ein positiver Effekt von Rituximab beschrieben
und konnte in einer kleinen, verblindeten und kontrollierten Studie bestatigt wer-
den (Benedetti et al, 2007; Dalakas et al, 2009; Renaud et al, 2006). Bei Letzterer
wird daher in den Leitlinien eine intravendse Therapie mit zweimaliger Induktion
in einer Dosis von 1000 mg im Abstand von 2 Wochen und eine Erhaltungsthe-
rapie nach circa 12 Monaten empfohlen (Kommission Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft fur Neurologie, 2015). Auch bei der IgM-paraproteinamischen CIDP
wird Rituximab in den Leitlinien aufgrund der Evidenzlage fur eine Wirksamkeit
(Steck et al, 2006) empfohlen (Kommission Leitlinien der Deutschen Gesellschaft

fur Neurologie, 2015). In den letzten Jahren wurden gute Therapieerfolge von
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Rituximab besonders bei IgG4-vermittelten neurologischen und nicht-neurologi-
schen Autoimmunerkrankungen berichtet: Bei der Anti-Musk-positiven Myasthe-
nia gravis, der autoimmunen Pankreatitis oder sklerosierenden Cholangitis gibt
es bereits eine hohe Evidenz fur eine Wirksamkeit von Rituximab. So konnte bei-
spielsweise in einer retrospektiven multizentrischen Studie mit 156 Patienten mit
sogenannter ,lgG4-related disease” bei 93,5% (29/31 Patienten) ein Ansprechen
auf Rituximab verzeichnet werden und bei der Anti-Musk-positiven Myasthenia
gravis in einer prospektiven multizentrischen Studie ein signifikant positives An-
sprechen auf Rituximab mit einer ,Number neaded to treat” von 2,4 gezeigt wer-
den (Ebbo et al, 2017; Hehir et al, 2017; Khosroshahi et al, 2012). Ein Therapie-
ansprechen bei therapierefraktarer CIDP mit paranodalen IgG4-Autoantikorpern
wurde neben dieser Studie erstmals in einer Fallserie von Querol et al. beschrie-
ben sowie im Verlauf auch in weiteren Studien (Delmont et al, 2017; Doppler et
al, 2016; Doppler et al, 2015b; Querol et al, 2015).
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3.2 Nodale Architektur

Im Folgenden soll der Ranvier'sche Schnurring mit seiner charakteristischen Ar-
chitektur als Ausgangspunkt pathophysiologischer Prozesse bei inflammatori-

schen Neuropathien vorgestellt werden.
3.2.1 Morphologie des peripheren Ranvier'schen Schnirrings

Der Ranvier'sche Schnurring im PNS hat eine Lange von circa 1 um, ist der Ort
der saltatorischen Erregungsweiterleitung und kann in drei Regionen unterteilt
werden, die von nicht kompaktem Myelin umgeben sind und sich in ihrer Funktion
und molekularen Zusammensetzung unterscheiden: Das Nodium, das Para-
nodium und das Juxtaparanodium. Zwischen den Schnurringregionen liegt das
1-2 mm lange Internodium mit kompakter Myelinscheide (Stathopoulos et al,
2015; Uncini & Kuwabara, 2015). Am Nodium sind spannungsabhangige Natri-
umkanale sowie langsame Kaliumkanale lokalisiert, deren Lateraldiffusion durch
das Protein Neurofascin-186 verhindert wird (Davis et al, 1996; Sherman et al,
2005; Thaxton et al, 2011; Waxman & Ritchie, 1993). Die lonenkanale des Ran-
vier'schen Schnurrings werden ebenfalls durch in Lipid Rafts der Zellmembran
des Nodiums und Paranodiums enthaltene Glykosphingolipide, den Gangliosiden
wie GM1 oder GD1a, stabilisiert (Gong et al, 2002; Susuki et al, 2007a). Die hohe
Natriumkanaldichte am Nodium (>1000/um?) im Gegensatz zu den Internodien
(<25/um?) ermdglicht die saltatorische Erregungsweiterleitung (Poliak & Peles,
2003; Uncini & Kuwabara, 2015). Neurofascin-186 ist genauso wie das Zelladha-
sionsmolekul NrCAM Uber RIV-Spektrin und AnkyrinG mit intrazellularem Aktin
vernetzt, wird aber im Gegensatz zu NrCAM nur am Axon exprimiert (Komada &
Soriano, 2002; Tait et al, 2000). Uber Interaktion von Neurofascin-186 mit dem
Protein Gliomedin, welches in der Extrazellularmatrix und an den Mikrovilli der
Schwannzellen exprimiert wird, wird der axogliale Kontakt stabilisiert
(Stathopoulos et al, 2015). Weitere an der Signalweiterleitung beteiligte Proteine
an den Myelin-Mikrovilli sind Dystroglykane und Syndekane (Martin et al, 2001;
Rambukkana et al, 1998). Am Paranodium festigt der Komplex aus axonalem
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Contactin-1 und Caspr sowie glialem Neurofascin-155 den Kontakt zwischen den
helixformigen Myelinfortsatzen und dem Axon (Poliak & Peles, 2003). Der Kom-
plex wird Uber AnkyrinB und Protein 4.1B im Zytoskelett verankert (Denisenko-
Nehrbass et al, 2003). Weitere am Paranodium lokalisierte Strukturen sind In-
tegrine und Glykoproteine wie Myelin-assoziiertes Glykoprotein, kurz MAG
(Stathopoulos et al, 2015). Am Juxtaparanodium kommen schnelle, spannungs-
abhangige Kaliumkanale in hoher Dichte vor, die durch den Proteinkomplex aus
axonalem Caspr2 und glialem Contactin-2 / TAG1 gruppiert werden und mit dem
Protein ADAM22, welches ebenfalls flr eine intakte Erregungsweiterleitung wich-
tig ist, interagieren (Poliak et al, 1999; Sagane et al, 2005; Uncini & Kuwabara,
2015). Die Interzellularkontakte des Ranvier'schen Schnurringes werden durch
Gap-Junction-Proteine wie Connexine und Tight-Junction-Proteine wie Claudine
aufrechterhalten (Stathopoulos et al, 2015). Abbildung 1 skizziert die molekulare
Anatomie des Schnirrings im PNS (Stathopoulos et al, 2015).
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Abbildung 1: Molekulare Anatomie des Schniirrings, modifiziert nach Stathopoulos et al., 2015

Die lonenkanéle und Proteine des axoglialen Uberganges werden (iber zytoskelettale Proteine, extrazellu-
lare Matrix und Adhdsionsmoleklile verankert. Der paranodale axogliale Proteinkomplex von Contactin-1,
Caspr und Neurofascin-155 ist rot umrandet. Abklirzungen: ADAM 22 = disintegrin and metalloproteinase
domain-containing protein 22, Bral1 = brain link protein 1, Caspr = contactin-associated protein, Cntn =
Contactin, Cx = connexin, ERM = ezrin-radixin-moesin, GIm = gliomedin, KV = voltage-gated potassium
channel, MAG = myelin-associated glycoprotein, NaV = voltage-gated sodium channel, NF = neurofascin,
Nr-CAM = neuronal cell adhesion molecule, PNS = peripheral nervous system, PSD = postsynaptic density
protein. Mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group.
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3.2.2 Pathophysiologie am Ranvier'schen Schnurring bei inflammato-

rischen Neuropathien

Sowohl bei zentralen als auch bei peripheren demyelinisierenden Erkrankungen
spielt die Storung der obig beschriebenen nodalen Architektur eine elementare
Rolle. Daflr gibt es zahlreiche histopathologische Belege; in den letzten Jahren
wurden die Schnurringproteine auRerdem als Zielstrukturen autoimmuner, anti-

korpervermittelter Prozesse identifiziert.
3.2.2.1 Zeichen morphologischer Schadigung

Im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Neuritis wurde schon frih elekt-
ronenmikroskopisch eine nodale Architekturstérung detektiert (Allt, 1975). Auch
in humanem Material konnte sowohl bei zentralen, demyelinisierenden Erkran-
kungen wie der MS als auch bei peripheren demyelinisierenden Neuropathien
wie der CIDP immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch in Nervenbiop-
sien und Autopsiematerial eine Dispersion von paranodalen Proteinen und Nat-
riumkanalen nachgewiesen werden (Cifuentes-Diaz et al, 2011; Coman et al,
2006). Bei den akuten, axonalen Formen inflammatorischer Polyneuropathien
wie der AMSAN und der AMAN fielen neben den elektrophysiologischen Zeichen
einer paranodalen, segmentalen Demyelinisierung ebenfalls in mehreren autop-
tischen Studien verlangerte Schnurringe auf (Franssen & Straver, 2013; Uncini
et al, 2013). In Hautbiopsien des Fingers zeigte sich eine segmentale Demyelini-
sierung und eine Architekturstérung bei Patienten mit inflammatorischen und her-
editaren demyelinisierenden Neuropathien (Doppler et al, 2013; Li et al, 2005).
Eine morphologische Schadigung des Schnurringes bei demyelinisierenden Neu-
ropathien ist also offensichtlich, die Ausloser dieser Pathologie jedoch nicht ein-

deutig identifiziert.
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3.2.2.2 Studienlage zu Autoantikdrpern gegen (para)nodale Proteine

Die Erstbeschreibung von Autoantikdrpern gegen axogliale Proteine des Ran-
vier'schen Schnurringes erfolgte durch Mathey et al. bei Patienten mit multipler
Sklerose (MS); hier konnten Neurofascin-IgG-Antikdrper nachgewiesen werden
(Mathey et al, 2007). Im Folgenden wurden diese auch bei immunvermittelten
Erkrankungen des PNS detektiert (Ng et al, 2012; Pruss et al, 2011). Tabelle 8
liefert eine Auflistung der Studien mit Beschreibung von nodalen, paranodalen
und juxtaparanodalen IgG-Autoantikdrpern bei inflammatorischen Polyneuropa-
thien und bildet die gefundenen Subklassen sowie die teilweise zitierten, teil-
weise aus den Literaturangaben errechneten Pravalenzen bei CIDP, GBS und
MMN ab. Die Ergebnisse dieser Studie wurden wahrend der Arbeit an der Pro-
motion bereits in weiteren Studien der neurologischen Klinik des Universitatskli-
nikums Wirzburg (UKW) veroffentlicht (Doppler et al, 2015a; Doppler et al, 2016;
Doppler et al, 2015b). Diese werden zur Vollstandigkeit bereits abgebildet, die
Pravalenzen weichen aber aufgrund von anderen Fallzahlen von den im Ergeb-

nisteil beschriebenen Pravalenzen ab.

AK Autor Jahr | Subklasse | CIDP GBS MMN
nodale Antigene
NF186 Ng J.K et al. 2012 |1gG1,1gG3 | 0% 3% n.d.
Devaux et al. 2012 | n.d. 12% 15% n.d.
Notturno et al. 2014 | n.d. 1% 17,3% | 62%
Doppler et al. 2015 | 1gG4 n.d. n.d. 0%
Delmont et al. 2017 | 1gG4>IgG3 | 2% 0% n.d.
NF140 | Delmont et al. 2017 | 1gG4>IgG3 | 2% 0% n.d.
GLDN Devaux et al. 2012 | n.d. 6% 12% n.d.
Notturno et al. 2014 | n.d. 1% 24% 40%
Delmont et al. 2017 | n.d. 0% 0% n.d.
NrCAM | Devaux et al. 2012 | n.d. 2% 4% n.d.
Moesin | Sawai et al. 2014 | n.d. n.d. 12,5% | n.d.
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paranodale Antigene

CNTN1 | Devaux et al. 2012 | n.d. 16% 12% n.d.
Querol et al. 2012 | 1gG4 8,6% 0% n.d.
Doppler et al. 2015 | 1gG4 3,8% 0% 0%
Doppler et al. 2015 | 1gG3 3,8% 0% 0%
Miura et al. 2015 | 1gG4 2,4% 0% n.d.
Miura et al. 2015 | 1gG2 0,05% |2,5% n.d.
Koike et al. 2016 | 1gG4 0,07% | n.d. n.d.
Devaux et al. 2016 | 1gG4 2,4% n.d. n.d.
Delmont et al. 2017 | n.d. 1% 0% n.d.
Mathey et al. 2017 | 1gG4 7% n.d. 0%

NF155 | NgJ.Ketal. 2012 | 1gG4>IgG3 | 3,4% 0% n.d.
Ng J.K et al. 2012 | 1gG1, 1gG3 | 0% 3% n.d.
Kawamura et al. 2013 | n.d. 25% 1% n.d.
Querol et al. 2014 | 1gG4 3,8% 0% 0%
Ogata et al. 2015 | 1gG4 18% 0% n.d.
Ogata et al. 2015 | 1gG1 0% 3,8% n.d.
Doppler et al. 2015 | n.d. n.d. n.d. 0%
Kadoya et al. 2016 | 1gG4 8% 0% n.d.
Koike et al. 2016 | 1gG4 6,7% n.d. n.d.
Devaux et al. 2016 | 1gG4 7,2% 0% n.d.
Cortese et al. 2016 | 1gG4 3,8% n.d. n.d.
Delmont et al. 2017 | 1gG4 4% 0% n.d.
Mathey et al. 2017 | 1gG4 7% n.d. 0%

Caspr Doppler et al. 2016 | 1gG4 2,8% 0% n.d.
Doppler et al. 2016 | 1gG3 0% 4,5% n.d.
Delmont et al. 2017 | n.d. 1% 0% n.d.

Cx32 Kwa et al. 2001 | n.d. 4,2% 0% n.d.
Stathopoulos et al. | 2014 | n.d. 0% 0% 0%

juxtaparanodale Antigene

Caspr2 | Rosch et al. 2014 | n.d. n.d. zZwei n.d.

Falle

CNTN2 | Stathopoulos etal. | 2014 | n.d. 0% n.d. 0%

Pruss et al. 2011 | n.d. n.d. 0% n.d.

Tabelle 8: Studien zu nodalen und paranodalen axoglialen Autoantikérpern bei inflammatorischen
Neuropathien

Abklirzungen: AK = Antikérper, Caspr = Contactin associated protein, CIDP = chronisch inflammatorische
demyelinisierende Polyneuropathie, CNTN = Contactin, Cx = Connexin, GBS = Guillain-Barré-Syndrom,
GLDN = Gliomedin, IgG = Immunglobulin G, MMN = motorische multifokale Neuropathie, n.d. = nicht durch-
gefiihrt, NF = Neurofascin, NrCAM = Neuronal cell adhesion molecule.
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Die hochste Relevanz haben also IgG4-Antikorper gegen Bestandteile des para-
nodalen axoglialen Komplexes aus Contactin-1, Caspr und Neurofascin-155 bei
Patienten mit CIDP. Der Aufbau dieses Komplexes wird daher im Folgenden aus-

fuhrlich beschrieben.
3.2.3 Der paranodale axogliale Komplex

Das Myelin liegt am Paranodium in terminalen, helixformigen Fortsatzen locker
um das Axon (siehe Abbildung 1) und wird durch einen axoglialen Komplex aus
Caspr, Contactin-1 und Neurofascin-155 verankert (Poliak & Peles, 2003;
Sherman et al, 2005). Diese Art von Interzellularkontakt ahnelt den Septate-Junc-
tions, welche bei Insekten wie Drosophila vorkommen und eine Grenze zwischen
Epithelzellen bilden, und wird daher Septate-like-Junction genannt (Faivre-
Sarrailh & Devaux, 2013). Experimentell zeigten sich in Abwesenheit dieser In-
terzellularkontakte eine Aufweitung der Myelinfortsatze, eine nodale Architektur-
storung sowie reduzierte Nervenleitungsgeschwindigkeiten (Bhat et al, 2001;
Boyle et al, 2001; Sherman et al, 2005; Sun et al, 2009). Die einzelnen Bestand-
teile sind im Folgenden naher beschrieben, Abbildung 2 zeigt deren molekulare
Domanen (Poliak & Peles, 2003).

Membrane Membrane

OEHO@EOGE—’}D— Caspr '()-()—()—()—(}—()-DDEII—O NF155
CPoisc llllamc QEcF @@re [418  @PDZE
Contacth  \mmirn o <D Lecin < ChE

Abbildung 2: Molekulare Struktur der Bestandteile des axoglialen Komplexes aus Caspr, Contactin-
1 und Neurofascin-155, modifiziert nach Poliak & Peles, 2003

Abkiirzungen: AChE= Acetylcholinesterase, Caspr = contactin associated protein, DISC = discoidin-like do-
main, EGF = epidermal growth factor, FIB = fibrinogen-like domain, FNIII = fibronectin-lll-like domain, Ig =
immunoglobulin-like domain, LamG = laminin G, PDZ-B = PDZ-binding domain, Nf = Neurofascin. Mit freund-
licher Genehmigung der Nature Publishing Group.
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3.2.3.1 Contactin-associated-protein-1 (Caspr1)

Caspr1 (auch bekannt als Paranodin, im Folgenden als Caspr bezeichnet) ist ein
neuronales Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 190 kDa, wel-
ches zur Gruppe der Neurexine gehort (Einheber et al, 1997; Menegoz et al,
1997; Rios et al, 2000). Proteine dieser heterogenen Familie fungieren als neu-
ronale Zelladhasionsmolekule und sind an der interzellularen Signalubertragung
beteiligt (Missler & Sudhof, 1998). Es gibt finf humane Gene Caspr1-5 der Neu-
rexinlV/Caspr/Paranodin-Familie, welche fur Proteine mit unterschiedlichen Ex-
pressionsmustern und Funktionen kodieren; sie konnten bisher nur in Nervenge-
webe und hier axonal, nicht glial nachgewiesen werden (Menegoz et al, 1997,
Poliak & Peles, 2003; Spiegel et al, 2002). Caspr wird im PNS diffus an unmyeli-
nisierten Axonen und am Paranodium myelinisierter Axone und zentral vor allem
im Zerebellum und am Okzipitalpol exprimiert, Caspr2 hingegen wird im PNS am
Juxtaparanodium und im zentralen Nervensystem (ZNS) ubiquitar in zahlreichen
Hirnregionen stark exprimiert (Einheber et al, 1997; Spiegel et al, 2002). Alle
Caspr-Proteine enthalten extrazellular eine DISC-, vier LamininG-Domanen und
zwei EGF-Repeats (siehe Abbildung 2); ein PGY-Repeat kommt nur bei Caspr1
vor (Spiegel et al, 2002). Caspr1 und Caspr2 unterscheiden sich hauptsachlich
in der zytoplasmatischen Domane, beide binden aber intrazellular an Protein
4.1B (Poliak & Peles, 2003). Nur Caspr1 bildet mit seiner extrazellularen Domane
einen lateralen cis-Komplex mit Contactin-1 (Boyle et al, 2001; Gollan et al,
2002). Es reguliert die Glykolysierung von Contactin-1, verhindert eine intrazellu-
lare Bindung von Contactin-1 an Neurofascin-155, was fur den Membrantrans-
port wichtig ist, und stabilisiert Contactin-1 am Paranodium (Gollan et al, 2002;
Gollan et al, 2003). Dort verhindert Caspr die Lateraldiffusion der Natriumkanale
des Nodiums (Einheber et al, 1997).

36



3.2.3.2 Contactin-1

Contactin-1 ist ein GPIl-verankertes Glykoprotein der Immunglobulin-Superfami-
lie mit einem Molekulargewicht von 130kDa, welches im ZNS sowohl auf Neuro-
nen als auch Oligodendrozyten, im PNS nur auf Neuronen, nicht aber an
Schwannzellen exprimiert wird (Einheber et al, 1997; Ranscht, 1988; Reid et al,
1994). Es besteht aus sechs IgG-Doméanen und vier FNIlII-Domanen (siehe Ab-
bildung 2). Im ZNS spielt Contactin als Adhasionsmolekul auf Axonen und Dend-
riten eine Rolle bei neuronaler Aussprossung und Wachstum sowie bei der Bil-
dung von Synapsen (Berglund et al, 1999; Boyle et al, 2001; Faivre-Sarrailh &
Rougon, 1997). Contactin-1 ist fur den effizienten Membrantransport von Caspr
notig; letzteres wird beispielsweise in Zellkulturen ohne Anwesenheit des GPI-
Ankers des Proteins Contactin-1 nur intrazellular exprimiert (Boyle et al, 2001;
Faivre-Sarrailh et al, 2000). Contactin-1 bindet am Paranodium an das gliale Pro-
tein Neurofascin-155 in trans-Konfiguration und bildet so einen Teil des axoglia-
len Komplexes (Charles et al, 2002; Volkmer et al, 1998). Dies kann auch in Ab-
wesenheit von Caspr1 geschehen, besonders in der mannosereichen Glykoform,
und wird Uber die IgG-Domanen vermittelt (Bonnon et al, 2007; Faivre-Sarrailh &
Devaux, 2013; Poliak & Peles, 2003).

3.2.3.3 Neurofascin-155

Neurofascin-155 ist ein Protein der L1-Untergruppe der Immunglobulin-Superfa-
milie, das an neuronaler Aussprossung und neuronalem Wachstum sowie an In-
terzellularkontakten beteiligt ist (Charles et al, 2002; Tait et al, 2000). Das Neu-
rofascin-Gen Nfasc kodiert durch alternatives Splicing fir mehrere Isoformen,
wobei die Splice-Variante mit einem Molekulargewicht von 155kDa (Neurofascin-
155) glial und die mit 186kDa (Neurofascin-186) axonal exprimiert wird; Neuro-
fascin-140 wird hauptsachlich stark in der Embryonalentwicklung exprimiert
(Davis & Bennett, 1993; Tait et al, 2000; Zhang et al, 2015). Neurofascin-155
besteht aus vier extrazellularen FNIII-Domanen und sechs IgG-Domanen; es un-

terschiedet sich damit nur in einer zusatzlichen membrannahen FNIII-Domane
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und einer Mucindomane von Neurofascin-186 (Basak et al, 2007). Die IgG-Do-
manen 5 und 6 sind fur die Interaktion mit Contactin-1 in trans-Konfiguration es-
sentiell (Faivre-Sarrailh & Devaux, 2013). Im ZNS kommt es ubiquitar an Oli-
godendrozyten vor, im PNS ist es an den terminalen Myelinschleifen des Para-
nodiums lokalisiert (Tait et al, 2000). Dort bildet es die gliale Komponente der

Septate-like-Junctions.
3.3 Immunglobulin G (IgG)

Im Gegensatz zu Anti-Gangliosid-Antikdrpern bei immunvermittelten Neuropa-
thien, die als IgM- oder IgG-Antikorper vorliegen kénnen (Dalakas, 2015;
Goodfellow & Willison, 2016), wurden bisher nur Antikorper der Klasse 1gG gegen
paranodale axogliale Proteine beschrieben (siehe Tabelle 8). Diese Immunglo-

bulinklasse wird daher im Folgenden vorgestellt.
3.3.1 Aligemeiner Aufbau von IgG-Antikorpern

Die Klasse Immunglobulin G macht etwa 10-20% der menschlichen Plasmafrak-
tion und mit > 75% den Hauptanteil der Immunglobulinklassen IgA, IgD, IgE, 19G
und IgM aus (Bournazos & Ravetch, 2017; Vidarsson et al, 2014). IgG-Antikorper
bestehen aus jeweils einer leichten und einer schweren Peptidkette, die Uber eine
Disulfidbricke verbunden sind und dimerisieren je nach Subklasse Uber 2-11
Disulfidbricken an der schweren Kette; so erreichen sie ein Molekulargewicht
von circa 150kDa. Am N-terminalen Ende befindet sich das fur die Antigenbin-
dung verantwortliche Fab-Fragment, welches in eine variable, antigenspezifische
und eine konstante Region untergliedert werden kann. Letztere ist Uber eine ge-
lenkartige Aminosauresequenz an der schweren Kette mit der I6slichen Fc-Re-
gion verbunden (Hmiel et al, 2015; Porter, 1963). Hier befinden sich Glykolysie-
rungsstellen und Bindungsstellen fur Effektorproteine wie Komplementfaktoren
(Bournazos et al, 2015). Immunglobulin G hat subklassenabhangig eine Halb-
wertszeit von einer bis vier Wochen (Spiegelberg & Fishkin, 1972). Der schema-
tische Aufbau ist in Abbildung 3 dargestelit.
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Abbildung 3: Aufbau eines Antikérpers der Klasse Immunglobulin G

Die schweren Ketten sind schwarz, die leichten Ketten grau, die variable Region gefillt dargestellt. Disulfid-
briicken sind in rot eingezeichnet. Die Komplementbindungsregion ist durch ein griines Dreieck markiert.
Abkiirzungen: Fab = Fragment antigen binding, Fc = crystallisable fragment.

3.3.2 IgG-Subklassen und deren Eigenschaften

Immunglobulin G kann in vier Subklassen mit 90% identischer Aminosaurese-
quenz, aber dennoch unterschiedlichem Aufbau und unterschiedlichen bioche-
mischen Eigenschaften, unterteilt werden (Schur, 1988; Vidarsson et al, 2014).
Diese sind nach ihrer historischen Entdeckung und Haufigkeit im menschlichen
Plasma in G1-4 benannt (Aalberse et al, 2009). Wahrend ein Kontakt mit Antige-
nen, die uber MHC Il durch T-Zellen prasentiert werden, zur Produktion von 1gG1
und IgG3 fuhrt, findet ein Subklassenwechsel zu IgG2 T-Zell-unabhangig nach
Kontakt mit Polysaccharid-Antigenen und zu IgG4 nach chronischem Antigen-
kontakt statt (Aalberse et al, 2009; Bruhns et al, 2009). IgG1 wird als erste
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Subklasse nach Kontakt mit I6slichen Antigenen produziert und kommt am hau-
figsten vor (Vidarsson et al, 2014). 1gG2 ist IgG1 strukturell sehr ahnlich, macht
circa 30% des Gesamt-IgG aus und spielt bei der Abwehr von Bakterien Uber
Bindung an deren Polysaccharidkapseln eine Rolle (Aalberse et al, 2009;
Correia, 2010). IgG3 kennzeichnet sich durch eine lange Gelenksregion mit vie-
len Disulfidbriicken, fungiert vor allem als proinflammatorischer Antikdrper, akti-
viert zahlreiche Effektorfunktionen wie das Komplementsystem und wird vor al-
lem bei viralen Infektionen produziert (Hmiel et al, 2015; Vidarsson et al, 2014).
IgG3 hat durch einen Aminosaureaustausch an Position 435 eine wesentlich kir-
zere Halbwertszeit als die anderen Subklassen (Irani et al, 2015). IgG4 kann
durch den Austausch von Halbdimeren spezifisch an unterschiedliche Antigene
binden, erkennt die Fc-Region anderer Immunglobuline, vermittelt Toleranz bei
allergischen Reaktionen, wird auRerdem bei parasitaren Infektionen produziert
und ist im Gegensatz zu den anderen Subklassen nicht zur Komplementbindung
befahigt (Bindon et al, 1988; Schumaker et al, 1976; Tao et al, 1993; Vidarsson
et al, 2014). IgG4 ist hochspezifisch und antigenaffin und entsteht nach langer
Antigenexposition und mehrfachen somatischen Hypermutationen (Aalberse et
al, 2009; Huijbers et al, 2015; Vidarsson et al, 2014). Tabelle 9 fasst einige Cha-

rakteristika der IgG-Subklassen zusammen.

IgG1 1gG2 IgG3 IgG4
Molekulargewicht (kDa) 146 146 170 146
S-S zwischen den HC 2 4 11 2
mittlere Konzentration in 6,98 mg/dl | 3,8 mg/dl | 0,51 mg/dl | 0,56 mg/dI
humanem Serum
Anteil am Gesamt-IgG >50% 30% 4% <5%
Halbwertszeit (Tage) 21 21 7 21
Komplementbindung (C1q) | +++ + ++++ -

Tabelle 9: Eigenschaften der IgG-Subklassen nach Aalberse et al., 2009, Vidarsson et al., 2014, und

Hmiel et al., 2015

Abkiirzungen: Ig = Immunglobulin, HC = Heavy Chain, S-S = Disulfidbriicken (Aalberse et al, 2009; Hmiel

et al, 2015; Vidarsson et al, 2014).
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3.4 Das Komplementsystem

Eine komplementvermittelte Schadigung von durch Autoantikdrper gebundenen
Strukturen spielt in der Pathophysiologie immunvermittelter Neuropathien eine
wichtige Rolle (siehe Kapitel 3.1.3). Im Folgenden werden daher die Funktion und

die Wirkungsweise des Komplementsystems erlautert.
3.4.1 Aufbau und Funktion des Komplementsystems

Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen, humoralen Immunsystems
und dient physiologischerweise Uber inflammatorische Prozesse und direkte
Lyse zur Abwehr von Mikroorganismen. Es setzt sich aus Uber 30 Plasmaprotei-
nen zusammen, die durch proteolytische Kaskaden aktiviert werden und macht
etwa 15% der menschlichen Plasmafraktion aus. Die hochste Konzentration im
Plasma erreicht der Komplementfaktor C3 mit durchschnittlich 1 mg/ml; sie ist bei
systemischen Entzindungsprozessen allerdings weiter erhoht. Die Opsonisie-
rung, vermittelt Gber die Komplementfaktoren C1q und C3b, markiert das Patho-
gen fir Fresszellen des Immunsystems, die fremde Zellen so leichter phagozy-
tieren konnen. Durch die Chemotaxine (C3a, C4a, C5a) werden weitere Entzun-
dungszellen angelockt. Anaphylatoxine (C2a, C3a, C4a, C5a) dienen zur Steige-
rung der GefalRpermeabilitat. Durch die Bildung des sogenannten Membranan-
griffskomplexes (C5b, C6-C9) kdnnen Zellen direkt lysiert werden (Diebolder et
al, 2014; Dunkelberger & Song, 2010; Ricklin et al, 2010; Rodriguez et al, 2015;
Walport, 2001).

Daneben hat das Komplementsystem unter anderem auch bei der Angioneoge-
nese, bei Regenerationsprozessen, beim Fettstoffwechsel und bei der Migration
von Stammzellen eine Bedeutung. Durch Stérung der Homdostase zwischen pro-
und antiinflammatorischen Prozessen ist es auch an zahlreichen pathologischen
Entzindungsprozessen beteiligt (Diebolder et al, 2014; Ricklin et al, 2010).
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3.4.2 Aktivierung und Endstrecke

Das Komplementsystem wird durch eine proteolytische Kaskade aktiviert. Dieser
Prozess wird je nach aktivierendem Agens auf unterschiedliche Weise initiiert.
Dabei kommt es zu engen Verknupfungen und Interaktionen, klassischerweise
unterscheidet man allerdings drei Aktivierungswege (siehe Abbildung 4). Beim
klassischen Weg bindet der Komplementfaktor C1q an die Fc-Fragmente von in
Komplexen vorliegenden oder gebundenen IgG- und IgM-Antikorpern (siehe Ka-
pitel 3.3.1); daher wird diese Initiierung auch als antikbrperabhangig bezeichnet.
Dadurch werden die proteolytischen Komplementfaktoren C1r und C1s, welche
mit C1q den C1-Komplex bilden, aktiviert und spalten C4 und C2. Aktiviertes C4b
und C2a lagern sich zur C3-Konvertase zusammen. Beim Lektin-Weg binden
mannosebindende Lektine (MBL) an kohlenhydrathaltige Strukturmotive von Er-
regern, welche PAMPs (Pathogen associated molecular pattern) genannt wer-
den. Die Lektine bilden mit Serinproteasen wie MASP2 einen Komplex, der ahn-
lich dem klassischen Weg ebenfalls zur Aktivierung von C2 und C4 fuhrt. Der
alternative Weg hangt von der spontanen Hydrolyse eines kleinen Anteils der
Plasmafraktion von C3 ab. Dieses geldste C3b, auch als C3u bezeichnet, lagert
sich an Faktor B an und wird durch Faktor D gespalten und aktiviert. So kommt
es zur Bildung der AP (alternative pathway)-C3-Konvertase. Bei Bindung des 10s-
lichen C3b an fremde Zellen wird dieser Mechanismus amplifiziert, bei Bindung
an humane Zellen in der Regel reguliert. Dies geschieht durch die Prozessierung
von an korpereigene Zellen gebundenem C3b in die inaktiven Abbauprodukte
C3c und C3d durch Faktor H und Faktor | (Dunkelberger & Song, 2010; Ricklin
et al, 2010; Rodriguez et al, 2015).
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| Klassischer Weg | | Lektin-Weg Alternativer Weg |

Immunkomplexe PAMP

(Fc-Region) H,0
C1-Komplex MBL-MASP-Komplex FaktorB +  C3b C3
C1q,C1r,C1s

M Faktor D
ca C4a Cab ﬁ C2a C2b C2 7Ny

C3bB C3bBb Ba
C4bC2a -

C3 Konvertase

Legende C3 C3a C3b
Opsonin  Chemotaxin proteolytische Einheit

Abbildung 4: Aktivierungswege des Komplementsystems

Es ist der klassische Weg (liber Bindung des C1-Komplexes an Immunkomplexe, der Lektin-Weg (iber Er-
kennung von PAMPs durch Lektine sowie der alternative Weg, bei dem spontan hydrolysiertes C3b an Fak-
tor B bindet, dargestellt. Opsonine sind blau, Chemotaxine rot und proteolytische Einheiten violett markiert.
Abkiirzungen: AP = alternative pathway, Fc = crystalisable fragment, MASP = MBL-associated serin prote-
ase, MBL = Mannose binding lectine, PAMP = Pathogen associated molecular pattern.

Die C3-Konvertasen aller Initiierungswege katalysieren als gemeinsame Endstre-
cke die Spaltung von C3 in C3a und C3b. Bei Bindung des Opsonins C3b an die
C3-Konvertase entsteht so die C5-Konvertase, welche Faktor C5 aktiviert und in
Cb5a und C5b spaltet. Letzterer lagert sich im Komplex mit C6 und C7 an Zell-
membranen an und fuhrt Uber die Bindung von C8 und C9 im sogenannten
Membranangriffskomplex (MAC) zur Bildung einer lytischen Pore. Uber den Was-
sereinstrom kommt es zum Platzen der Zelle und damit zur Eliminierung des Mik-
roorganismus. Das System unterliegt konstanten Regulationsmechanismen und
befindet sich so physiologischerweise in Homoostase (Dunkelberger & Song,
2010; Ricklin et al, 2010). Abbildung 5 skizziert die gemeinsame Endstrecke.
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Abbildung 5: gemeinsame Endstrecke des Komplementsystems

Die C3-Konvertasen katalysieren die Umsetzung von C3, deren aktive Spaltprodukte aktivieren als C5-
Konvertase Faktor C5. C5b bildet daraufhin mit C6-C9 den Membranangriffskomplex, der iiber Poren in der
Zellmembran zur Lyse fiihrt. Abkiirzungen: MAC = Membranangriffskomplex.
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3.5 Ziele der Arbeit

Neue mechanistische Konzepte in der Pathophysiologie inflammatorischer Neu-
ropathien konzentrieren sich besonders auf B-Zell-vermittelte Prozesse und den
Ranvier'schen Schnurring (Uncini & Kuwabara, 2015; Uncini et al, 2013). Kurzlich
wurden lgG-Autoantikdrper vor allem gegen den paranodalen axoglialen Kom-
plex bei Patienten mit CIDP, GBS und MMN identifiziert. Deren Pravalenzen dif-
ferieren in der Literatur sowohl fur die einzelnen Autoantikdrper, als auch fur die
verschiedenen Unterformen inflammatorischer Neuropathien (siehe Kapitel
3.2.2). Die Bedeutung der Subklasse, besonders im Hinblick auf den Pathome-
chanismus, die Chronifizierung und das Therapieansprechen, ist noch nicht er-
forscht. Komplementvermittelte Mechanismen, wie sie bei anderen Formen in-
flammatorischer Neuropathien beschrieben wurden, und deren Beeinflussung
durch therapeutische MalRnahmen, wurden bisher nicht berlcksichtigt. Mit den
Autoantikorpern korrelierte klinische Phanotypen sind bisher nicht eindeutig defi-
niert. In der Routinediagnostik spielen die Antikdrper aufgrund unzureichend eva-
luierter und etablierter Screeningmethoden bisher keine Rolle. Auch die Bedeu-
tung der Autoantikorper sowohl im Hinblick auf klassische Therapien wie IVIG als
auch auf neuere, zielgerichtete Therapieformen ist unklar und langfristige Ver-

laufe wurden kaum verfolgt.
Die Ziele dieser Studie sind daher:

1. Die Bestimmung der Pravalenzen und Titer von Autoantikdrpern gegen
paranodale axogliale Proteine in einer Kohorte von CIDP-, GBS- und
MMN-Patienten unter Anwendung verschiedener Detektionsverfahren

2. Die Bestimmung und Analyse der Subklassenzusammensetzung

3. Die Untersuchung der Komplementbindung und -aktivierung durch die Au-
toantikorper und der Beeinflussung durch IVIG in vitro

4. Die Charakterisierung des klinischen Phanotypes und die Evaluation des

Therapieansprechens unter Berucksichtigung der experimentellen Daten
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4. Material und Methoden

Samtliche Methoden sind in Kurzform in bereits veroffentlichten Studien der neu-
rologischen Klinik und Poliklinik des UKW (Appeltshauser et al, 2017; Doppler et
al, 2015a; Doppler et al, 2016; Doppler et al, 2015b), welche wahrend der Arbeit

an der Promotion entstanden, beschrieben.
4.1 Material

Im Folgenden sind alle fur diese Arbeit verwendeten Reagenzien, Materialien,
Puffer, LOsungen, Proteine, Antikorper sowie Gerate und Software inklusive Be-
zeichnung, Produktnummer und Hersteller beziehungsweise Herstellung aufge-
listet (Tabelle 10 - Tabelle 18).
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Bezeichnung Hersteller Nummer
1M H2SO4 (2N) Fluka® Analytical, Honeywell 35276-1L
International Inc, Morristown,
USA
Acetone solution 2000 pg/mi Merck KgaA, Darmstadt, 48358
Deutschland (DE)
Bovine Serum Albumin (BSA) Merck KgaA, Darmstadt, DE A4503-100G
CoverGrip™ Coverslip Sealant Biotium Inc, Fremont, USA 23005
DAPI Merck KgaA, Darmstadt, DE D9542
Fetal Bovine Serum (FBS) Merck KgaA, Darmstadt, DE F0804
Goat Serum Merck KgaA, Darmstadt, DE G9023
H.NaPO4 x 2 H.O Merck KgaA, Darmstadt, DE 13472-35-0
Human IgG ELISA Kit AssayPro, St. Charles, USA EI7200-1
Immuno 96 MicroWell™ Feste neoLab Migge GmbH, Heidel- | 456537
Platten, Nunc, IDL berg, DE
Complement component C1q from | Merck KgaA, Darmstadt, DE 80295-33-6
human serum > 95%
Mowiol® 4-88 Merck KgaA, Darmstadt, DE 475904
Calbiochem®
Na,CO3 Merck KgaA, Darmstadt, DE 497-19-8
NazHPO4 x 2 H.0 Merck KgaA, Darmstadt, DE 10028-24-7
NaCl > 99,8% Merck KgaA, Darmstadt, DE 31434-1KG-
R
NaHCO3 Merck KgaA, Darmstadt, DE 144-55-8
PAP pen for immunostaining Merck KgaA, Darmstadt, DE 2377821
PFA 95% Merck KgaA, Darmstadt, DE 30525-89-4
TMB Solution 1x eBioscience, San Diego, USA | 00-4201-56
Triton™ X-100 Merck KgaA, Darmstadt, DE 9002-93-1
Tween® 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, 91271
Karlsruhe, DE
VECTASHIELD® Mounting Me- Vector Laboratories, Burlin- H-1200

dium with DAPI 1.5 pg/ml

game, USA

Tabelle 10: Reagenzien und Materialien fiir die Inmunhistochemie und ELISA
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Bezeichnung

Herstellung

0,05M Phosphatpuffer

0,1M Phosphatpuffer wurde 1:1 mit destilliertem H>O ver-

dunnt.

0,1M Phosphatpuffer

405 ml 0,2M Stammlésung A und 95ml Stammlésung B
wurden gegeneinander auf einen pH = 7,4 titriert und die

Lésung mit destilliertem Wasser auf 11 aufgefullt.

0,1M Carbonatpuffer

4,2g NaHCO3 und 1,78g Na>COs wurden in 500ml destillier-

tem H20O geldst und gegeneinander auf pH = 9,4 titriert.

0,1M PBS 800ml Stammlésung A und 160ml Stammlésung B wurden
auf einen pH = 7,4 titriert, 60ml 5M Natriumchlorid hinzuge-
fugt und die Lésung mit destilliertem Wasser auf 2| aufge-
fallt.

5M NacCl 146,1g NaCl wurden in destilliertem H2O geldst und auf ein

Volumen von 500ml aufgefillt.

Blockierungslésung
(ELISA)

0,1M PBS wurde mit 3,33% BSA und 0,05% Tween® 20

angesetzt.

Blockierungslésung

0,1M PBS wurde mit 4% Goat Serum, 4% FBS und 0,3%

(Zupfnerven) Triton™ X-100 angesetzt.

BSA/PBS 10% 1g BSA wurde in 9ml 0,1M PBS geldst.

BSA/PBS 2% BSA/PBS 10% wurde 1:4 mit 0,1M PBS verdinnt.
BSA/PBS 1% BSA/PBS 2% wurde 1:1 mit 0,1M PBS verdinnt.

PFA 4% 4g PFA 95% wurde in 100ml 0,1M Phosphatpuffer geldst.

Stammldsung A

35,69 Na;HPO4 x 2 H20 wurde in 11 destilliertem H2O geldst.

Stammldsung B

31,2g NaH2PO4 x 2 H20 wurde in 11 destilliertem H2O geldst.

Waschpuffer
(PBS/Tween)

0,1M PBS wurde mit 0,05% Tween®20 angesetzt.

Tabelle 11: Herstellung von Puffern und Lésungen fiirimmunhistochemische Farbungen und ELISA
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Bezeichnung

Hersteller

Nummer

Priméarantikorper

Anti-Caspr antibody, Rabbit poly- abcam®, Cambridge, ab34151
clonal to Caspr, reactivity to GroRbritannien (GB)

mouse/rat/human

Anti-Caspr/ paranodin/ neurexin IV, | UC Davis/NIH NeuroMab Fa- 75-001
NeuroMab, Host: Mouse, I1gG Iso- | cility, Davis, USA

type 1gG1

Anti-Contactin 1 antibody, mono- abcam®, Cambridge, GB ab105582
clonal mouse anti-human/ rat/

mouse

Anti-Neurofascin antibody, Rabbit abcam®, Cambridge, GB ab31457
polyclonal to Neurofascin

Human/ Mouse/ Rat Neurofascin Santa Cruz Biotechnology, AF3235
Antibody, Antigen Affinity-purified Santa Cruz, USA

Polyclonal Chicken IgY

Sekundarantikérper

Alexa Fluor 488-AffiniPure Donkey | Jackson Immuno-Research, 703-545-155
Anti-Chicken IgY (IgG) (H+L) West Grove, USA

Anti-C1q antibody (FITC), Rabbit abcam®, Cambridge, GB ab4223
polyclonal to C1q (FITC)

Cy™2-conjugated AffiniPure Goat | Jackson Immuno-Research, 109-225-003
Anti-Human IgG (H+L) West Grove, USA

Cy™3-conjugated AffiniPure Don- | Jackson Immuno-Research, 711-165-152
key Anti-Rabbit IgG (H+L) West Grove, USA

Cy™3-conjugated AffiniPure Goat | Jackson Immuno-Research, 109-165-003
Anti-Human 1gG (H+L) West Grove, USA

Cy™3-conjugated AffiniPure Rabbit | Jackson Immuno-Research, 315-165-003
Anti-Mouse 1gG (H+L) West Grove, USA

Monoclonal anti-human IgG3-FITC | Merck KgaA, Darmstadt, DE F4641

antibody produced in mouse
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Mouse monoclonal [4E3] Second-
ary Antibody to Human IgG1- hinge
heavy chain (FITC)

abcam®, Cambridge, GB

ab99772

Mouse monoclonal HP6014 anti- abcam®, Cambridge, GB ab99788
human IgG2 Fd gamma (FITC)
Mouse monoclonal HP6025 anti- abcam®, Cambridge, GB ab99821
human IgG4 Fc (FITC)

Tabelle 12: Antikérper fiir immunhistochemische Farbungen
Bezeichnung Hersteller Nummer
Proteine und Komplement
Complement component C1q from | Merck KgaA, Darmstadt, DE 80295-33-6
human serum > 95%
Complement Serum Standard hu- | Merck KgaA, Darmstadt, DE C9473
man — aqueous solution
Full-length human neurofascin 155 | (Ng et al., 2012) nicht kom-

merziell

Recombinant human CNTN1/ Sino Biological Inc., Beijing, 10383-HO8H
Contactin-1 China
Primarantikrper
Anti-Contactin 1 antibody, mono- abcam®, Cambridge, GB ab105582
clonal mouse anti-hu-
man/rat/mouse
Human/ Mouse/ Rat Neurofascin Santa Cruz Biotechnology, AF3235
Antibody, Antigen Affinity-purified Santa Cruz, USA
Polyclonal Chicken IgY
Sekundarantikérper
Anti-Complement C1q Antibody LifeSpan BioSciences, Seattle, | LS-C41845
(HRP), polyclonal Sheep IgG USA
Goat anti-Chicken IgY (H+L) Sec- | Thermo Fisher Scientific Inc, PA1-28798
ondary Antibody, HRP conjugate Waltham, USA
HRP-conjugated IgG fraction of Nordic-MUbio, Susteren, Neth- | GAHu/C3c/P
polyclonal goat antiserum to C3c erlands @)
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fragment of human complement
factor C3

Mouse anti-Human IgG1 Fc Sec- Thermo Fisher Scientific Inc, A-10648
ondary Antibody, HRP Waltham, USA
Mouse anti-Human IgG4 Fc Sec- Thermo Fisher Scientific Inc, A-10654
ondary Antibody, HRP Waltham, USA
Peroxidase-conjugated AffiniPure Jackson Immuno-Research, 715-035-150
Donkey anti-Mouse 1gG (H+L) West Grove, USA
Peroxidase-conjugated AffiniPure Jackson Immuno-Research, 109-035-006
Goat Anti-Human IgG, F(ab’). West Grove, USA
Fragment Specific
Peroxidase-Mouse Monoclonal An- | Thermo Fisher Scientific Inc, 05-0520
tibody to Human 1gG2 Waltham, USA
Peroxidase-Mouse Monoclonal An- | Thermo Fisher Scientific Inc, 05-3620
tibody to Human IgG3 Waltham, USA
Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG/ | DakoCytomation, Glostrup, P 0214
HRP Danemark
Tabelle 13: Proteine und Antikérper fiir ELISA und KBV
Bezeichnung Hersteller Nummer
Ampuwa Steriles pyrogenfreies Fresenius Kabi, Sévres, Frank- | 04801694
Aqua reich
CaCl Merck KgaA, Darmstadt, DE 10043-52-4
CELLSTAR® Cell Culture Flasks, Greiner Bio-One International | 658 170
75cm? GmbH, Kremsmiinster, Oster-
reich
D-(+)-Glucose Merck KgaA, Darmstadt, DE G7021
powder, BioReagent
Deckglaser, rund, 12mm Novoglas Labortechnik Lan- 01-0012/1
genbrinck, Bern, Schweiz
DMSO Carl Roth GmbH + Co. KG, 4720.2

Karlsruhe, DE
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DPBS Thermo Fisher Scientific Inc, 14190144

Dulbecco’s PBS Waltham, USA

Gibco™ Fetal Bovine Serum (FBS) | Thermo Fisher Scientific Inc, 10270106
Waltham, USA

KCI >99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG, 6781.1
Karlsruhe, DE

L-Glutamin Thermo Fisher Scientific Inc, 21051040
Waltham, USA

Minimal essential medium (MEM) Thermo Fisher Scientific Inc, 11090081
Waltham, USA

NazHPO4 x 2 H,0 Merck KgaA, Darmstadt, DE 10028-24-7

NaCl > 99,8% Merck KgaA, Darmstadt, DE 31434-1KG-

R

NaOH Merck KgaA, Darmstadt, DE 1310-73-2

Nucleo Bond® Xtra Maxi Kit Macherey-Nagel, Duren, DE 740414.10

Nunc™ Zellkultur-Multischalen, Thermo Fisher Scientific Inc, 142475

24W Waltham, USA

Penicillin/ Streptomycin 10000U/ml | Thermo Fisher Scientific Inc, 15140122
Waltham, USA

Poly-D-Lysine hydrobromide Thermo Fisher Scientific Inc, 27964-99-4
Waltham, USA

TE Puffer (100X) PanReac AppliChem, lllinois A0973

pH 8.0 Tool Works Inc., Glenview,
USA

Trypan Blue solution 0.4%, liquid Thermo Fisher Scientific Inc, T8154
Waltham, USA

Trypsin-EDTA (0.05%), phenol red | Thermo Fisher Scientific Inc, 25300054
Waltham, USA

Tabelle 14: Reagenzien und Materialien fiir die Zellkultur
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Bezeichnung

Herstellung

0,1xTE

TE wurde 1:10.000 in H2O verdunnt, steril filtriert und aliquo-
tiert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

2x HBS-Puffer

12mM Glucose aus D-(+)-Glucose- Pulver, 10mM KCI,
280mM NaCl und 1,5mM Na;HPO4x2H20 in H.O wurden mit
NaOH auf pH = 6,95 titriert und steril filtriert. 1ml-Aliquots
wurden bei -20°C gelagert.

CaCl; 2,5M CaCl, wurden in H2O auf pH = 7,0 titriert und steril fil-
triert. 1ml-Aliquots wurden bei -20°C gelagert.

HEK-Medium 5ml L-Glutamin, 5ml Pen/Strep und 50ml steriles, 30 Minuten
bei 56°C hitzeinaktiviertes Gibco™ FBS wurden auf 500ml
mit MEM aufgeflllt und steril filtriert.

PDL Steriles Poly-D-Lysin Hydrobromid-Pulver wurde mit 50ml

destilliertem, sterilem Wasser gel6st und zu je 2ml aliquotiert.

Tabelle 15: Herstellung von Medien und Puffer fiir die Zellkultur

Generell wurden alle Substanzen in der Zellkultur vor Verwendung auf 37°C im

Wasserbad erwarmt. Die IVIG-Praparate wurden vom Hersteller aus Plasma

menschlicher Spender gewonnen und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Bezeichnung Hersteller Nummer
Ig Vena® 50 g/l Kedrion S.p.A, Barga, Italien 10982369
Privigen® 100 mg/ml | CSL Behring GmbH, Marburg, DE J1459

Tabelle 16: verwendete IVIG-Préaparate
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Gerat

Hersteller

Bezeichnung

20x Objektiv Zeiss, Oberkochen, DE Plan-Apochromat
Fluoreszenzmikroskop 20x/0,8 Ph2 M27
40x Objektiv Zeiss, Oberkochen, DE Plan-Apochromat

Fluoreszenzmikroskop

40x/0,95 Korr Ph3
M27

COo- Inkubator

Thermo Fisher Scientific Inc, Wal-
tham, USA

Heracell™ 150i

CoolCell™ FTS30

Freezing container

Merck KgaA, Darmstadt, DE

BCS-170

Fluoreszenzmikroskop

Zeiss, Oberkochen, DE

Axio Imager.M2

Heizplatte Medax Nagel GmbH, Kiel, DE SP13

Inversmikroskop Olympus®, Tokio, Japan CKX41

Kamera SPOT Imaging Solutions, Burroughs, | Pursuit™ USB 1.4
USA Mp SLIDER

Konfokalaufsatz Crestoptics S.p.A., Rom, Italien X-Light Confocal

Imager

Multiscan EX Elisa Thermo Fisher Scientific Inc, Wal- 51118177

Reader tham, USA

Stereomikroskop und Zeiss, Oberkochen, DE Stemi2000

Objektiv 450043

Sterilbank Thermo Fisher Scientific Inc, Wal- Herasafe™ KS
tham, USA

Stickstofftank Messer Group, Bad Soden am Chronos
Taunus, DE

Wasserbad Memmert GmbH + Co.KG, Schwab- | WNB Basic
ach, DE

Zentrifuge Hettich Lab Technology, Tuttlingen, | Rotanta 460R
DE

Zentrifuge Hettich Lab Technology, Tuttlingen, | ROTOFIX 32A

DE

Tabelle 17: verwendete Geréte
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Bezeichnung Hersteller Version

EndNote™ Thomson Reuters, NY, USA X7.7.1

Genesis Lite Labsystems, Thermo Fisher Scientific Inc, 2.16
Waltham, USA

ImageJ National Institutes of Health, USA 1.49b

Microsoft® Office™ Microsoft Corporation, Redmond WA, USA | 2016
2016
SPSS 23.0 IBM Corporation, Armonk NY, USA 23.0
VisiView® Visitron Systems, Puchheim, DE 211

Tabelle 18: verwendete Software

4.2 Patienten und Kontrollen

Es wurden im Zeitraum von Oktober 2013 bis Dezember 2014 pro- und retro-
spektivinsgesamt 150 Patienten mit inflammatorischen Polyneuropathien, 60 ge-
sunde Kontrollpersonen und 14 an weiteren autoimmun vermittelten neurologi-
schen Erkrankungen erkrankte Kontrollpersonen (im Folgenden bezeichnet als
.erkrankte Kontrollen®) fir die Studie rekrutiert. Alle Teilnehmer der Studie wur-
den mandlich und schriftlich aufgeklart und gaben ihr Einverstandnis zur Teil-
nahme an der Studie. Die retrospektiv rekrutierten Patienten und Kontrollperso-
nen hatten in vorherigen Studien ihr Einverstandnis zur Weiterverwendung des
archivierten Materials fur wissenschaftliche Zwecke erteilt. Die Studie wurde von
der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Julius-Maximilians-Univer-
sitat Warzburg beflrwortet (Nr. 278/13).

4.2 .1 Fallzahlberechnung

Die Pravalenz von Autoantikorpern gegen paranodale Proteine schwankt in der
Literatur deutlich und liegt fur Anti-Contactin-1 bei 2,4-16% bei CIDP-Patienten
und 4-25% bei GBS-Patienten, fur Anti-Neurofascin-155 bei 4-18% bei CIDP-Pa-
tienten und 4-15% bei GBS-Patienten (Devaux et al, 2012; Kawamura et al, 2013;
Miura et al, 2015; Ng et al, 2012; Ogata et al, 2015; Querol et al, 2014; Querol et
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al, 2013a). Bei MMN-Patienten wurden Autoantikérper gegen paranodale Prote-
ine bisher nicht beschrieben, Autoantikdrper gegen nodale Proteine wurden al-
lerdings mit einer Pravalenz von 62% angegeben (Notturno et al, 2014). Da kein
statistisch signifikanter Unterschied erreicht werden muss, sondern als vorrangi-
ges Ziel die absolute Detektion von Autoantikbrpern im Mittelpunkt der Studie
steht, sollten zur Detektion von mindestens zwei Patienten pro Antikérpergruppe
unter Berucksichtigung der angegebenen groften und kleinsten Pravalenz 11-84
CIDP-Patienten, 8-50 GBS-Patienten und 4 Patienten mit MMN untersucht wer-
den. Letztere Zahl wurde auf 24 Patienten erhoht, da die angegebene Pravalenz
(Notturno et al, 2014) nicht flr paranodale Autoantikdrper beschrieben ist und
nicht durch weitere Studien verifiziert wurde. Die Kohorte der CIDP-Patienten
wurde nach Erreichen der Fallzahl weiterhin vergroRert, da das Ziel von zwei

Patienten pro Antikérpergruppe noch nicht erreicht war.
4.2.2 Patienten

In die Studie wurden 105 Patienten (25 Frauen, 80 Manner) mit der Diagnose
CIDP nach INCAT-Diagnosekriterien (Hughes et al, 2001), 21 Patienten (6
Frauen, 15 Manner) mit GBS nach ,Level 1 der Brighton-Diagnosekriterien
(Sejvar et al, 2011) sowie 24 Patienten (7 Frauen, 17 Manner) mit ,definitiver
MMN®“ nach EFNS-Diagnosekriterien (Van Schaik et al, 2010) zum Zeitpunkt der
Rekrutierung eingeschlossen. Der Altersmedian betrug 61 Jahre (18-83 Jahre)
bei den Patienten mit CIDP, 59 Jahre (38-86 Jahre) bei den Patienten mit GBS
und 57 Jahre (33-76 Jahre) bei den Patienten mit MMN. Die Krankheitsdauer bis
zur Entnahme des Materials variierte bei den CIDP-Patienten von vier Monaten
bis zu 31 Jahren, bei den GBS-Patienten von einer Woche bis zu zwei Monaten
und bei den MMN-Patienten von zwei Monaten bis zu 33 Jahren. Im Durchschnitt
lag diese bei 86 Monaten (CIDP), 0,5 Monaten (GBS) und 125 Monaten (MMN).
Die Patienten mit Nachweis von paranodalen AutoantikGrpern wurden chronolo-
gisch in Reihenfolge der Detektion der Antikdrper als Patient 1-6 pseudonymi-
siert. Zur Vereinfachung wurde das Geschlecht bei dieser Benennung nicht be-

riicksichtigt. Tabelle 19 gibt einen Uberblick Gber deren klinische Daten.
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Patient | Patient | Patient | Patient | Patient | Patient

1 2 3 4 5 6
Geschlecht m m w m m w
Alter 76 68 62 72 31 69
Krankheitsdauer |1 252 20 1 15 0,25
in Monaten
Erkrankung CIDP CIDP CIDP CIDP CIDP GBS
paranodale Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
Autoantikorper CNTN1 | CNTN1 | CNTN1 | CNTN1 | Caspr | Caspr
Material Serum | - Serum | - Serum | -

PE PE PE PE - PE

Tabelle 19: klinische Daten der antikérperpositiven Patienten

Alter und Krankheitsdauer sind jeweils bei der Rekrutierung angegeben. Abkiirzungen: CIDP = chronisch
inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie, CNTN1 = Contactin-1, GBS = Guillain-Barré-Syn-
drom, m = ménnlich, PE = Plasmapheresematerial, w = weiblich.

4.2.3 Kontrollen

Es wurde Serum von 60 gesunden Kontrollpersonen (28 Frauen, 32 Manner, Al-
tersmedian 54 Jahre, Streubreite 22-82 Jahre) gewonnen. Anamnestisch wurden
neurologische Erkrankungen ausgeschlossen. Des Weiteren diente das Serum
von zehn Patienten (sieben Frauen, drei Manner, Altersmedian 57, Streubreite
34-78 Jahre) sowie das Plasmapherese-Material (PE-Material) von vier Patienten
(vier Manner, Altersmedian 59 Jahre, Streubreite 24-78 Jahre) mit anderen auto-
immun vermittelten neurologischen Erkrankungen (sieben Patienten mit MS, vier
Patienten mit Myasthenia gravis, drei Patienten mit anderen immunvermittelten

Neuropathien) als ,erkrankte Kontrolle®.
4.2.4 Probengewinnung

Von den prospektiv rekrutierten Patienten und Kontrollen wurde Serum im Rah-
men eines stationaren oder ambulanten Aufenthaltes im Universitatsklinikum

Warzburg (70 Patienten), Giel3en (30 Patienten) oder im Caritas-Krankenhaus
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Bad Mergentheim (zwei Patienten) enthommen und nach fuanfminutiger Zentrifu-
gation bei 5000U/min in der Rotanta 460R-Zentrifuge aliquotiert und bei -20°C
kryokonserviert. Plasmafiltrat von Patienten mit Indikation zur therapeutischen
Plasmapheresebehandlung im UKW wurde ebenfalls bei -20°C kryokonserviert.
Bei Patienten mit paranodalen Antikérpern sowie einem Patienten mit inflamma-
torischer Polyneuropathie ohne Autoantikdrper wurde aufgereinigtes IgG-Mate-
rial Uber etablierte Verfahren der neurologischen Klinik Gber lonenaustausch-
chromatographie (Buchwald et al, 1998; Geis et al, 2012; Sommer et al, 2005b)
aus dem Plasmafiltrat gewonnen. Retrospektiv wurde zur Erhéhung der Fallzahl
zusatzlich auf bereits archiviertes Serum und PE-Material aus vorherigen Studien
an der neurologischen Klinik des UKW ab dem Jahr 2005 zuruckgegriffen. Es
stand so insgesamt das Serum von 86 Patienten mit CIDP, 10 Patienten mit GBS
und 24 Patienten mit MMN sowie das PE-Material von 23 Patienten mit CIDP und
11 Patienten mit GBS flr die Versuche zur Verfugung. Das Material wurde chro-

nologisch pseudonymisiert.
4.2.5 Erhebung klinischer Daten

Die klinischen Daten wurden retrospektiv nach Abschluss der Diagnostik aus
Arztbriefen der Neurologischen Klinik des UKW, Laboruntersuchungen und Er-
gebnissen elektrophysiologischer Untersuchungen gewonnen. Daten extern
rekrutierter Patienten wurden pseudonymisiert zugesandt. Die relevanten Patien-
tendaten wurden in einer Excel-Tabelle dokumentiert, diese diente zur Uberprii-
fung der Diagnosekriterien der jeweiligen Erkrankung. Patienten, die diese nicht
erfullten, wurden ausgeschlossen. Im Rahmen der Follow-Up-Untersuchungen
der Patienten mit paranodalen Autoantikorpern wurde eine ausfuhrliche Anam-
nese und klinisch-neurologische Untersuchung durchgefuhrt sowie der Befund
gegebenenfalls unter Einverstandnis des Patienten videodokumentiert. Bei der
Anti-Contactin-1-positiven Patientin (Patient 3) wurde zusatzlich eine Tremorana-

lyse durchgefuhrt.

58



4.2.6 Statistik und Graphiken

Die deskriptive Statistik wurde mittels Microsoft Excel berechnet. Diagramme und
Graphiken wurden mittels Excel/ und SPSS 23.0 erstellt (siehe Tabelle 18).

4.3 Bindungsversuche an Zupfnervenpraparaten

Die Morphologie des Schnurringes ist bei Vertebraten ahnlich und die Bestand-
teile des paranodalen Komplexes Contactin-1/ Caspr/ Neurofascin-155 zeigen
bei Nagetieren und beim Menschen zu Uber 90% identische Aminosauresequen-
zen (Menegoz et al, 1997; Peles et al, 1997), daher eignen sich Praparate muri-
ner Zupfnerven zur Testung humanen Materials auf Autoantikdrper gegen para-

nodale Strukturen.
4.3.1 Praparation und Vorbereitung von Zupfnerven

Weibliche adulte C57BL/6 Mause wurden mittels zervikaler Dislokation getotet.
Die Ischiasnerven wurden entnommen, 10 Minuten in 4% PFA vorfixiert und in
0,1M Phosphatpuffer Gberfuhrt. Auf einem Objekttrager wurde der Nerv anschlie-
Rend in 0,05M Phosphatpuffer mit Pinzetten vom Epi- und Perineurium befreit
und kleine Faszikel entnommen. Diese wurden so gezupft, dass einzelne Axone
unter dem Mikroskop sichtbar waren. AnschlieRend wurden die Objekttrager Gber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und am nachsten Tag fur die immunhisto-

chemische Farbung verwendet oder bei -20°C kryokonserviert.
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4.3.2 Immunhistochemische Farbung

Mittels immunhistochemischer Farbung wird die Visualisierung einer Antigen-An-
tikorperbindung uber Fluoreszenzmikroskopie maoglich. Im ersten Schritt bindet
der gesuchte Primarantikorper spezifisch an ein fixiertes Antigen. Im zweiten
Schritt wird ein fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper benutzt, welcher an
das Fc-Fragment des Primarantikorpers bindet und so die Detektion von Antikor-
pern sowie die Einschatzung topischer Zusammenhange fluoreszenzmikrosko-
pisch erméglicht. Uber Doppelfarbungen und Kolokalisationsstudien mit speziel-

len bekannten Antikdrpern kdnnen maogliche Zielstrukturen identifiziert werden.

Alle Reagenzien und Puffer fur die immunhistochemische Farbung an Zupfner-
ven sind in Tabelle 10 und Tabelle 11, die verwendeten Antikdrper in Tabelle 12,
Gerate und Software in Tabelle 17 und Tabelle 18 aufgefuhrt. Nach Beschriftung
wurden die Objekttrager (OT) flr 10 Minuten in Aceton bei -20°C fixiert und auf
einer Heizplatte bei 38°C getrocknet. Die Zupfnerven wurden auf dem Objekttra-
ger mit einem PAP pen for immunostaining umrandet und mit 0,1M PBS gewa-
schen. AnschlielRend wurden durch Inkubation mit Blockierungslosung (Zupfner-
ven) fur eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer unspezifi-
sche Bindungen minimiert. Nach Abtropfen wurde der in Blockierungslosung ver-
dunnte Primarantikorper, als Negativkontrolle auf einem separaten Objekttrager
Blockierungsléosung und als Kontrollfarbung separat das in Blockierungslosung
verdunnte Serum einer gesunden Kontrolle aufgebracht und tber Nacht bei +4°C
inkubiert. Am Folgetag wurden die OT dreimal in 0,1M PBS gewaschen und fur
eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem korrespondierenden Sekundarantikor-
per inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen in 0,1M PBS wurden die OT
mit VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI 1.5 ug/ml eingedeckelt und
mit CoverGrip™ Coverslip Sealant versiegelt. Die Beurteilung erfolgte nach
Trocknung verblindet. Die Negativkontrolle mit Serum einer gesunden Kontrolle
wurde als Referenz unspezifischer Bindung flr die Beurteilung der Objekttrager

am Axiolmager.M2-Mikroskop genutzt.
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4.3.2.1 Einzelfarbungen und Subklassenanalyse

Als Primarantikorper wurde Patientenserum beziehungsweise PE-Material sowie
Serum einer gesunden Kontrolle jeweils 1:100 und 1:500 verdunnt verwendet.
Anti-Caspr antibody, Rabbit polyclonal to Caspr, reactivity to mouse/rat/human
1:1000 und Anti-Neurofascin antibody, Rabbit polyclonal to Neurofascin 1:400
wurden separat als Positivkontrolle fir paranodale Bindung verwendet. Als Se-
kundarantikérper dienten Cy™3-konjugierte AffiniPure Goat Anti-Human IgG
(H+L) und AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)-Antikdrper 1:100. Bei jeder
Charge diente jeweils ein anderes Serum einer gesunden Kontrolle als Referenz,
sodass insgesamt das Material aller Patienten und Kontrollen untersucht wurde.
In unklaren Fallen wurde die Farbung wiederholt. Bei den Anti-Contactin-1-posi-
tiven Patienten (Patient 1-3) und Anti-Caspr-positiven Patienten (Patient 5 und 6)
sowie jeweils beim Serum einer gesunden Kontrolle als Negativkontrolle wurden
separat subklassenspezifische, FITC-markierte Sekundarantikorper Mouse mo-
noclonal [4E3] Secondary Antibody to Human IgG1- hinge heavy chain, Mouse
monoclonal HP6014 anti-human IgG2 Fd gamma, Monoclonal anti-human IgG3-
FITC antibody produced in mouse und Mouse monoclonal HP6025 anti-human

1gG4 Fc 1:200 in Blockierungslosung verwendet.
4.3.2.2 Doppelfarbungen mit Anti-Caspr und Anti-Neurofascin

Bei Patienten, die ein auffalliges Muster am Paranodium in der Einzelfarbung
zeigten, wurde eine Doppelfarbung durchgefuhrt. Dabei wurde der Primarantikor-
per mit den Antikorpern Anti-Caspr antibody, Rabbit polyclonal to Caspr, reacti-
vity to mouse/rat/human 1:1000 beziehungsweise Anti-Neurofascin antibody,
Rabbit polyclonal to Neurofascin 1:400 koinkubiert. Als Sekundarantikdrper dien-
ten Cy™2-konjugierte AffiniPure Goat Anti-Human IgG (H+L) und Cy™3-konju-
gierte AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)-Antikorper. Kolokalisation wurde

uber VisiView® und ImagedJ bestimmt.
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4.3.3 Praabsorptionsversuche mittels transfizierter HEK-293-Zellen

Ziel der Prainkubationsversuche ist die indirekte Identifikation von paranodalen
Autoantikdrpern. Durch Prainkubation mit einem speziellen Antigen wird das Pa-
tientenmaterial von Antikdrpern gegen dieses Antigen spezifisch befreit. Zeigt
sich an der Zupfnervenfarbung nach Prainkubation mit GFP oder anderen Anti-
genen, nicht jedoch bei Prainkubation mit dem Ziel-Antigen, eine paranodale Bin-
dung, ist vom Vorliegen von Autoantikorpern gegen diese Struktur auszugehen.

HEK-293-Zellen wurden wie in Kapitel 4.6 beschrieben kulturell angezichtet, auf
Nunc™ Zellkultur-Multischalen, 24 Wells ausgesat und mit Contactin-1 und
Caspr transfiziert. Als Negativkontrolle wurden GFP-transfizierte HEK-293-Zellen
verwendet. Das Serum/PE-Material von Patienten mit Verdacht auf paranodale
Autoantikdrper sowie Serum einer gesunden Kontrolle wurde je 1:500 und 1:1000
in Blockierungslosung (Zupfnerven) verdunnt und mit vorher 20 Minuten in 4%
PFA fixierten, Contactin-1-transfizierten Zellen oder nicht fixierten Caspr-trans-
fizierten Zellen seriell in drei Wells je eine Stunde bei Raumtemperatur prainku-
biert. Im Anschluss wurde das Material enthommen und eine Einzelfarbung an
Zupfnerven wie in Kapitel 4.3.1 und 4.3.2 beschrieben durchgefihrt. Als Referenz
fur die Beurteilung dienten jeweils parallel nicht prainkubierte sowie auf GFP- o-
der Contactin-1-transfizierten Zellen prainkubierte Proben des jeweiligen Materi-

als.
4.4 ELISA

Der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ermoglicht den immunologi-
schen Nachweis von gegen spezifische Antigene gerichteten Antikérpern Uber
eine Enzymreaktion (Engvall & Perlmann, 1971). Zur Detektion paranodaler IgG-
Antikorper gegen Contactin-1 und Neurofascin-155 wurden ELISAs etabliert und
alle in die Studie eingeschlossenen Patienten und Kontrollen in einem Screening-
verfahren getestet. Die Etablierung eines ELISA zur Detektion von Antikérpern

gegen das paranodale Protein Caspr gelang aufgrund methodischer Limitationen
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nicht. Die fur den ELISA verwendeten Reagenzien und Puffer sind in Tabelle 10
und Tabelle 11, Proteine und Antikdrper in Tabelle 13 und IVIG in Tabelle 16
aufgefuhrt. Es wurden nicht sterile, MaxiSorp-beschichtete Immuno 96
MicroWell™ Feste Platten, Nunc, IDL mit dem paranodalen Ziel-Antigen bei 4°C
uber Nacht beschichtet; als Negativkontrolle wurde ein Duplet unbeschichtet be-
lassen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde eine Stunde mit je 200 pl
Blockierungslosung (ELISA) zur Vermeidung unspezifischer Bindung inkubiert.
Zwischen jedem folgenden Schritt wurde nun, soweit nicht anders vermerkt, vier-
mal mit Waschpuffer (PBS/Tween) gewaschen, Uberschissiger Waschpuffer
durch sanftes Klopfen beseitigt und so nicht gebundene Substanzen entfernt. Als
Primarantikorper wurde Serum oder PE-Material der Patienten und Kontrollen
verdunnt in Blockierungslosung (ELISA) sowie auf jeder Platte eine Negativkon-
trolle nur mit Blockierungsldésung und eine Positivkontrolle mit dem kommerziell
erworbenen Antikorper eine Stunde bei 37°C unter Agitation inkubiert. Spezifi-
sche, gebundene IgG-Antikdrper wurden Uber einen passenden Sekundaranti-
korper, der an das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt ist, detektiert.
Dazu wurden im Anschluss 100 ul des in Blockierungslésung (ELISA) verdliinnten
Sekundarantikdrpers 30 Minuten bei 37°C unter Agitation inkubiert. Als chromo-
genes Substrat diente 100 yul TMB Solution 1x pro Well, die im Dunkeln inkubiert
wurde. Die Meerrettichperoxidase oxidiert das Substrat TMB, es entsteht so ein
unléslicher, blauer Farbstoff. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 50 pl
1M Schwefelsaure H>SO4 (2N) nach genau 15 Minuten ohne vorherigen Wasch-
schritt gestoppt. Es kommt so zur Bildung eines gelben Farbkomplexes (Martin
et al, 1984; Nakane & Kawaoi, 1974). Die optische Dichte (OD) bei einer Wellen-
lange von A = 450 nm wurde im Multiscan EX Elisa Reader bestimmt. Eine Kalib-
rierung Uber eine Standardreihe zur quantitativen Analyse war nicht mdglich. Es
wurde daher der Mittelwert der OD aller Kontrollen gebildet und als Schwellen-
wert fUr ein positives Ergebnis die fuUnffache Standardabweichung des Mittelwer-
tes festgesetzt. Das Prinzip eines Antigen-basierten ELISAs ist in Abbildung 6

schematisch dargestellt.
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Abbildung 6: Prinzip des ELISAs

Der Primérantikérper (dunkelblau) bindet spezifisch an ein gebundenes Zielantigen (rot), lberfliissige Anti-
kérper werden durch Waschschritte entfernt. Ein mit Meerrettichperoxidase (gelb) gekoppelter Sekundéran-
tikérper (hellblau) erkennt die Fc-Region des Primérantikérpers. Die Menge des gebundenen Sekundéran-
tikbrpers wird anschlieBend (iber Messung der OD bei Hinzugabe eines chromogenen Substrates (griin)
und konsekutiver Farbreaktion quantifiziert.

Zur Minimierung von Pipettierfehlern wurden in allen folgenden ELISAs und
ELISA-basierten Komplementversuchen Wells in Duplets beschichtet und bei der
Auswertung mittels Excel jeweils der Mittelwert gebildet. Von diesem wurde der
Mittelwert des Duplets der Negativkontrolle (Verwendung von Blockierungslo-
sung an Stelle eines Primarantikorpers, siehe oben) subtrahiert, um unspezifi-
schen Hintergrund in der Auswertung zu minimieren. Rechnerisch so mdglicher-

weise entstandene negative Werte wurden auf O zurickgesetzt.
4.4.1 Neurofascin-155-ELISA

Die 96-Well-Platte wurde mit 100 ul Full-length human neurofascin 155 (Ng et al,
2012) pro Well in einer Konzentration von 5 pg/ml in PBS beschichtet. Als Pri-
marantikérper dienten Serum und PE-Material in einer Verdiinnung von 1:100
sowie als Positivkontrolle Human/Mouse/Rat Neurofascin Antibody, Antigen Affi-
nity-purified Polyclonal Chicken IgY 1:5000 in Blockierungslosung (ELISA). Als
Sekundarantikorper wurden HRP-konjugierte Goat anti-Chicken IgY (H+L) Se-
condary Antibody und Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG/HRP Antikérper je
1:10.000 in Blockierungslosung (ELISA) verwendet. Das restliche Vorgehen er-
folgte wie oben beschrieben.
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4. 4.2 Contactin-1-ELISA

Die 96-Well-Platte wurde mit 100 yl Recombinant human CNTN1/ Contactin-1
pro Well in einer Konzentration von 2 ug/ml in 0,1M Carbonatpuffer beschichtet.
Als Primarantikdrper dienten Serum und PE-Material 1:100 sowie als Positivkon-
trolle Anti-Contactin 1 antibody, monoclonal mouse anti-human/rat/mouse 1:200
in Blockierungslosung (ELISA). Als Sekundarantikorper wurden HRP-konjugierte
AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG 1:1000 und Polyclonal Rabbit Anti-Human
IgG/HRP 1:10.000 in Blockierungslésung (ELISA) verwendet. Das restliche Vor-

gehen erfolgte wie oben beschrieben.
4.4.2.1 Titerbestimmung bei positiven Patienten

Bei den vier Patienten, deren OD Uber dem Schwellenwert lag, wurde der Titer
der Anti-Contactin-1-Antikorper jeweils in unterschiedlichen Serumproben und/o-
der PE-Material bestimmt. Dazu wurde jeweils eine Verdunnungsreihe von 1:100
bis 1:50.000 in Blockierungslésung (ELISA) angelegt. Als Negativkontrolle wurde
das Serum einer Normalkontrolle ebenfalls entsprechend verdiinnt. Die Verdun-
nung, deren OD als Letzte Uber dem Schwellenwert lag, wurde als Titer festge-
setzt.

4.4.2.2 Bestimmung der IgG-Subklassen

Zur Bestimmung der IgG-Subklassen wurde ein ELISA nach Protokoll wie in Ka-
pitel 4.4 und 4.4.2 beschrieben durchgefuhrt, allerdings wurden subklassenspe-
zifische Sekundarantikorper verwendet. Diese wurden in Verdlinnungsreihen mit
Blockierungslosung (ELISA) als Primarantikérper getestet und als optimale Ver-
duinnung diejenige gewahlt, bei der alle Subklassenantikorper eine ahnliche OD
fur die Negativkontrolle aufwiesen. Als Primarantikorper wurden Serum und PE-
Material von Patient 1-4, als Negativkontrolle das Serum einer gesunden Kon-
trolle 1:100 in Blockierungslésung (ELISA) verdinnt. Es wurden HRP-konjugierte
Peroxidase-Mouse Monoclonal Anti-Human 1gG1 Fc 1:1000, anti-lgG2
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1:4000, anti-IgG3 1:3000 und anti-lgG4 Fc 1:2000 verwendet. In einem separa-
ten Versuch wurde PE-Material von Patient 1-3 in Verdinnungen entsprechend
dem C1g-Komplementbindungsversuch, also 1:20 fur Patient 1 und 3 sowie 1:8,6
fur Patient 2 verwendet. So wurden die Subklassen bei jeweils gleicher Konzent-
ration von Anti-Contactin-1-Autoantikérpern in den unterschiedlichen Patienten-
proben ermittelt (siehe 4.4.2.3). Es diente jeweils das PE-Material einer ,erkrank-
ten Kontrolle® in einer Verdinnung von 1:20 und 1:8,6 als Negativkontrolle. Die
subklassenspezifischen Sekundarantikérper wurden 1:5000 (IgG1, 1gG4),
1:10.000 (IgG3) und 1:15.000 (IgG2) verdunnt.

4.4.2.3 Anpassung des Anti-Contactin-1-Gehalts durch Berechnung

unterschiedlicher Verdinnungen

Um Proben mit vergleichbarer Menge von Anti-Contactin-1-Autoantikorpern bei
Anti-Contactin-1-positiven Patientenproben mit unterschiedlichen Titern fur die
Komplementbindungs- und -aktivierungsversuche zu erhalten, wurden Verhalt-
nisse und optimale Verdinnungen rechnerisch ermittelt. Das Material von Patient
1, 2 und 3 wurde, je 1:1000, 1:1500 und 1:2000 verdunnt, als Primarantikorper in
einem ELISA nach obig beschriebenem Protokoll verwendet (siehe Tabelle 20,
Zeile A, Spalte 1-3). Das Verhaltnis des OD-Gehalts der einzelnen Patienten bei
jeder Verdinnung wurde bestimmt und jeweils der Mittelwert gebildet (siehe Ta-
belle 20, Zeile A, Spalte 3-6). Rechnerisch wurde die Verdlinnung an das jewei-
lige Verhaltnis angepasst. Bei Patient 1 und 3 war keine Anpassung aufgrund
von ahnlichen Konzentrationen und Verhaltnissen notig, bei Patient 2 erfolgte die
Anpassung um den Faktor 2,3 (siehe Tabelle 20, Zeile B und C).

66



1 2 3 4 5 6
Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Patient 1: | Patient 1: | Patient 3:
Patient 2 | Patient 3 | Patient 2
A | OD IgG-ELISA
1:1000 2,443 1,036 2,517 2,358 0,980 2,430
1:1500 1,826 0,800 1,863 2,284 0,971 2,440
1:2000 1,433 0,612 1,319 2,342 1,086 2,155
Mittelwert 2,328 1,012 2,305
B | Verdiinnung
ELISA (x2,3) 1:100 1:43 1:100
C | Verdiinnung
C1q9-KBV (x2,3) | 1:20 1:8,6 1:20

Tabelle 20: Anpassung des Anti-Contactin-1-Gehalts fiir den C1q-KBV

Die OD des ELISAs istin Zeile A, Spalte 1-3, die Berechnung von Verhéltnissen in Spalte 4-6, die konseku-
tive Endverdiinnung fiir den ELISA in Zeile B und fiir den KBV mit C1q in Zeile C dargestellt. Abkiirzungen:
ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay, IgG = Immunglobulin G, KBV = Komplementbindungsver-
such, OD = optische Dichte.

Fur den C3c-Komplementaktivierungsversuch (KAV) wurde der Gesamt-IgG Ge-
halt der Patientenproben fur Patient 2 und 3 mittels Human IgG ELISA-Kit nach
Protokoll des Herstellers bestimmt (siehe Tabelle 21 Zeile A). Auf die Bestim-
mung bei Patient 1 konnte bei anndhernd gleichen Titern und Verhaltnissen zwi-
schen Patient 1 und 3 (siehe Tabelle 20, Zeile A) verzichtet werden. Analog zur
Berechnung fur den C1g-Komplementaktivierungsversuch und ELISA (siehe Ta-
belle 20) wurde die Konzentration des aufgereinigten 1gGs, welche bei den fur
den C19-KBV ermittelten Verdlinnungen vorliegt, berechnet und zueinander ins
Verhaltnis gesetzt (siehe Tabelle 21 Zeile A und B). Die Verdunnung des aufge-
reinigten 1gG-Materials (Originalkonzentration 100 mg/ml) wurde um den Faktor
3,51 bei Patient 2 angepasst. Die Endkonzentration des aufgereinigten IgG-Ma-
terials betrug somit 2,5 mg/ml bei Patient 3 sowie 8,77 mg/ml bei Patient 2 (siehe
Tabelle 21, Zeile C und D). Bei dieser Konzentration lag rechnerisch nun jeweils

der gleiche Gehalt an Anti-Contactin-1-1gG vor.
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2 3 4
Patient 2 Patient 3 Patient 2:
Patient 3
A | IgG-Gehalt
Total (mg/ml) 9,65 6,39
Verdunnung C1q KBV (ug/ml) 1122,1 319,5
B | Verhiltnis 3,51
Verdunnung C1q KBV (ug/ml)
C | Verdiinnung C3c-KAV (x3,51) 1:11,4 1:40
D | Endkonzentration aufgereinigtes IgG- | 8,77 2,5
Material (mg/ml)

Tabelle 21: Anpassung des Anti-Contactin-1-Gehalts fiir den C3c-KAV

Der Gesamt-IgG-Gehalt fiir Patient 2 und 3 ist in Zeile A, das Verhéltnis in Zeile B und die konsekutive
Verdiinnung in Zeile C mit Endkonzentration in Zeile D dargestellt. Abkiirzungen: IgG = Immunglobulin G,
KAV = Komplementaktivierungsversuch.

Zur Verifizierung der Berechnungen wurde ein Anti-Contactin-1-ELISA mit den
berechneten Verdunnungen in Duplets durchgefuhrt (siehe Tabelle 22, Spalte 1-
3) und das Verhaltnis der OD der einzelnen Patienten zueinander berechnet
(siehe Tabelle 22, Spalten 4-6). Das optimale Verhaltnis bei gleichem Anti-
Contactin-1-Gehalt betragt 1,00. Dieses wurde gerundet fur jeden Patienten er-
reicht (siehe Tabelle 22, Spalten 4-6) und die Methode somit verifiziert.

1 2 3 4 5 6

OD IgG-ELISA | Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Patient 1: | Patient 1: | Patient 3:
Patient 2 | Patient 3 | Patient 2
A | PE-Material 3,107 3,159 3,187 0,984 0,975 1,009

Verdlnnung
C1g-KBV

B | IgG 3,193 3,126 3,207 1,021 0,996 1,026
Verdlnnung
C3c-KAV

Tabelle 22: Verifizierung der Berechnung fiir C1q-KBV und C3c-KAV mittels ELISA

Die optische Dichte (OD) der einzelnen Patienten, jeweils fiir das PE-Material (Zeile A) und das aufgereinigte
IgG-Material (Zeile B), ist in Spalte 1-3, das Verhéltnis der Patienten zueinander in Spalte 4-6 dargestellt.
Abkiirzungen: ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay, IgG = Immunglobulin G, KAV = Komplemen-
taktivierungsversuch, KBV = Komplementbindungsversuch, OD =optische Dichte, PE = Plasmapherese.
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4.4.2.4 Contactin-1-ELISA unter Zugabe von IVIG

Der Effekt von IVIG auf die Bindung der Anti-Contactin-1-Autoantikorper an
Contactin-1 konnte mittels ELISA in vitro untersucht werden. Ein Contactin-1-
ELISA wurde dazu wie in Kapitel 4.4 beschrieben durchgefihrt. Die Beschichtung
erfolgte mit 100 uyl recombinant human CNTN1/ Contactin-1 pro Well in einer
Konzentration von 2 pyg/ml in 0,1M Carbonatpuffer. Als Primarantikorper wurde
PE-Material in einer Verdunnung von 1:100 fur Patient 1 und 3 sowie 1:43 fur
Patient 2 (siehe Tabelle 20) in Blockierungslosung (ELISA) sowie als Negativ-
kontrolle PE-Material einer ,erkrankten Kontrolle“ mit immunvermittelter, inflamm-
atorischer Neuropathie ohne Anti-Contactin-1-Autoantikorper 1:100 sowie 1:43
verwendet. Zusatzlich wurden die Primarantikorper mit den IVIG-Praparaten Ig
Vena® 50 g/l und Privigen® 100 mg/ml und als Negativkontrolle separat mit Bo-
vine Serum Albumin (BSA) in einer Konzentration von 0,2-25 mg/ml koinkubiert.
Diese gewahlten Konzentrationen entsprechen dem Anstieg des IgG-Gehalts
nach IVIG-Gabe bei Patienten (vergleiche Kapitel 3.1.6.2.1). Als Sekundaranti-
korper diente der 1:150.000 in Blockierungslosung (ELISA) verdinnte, HRP-kon-
jugierte AffiniPure Goat Anti-Human IgG, F(ab’)> Fragment Specific. Die OD von
Patient 1-3 bei Koinkubation mit IVIG/BSA bei jeder Verdinnung (c = 0,2-25
mg/ml) wurde ins Verhaltnis zur OD von Patient 1-3 bei Koinkubation ohne
IVIG/BSA (c = 0 mg/ml) gesetzt. Die Mittelwerte dieses Verhaltnisses der drei
Patienten wurden mit Standardabweichung berechnet und in einem Excel-Dia-
gramm gegen die jeweilige Konzentration separat fur die beiden IVIG-Praparate
sowie fur die Kontrolle mit BSA aufgetragen. Zur Untersuchung eines moglichen
verdrangenden Effektes von IVIG auf die Antigen-Antikorperbindung wurden die
IVIG-Praparate oder BSA nicht mit, sondern nach der Inkubation des Primaranti-
korpers in einem zusatzlichen Schritt fir 30 Minuten inkubiert und wieder ausge-
waschen, das restliche Vorgehen erfolgte wie oben beschrieben.
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4.4.3 ELISA zur Bestimmung des Gesamt-IgG-Gehalts bei Patienten

und Kontrollen

Der Gesamt-IgG Gehalt der Seren aller gesunden Kontrollen sowie des PE-Ma-
terials aller in die Studie aufgenommenen Personen (23 CIDP-Patienten, 11
GBS-Patienten, 4 ,erkrankte Kontrollen“) wurde mittels Human IgG ELISA Kit
nach Protokoll des Herstellers bestimmt. Ebenfalls wurde dieser bei den Contac-
tin-1- und Anti-Caspr-positiven Patienten im PE-Material (Patient 1, 2, 3, 4, 6)
und soweit verfugbar im Serum (Patient 1, 3, 5) bestimmt.

4.5 ELISA-basierte Komplementbindungsversuche

Bei Patienten mit Anti-Contactin-1-Autoantikdrpern mit hohen Titern (Patient 1-3)
wurde das Komplementbindungs- und -aktivierungsverhalten in vitro untersucht.
Dazu wurde ein modifizierter ELISA verwendet. Die fur die ELISA-basierten Kom-
plementbindungsversuche verwendeten Reagenzien und Puffer sind in Tabelle
10 und Tabelle 11, Proteine und Antikorper in Tabelle 13 und die IVIG-Praparate
in Tabelle 16 aufgefuhrt. Die Beschichtung von MaxiSorp Immuno 96
MicroWell™ Feste Platten, Nunc, IDL mit Contactin-1 erfolgte wie in Kapitel 4.4
und 4.4.2 beschrieben. Die Anti-Contactin-1-Autoantikorper der positiven Patien-
ten wurden nach Blockierung unspezifischer Bindung mittels Inkubation mit Blo-
ckierungslosung (ELISA) fur zwei Stunden bei 37°C unter Agitation analog zum
ELISA an das Zielprotein Contactin-1 gebunden und nicht gebundenes Material
durch Waschschritte mit Waschpuffer (PBS/Tween) entfernt. Die Waschschritte
wurden, soweit nicht anders vermerkt, zwischen jedem weiteren Schritt sechsmal
durchgefuhrt und Uberschussiger Waschpuffer durch sanftes Klopfen entfernt. Im
Anschluss wurden Komplementfaktoren in die Wells gegeben und inkubiert. An
die Primarantikérper gebundenes Komplement wurde Uber einen korrespondie-
renden HRP-konjugierten Sekundarantikdrper markiert und mittels Farbreaktion
des chromogenen Substrates TMB und Messung der optischen Dichte detektiert
(vergleiche 4.4). Das Prinzip des ELISA-basierten Komplementbindungsversu-

ches ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.
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Abbildung 7: Prinzip des ELISA-basierten Komplementbindungsversuches
Nach Bindung des Primérantikérpers (blau) an das Zielantigen (rot) wird Komplement (dunkelgrau) hinzu-
gegeben. Dieses wird im Falle der Bindung durch einen spezifischen, Meerrettichperoxidase (gelb)-markier-

ten Sekundérantikérper (hellgrau) erkannt und die Bindung (ber die OD-Messung der Farbreaktion mit dem
chromogenen Substrat (griin) quantifiziert.

4.5.1 Komplementbindungsversuche mit C1q

Als Primarantikorper diente je 100 ul PE-Material von Patient 1-3 in an die Anti-
Contactin-1-Titer adaptierten Verdunnungen (Berechnung siehe Tabelle 20, Zeile
C), als Negativkontrolle das PE-Material der vier ,erkrankten Kontrollen je in den
Verdinnungen 1:20 und 1:8,6 und als Positivkontrolle Anti-Contactin 1 antibody,
monoclonal mouse anti-human/rat/mouse 1:20 in Blockierungslosung (ELISA).
Die Inkubation erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Alle folgenden Inkubationen erfolgten
bei Raumtemperatur unter konstanter Agitation. Als Komplementquelle diente
Complement component C1q from human serum > 95% in einer Verdinnung von
10 pg/ml in Blockierungslosung (ELISA) mit einer Inkubationszeit von zwei Stun-
den. C1q ist die bindende Untereinheit des Komplementfaktors C1 und steht am
Anfang des klassischen Aktivierungsweges der Komplementkaskade (siehe
3.4.2); somit ist es als Indikator fur Komplementbindung geeignet. Als Sekun-
darantikérper wurde HRP-konjugierter Anti-Complement C1q Antibody (HRP),
polyclonal Sheep IgG 1:200 in Blockierungslosung (ELISA) fir 30 Minuten inku-
biert. Der Einfluss von IVIG auf die Komplementbindung durch Anti-Contactin-1-
Antikorper wurde separat untersucht. Hierzu wurden die beiden IVIG-Praparate
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und als Kontrolle BSA zusammen mit oder als zusatzlicher Schritt nach der Inku-
bation mit Komplement flr 30 Minuten in Konzentrationen von 0,2-25 mg/ml ver-

wendet (vergleiche Kapitel 4.4.2.4).
4.5.2 Komplementaktivierungsversuche mit C3c

Als Primarantikdrper wurde 100 pl aufgereinigtes IgG-Material (c = 100 mg/ml)
von Patient 1-3 und als Negativkontrolle aufgereinigtes lgG-Material (c = 100
mg/ml) einer ,erkrankten Kontrolle® mit inflammatorischer Polyneuropathie ohne
Anti-Contactin-1-Antikérper in den an den Gesamt-IgG-Gehalt adaptierten Ver-
dinnungen 1:40 oder 1:11,4 (Berechnung siehe Tabelle 21) sowie als Positiv-
kontrolle Anti-Contactin 1 antibody, monoclonal mouse anti-human/rat/mouse
1:20 in Blockierungslosung (ELISA) verwendet und uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Eine Durchflhrung der Versuche mit PE-Material oder Serum konnte methodisch
nicht etabliert werden, da angesichts der niedrigen Verdinnung der Komplement-
quelle das Hintergrundsignal auch bei Anti-Contactin-1-negativen Kontrollseren
unspezifisch erhoht war. Alle folgenden Inkubationen erfolgten bei Raumtempe-
ratur unter konstanter Agitation. Als Komplementquelle diente je 100 ul Comple-
ment Serum Standard human 1:10 in Blockierungslésung (ELISA) verdinnt, die
Inkubation erfolgte Uber Nacht. Als Sekundarantikdrper wurde ein HRP-konju-
gierter Anti-C3c-Antikorper IgG fraction of polyclonal goat antiserum to C3c frag-
ment of human complement factor C3 in einer Verdinnung von 1:7000 in Blo-
ckierungslésung (ELISA) flr 30 Minuten inkubiert. Im Rahmen der Komplemen-
taktivierung wird der Faktor C3 in C3a und C3b gespalten, letzteres wird wiede-
rum in C3c und C3d umgesetzt (siehe 3.4.2). Der verwendete Sekundarantikoper
erkennt nach Angaben des Herstellers das Epitop der C3c-Domane und bindet
an C3c, C3b und kleinere Abbauprodukte und ist somit als Indikator fir Komple-
mentaktivierung geeignet. Um die Effekte von IVIG auf die Komplementaktivie-
rung zu untersuchen, wurden die IVIG-Praparate und als Kontrolle BSA mit dem
humanen Komplement in einer Konzentration von 25 mg/ml analog zum ELISA
mit IVIG und dem C1g-KBV mit IVIG (vergleiche Kapitel 4.4.2.4 und 4.5.1) koin-
kubiert. Es wurde allerdings keine komplette Verdunnungsreihe von 0,2-25 mg/ml
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durchgefuhrt, da nur begrenzte Mengen des aufgereinigten IgGs fur Versuche
zur Verfigung standen und in Vorversuchen geringe 1VIG-Konzentrationen kei-

nen Effekt auf die Komplementaktivierung gezeigt hatten.
4.6 Bindungsversuche an transfizierten HEK-293-Zellen

Zur ldentifizierung von Autoantikdrpern gegen paranodale Proteine wurde eine
embryonale humane Nierenepithel-Zelllinie (HEK-293) verwendet. Diese seit
Jahren etablierte Zelllinie (Shein & Enders, 1962) findet in der Zellbiologie viel-
seitige Anwendungen, beispielsweise wird sie zur Expression antigener Struktu-
ren Uber Transfektion mit Fremd-DNA genutzt. So kann Uber immunhistochemi-
sche Farbungen das Bindungsverhalten monospezifischer Antikdrper an die ein-
gebrachten Antigene untersucht werden.

4.6.1 Kultivierung von HEK-293-Zellen

Die far die Arbeit in der Zellkultur verwendeten Materialien sind in Tabelle 14, die
verwendeten Puffer und Medien in Tabelle 15, die Gerate in Tabelle 17 aufgelis-
tet. Alle offenen Arbeiten an lebenden Zellen erfolgten unter sterilen Bedingun-
gen. Zur Inkubation wurde der Heracell™ 150i CO2-Inkubator bei 5% CO:2 ge-
nutzt. Die HEK-293-Zellen (ATCC, Wesel, DE) wurden freundlicherweise von
Frau Prof. Dr. Villmann zur Verfugung gestellt, in Gibco™ Fetal Bovine Serum
(FBS) mit 10% DMSO in 1ml-Kryo-Tubes unter Verwendung des CoolCell™
FTS30 Freezing container eingefroren und bei -80°C im Stickstofftank kryokon-
serviert. Zur Kultivierung wurde ein Kryo-Tube im Wasserbad aufgetaut, die Zell-
suspension auf 15ml vorgewarmtes HEK-Medium pipettiert und bei 800 rpm funf
Minuten lang mit der ROTOFIX 32A Zentrifuge zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Pellet in HEK-Medium gelést und in einer Zellkulturfla-
sche CELLSTAR® Cell Culture Flasks, 75cm? mit 15ml HEK-Medium fur eine
Woche bei 37°C und 5% CO:2im Inkubator angeztchtet. Im Anschluss wurden
die Zellen zweimal wochentlich nach Waschen mit sterilem DPBS Dulbecco’s
PBS funf Minuten lang bei 37°C mit Trypsin-EDTA (0.05%) phenol red anverdaut,
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mit 10ml HEK-Medium vom Flaschenboden geldst, bei 800 rpm fur funf Minuten
zentrifugiert, resuspendiert und mit einer Dichte von 2 Millionen Zellen pro 75
cm?-Kulturflasche in 10ml HEK-Medium (c = 200.000/ml) erneut ausgesat. Zur
Berechnung der Konzentration wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypan-
blau Trypan Blue solution 0.4%, liquid, sterile-filtered, suitable for cell culture an-
gefarbt, in einer Neubauerzahlkammer mit dem Inversmikroskop CKX41 ausge-
zahlt und die Verdunnung zum Erreichen der Zielkonzentration berechnet. Nach
der 20. Passage wurden die Zellen verworfen.

4.6.2 Transfektion von HEK-293-Zellen

Zur Verbesserung der Zelladharenz am Deckglas wurde eine Beschichtung mit
Poly-D-Lysin (PDL) durchgefuhrt. Sterilisierte 12mm-Glasdeckglaser wurden
dazu in Nunc™ Zellkultur-Multischalen, 24 Wells ausgelegt, mit 150 pyl PDL pro
Deckglas eine Stunde lang bei 37°C inkubiert und Uberschussiges PDL durch
zweimaliges Waschen mit destilliertem, sterilem Wasser Ampuwa Steriles pyro-
genfreies Aqua entfernt. Danach wurden die Deckglaser fur 24h bei Raumtem-
peratur getrocknet. Am folgenden Tag wurden die HEK-293-Zellen wie in Kapitel
4.6.1 beschrieben aus den Zellkulturflaschen gelést und in einer Dichte von
50.000/Well auf die beschichteten Deckglaser ausgesat. Nach einer Inkubation
von 24 Stunden erfolgte die Transfektion mit Fremd-DNA. Dazu wurde die Cal-
cium-Phosphat-Prazipitationsmethode verwendet. Dieses einfache Transfekti-
onsverfahren beruht auf der Bildung von Komplexen aus ausgefalltem Calciump-
hosphat und DNA, welche Uber unspezifische Endozytose in die Zellen aufge-
nommen werden. So kann die Fremd-DNA in das Genom integriert werden
(Graham & van der Eb, 1973). Auf diese Weise kann eine Transfektionsrate von
10-50% an Saugetierzellen erreicht werden (Chen & Okayama, 1987). Zur Trans-
fektion wurden freundlicherweise DNA-Plasmide von humanem Caspr und
Contactin-1 von Prof. Elior Peles (Peles et al, 1995; Peles et al, 1997), Ratten-
Contactin-1 von PhD Sulayman D. Dib-Hajj und PhD, MD Stephen G. Waxman
(Liu et al, 2001; Peles et al, 1995) und humanem Neurofascin-155 von PhD Dr.
Judy Ng und Prof. Dr. E. Meinl (Ng et al, 2012) zur Verfigung gestellt und von
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Prof. Dr. Carmen Villmann durch Retransformation in NEB5a C29871-kompetente
Escherichia coli (New England Biolabs, Frankfurt am Main, DE) und anschlie-
Rende Maxi-Plasmid-Praparation unter Verwendung des Nucleo Bond® Xtra
Maxi-Kits vermehrt. Als positive Kontrolle fur die erfolgreiche Transfektion dien-
ten separat Green-Fluorescent-Protein (GFP)-Plasmide (Shimomura et al, 1962).
Es wurden 44% 0,1x TE-Puffer mit DNA in einer Endkonzentration von 1 pg/ml
mit 1,25% 2,5M CaClz in einem Mikroreaktionsgefald vermischt und tropfenweise
mit 2x HBS-Puffer aufgefullt. Die Losung wurde vorsichtig gemischt und funf Mi-
nuten lang bei 37°C inkubiert. Darunter kam es als Zeichen der Prazipitatbildung
zu einer Trubung. Pro Well wurden nun 50 pl tropfenweise auf die Zellen gegeben
und diese uber Nacht bei 37°C inkubiert. Es wurde so eine Transfektionsrate von
20% erreicht. Am Folgetag wurde der Uberstand entfernt, zweimalig mit HEK-
Medium gewaschen und wiederum 24 Stunden in HEK-Medium inkubiert. Da-

raufhin konnte die immunhistochemische Farbung erfolgen.

4.6.3 Immunhistochemische Farbung an transfizierten HEK-293-Zel-

len

Die fur die immunhistochemische Farbung an HEK-293-Zellen verwendeten Lo6-
sungen und Puffer sind in Tabelle 10 und Tabelle 11, die Antikdrper in Tabelle 12
und die Gerate und Software in Tabelle 17 und Tabelle 18 aufgefuhrt. Nach Ab-
saugen des Mediums wurden die Zellen fur funf Minuten in DPBS gewaschen
und anschlie3end fur 20 Minuten mit 200 ul 4% PFA pro Well fixiert. Alle folgen-
den Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden drei-
mal far finf Minuten in PBS gewaschen und unspezifische Bindung durch Inku-
bation mit BSA/PBS 10% fur 20 Minuten blockiert. Danach erfolgte eine Inkuba-
tion mit BSA/PBS 1% fur funf Minuten. Der in BSA/PBS 2% verdunnte Primaran-
tikorper wurde im Anschluss fur zwei Stunden inkubiert. Nach erneutem dreima-
ligen Waschen fur funf Minuten in PBS zum Entfernen nicht gebundener Sub-
stanzen erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper in BSA/PBS 2% fur

eine Stunde. Nach wiederholtem Waschen wurden die Deckglaser mit Pinzetten
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vorsichtig aus der 24-Well Platte enthommen und mit Mowiol® 4-88 Calbio-
chem® mit DAPI auf beschrifteten Objekttragern eingedeckelt. Nach Trocknung
konnte die Auswertung verblindet am Axiolmager.MZ2-Mikroskop erfolgen.

4.6.3.1 Einzelfarbungen an Contacin-1-transfizierten HEK-293-Zellen

Das Serum aller gesunden Kontrollen und das Serum und PE-Material der Pati-
enten wurde als Primarantikorper in Verdunnungen von 1:100 und 1:500 in
BSA/PBS 2% (200 ul pro Well) fur zwei Stunden mit Contactin-1- und als Kon-
trolle separat mit GFP-transfizierten Zellen inkubiert. Als Positivkontrolle diente
bei jeder Farbung Anti-Contactin 1 antibody, monoclonal mouse anti-hu-
man/rat/mouse 1:200 in BSA/PBS 2% auf separaten Objekttragern. Nach obig
beschriebenen Waschschritten erfolgte die Inkubation fur zwei Stunden mit dem
passenden fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper in einer Verdinnung von
1:300 in BSA/PBS 2%. Fir das humane Material wurde der Cy™3-konjugierte
AffiniPure Goat Anti-Human IgG (H+L), fur die Positivkontrolle der Cy™3-konju-
gierte AffiniPure Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L)-Antikorper verwendet. Zur Aus-
wertung wurde die Farbung der jeweiligen Patientenprobe an Contactin-1-trans-
fizierten Zellen verblindet mit der Vergleichsprobe an GFP-transfizierten Zellen
verglichen; als Referenz diente aul3erdem die Positivkontrolle an Contactin-1-
transfizierten Zellen. So konnte eine Einteilung in die Kategorien ,positiv, ,nega-
tiv“ und ,negativ (hoher Hintergrund)“ vorgenommen werden. In der Auswertung
fiel nach Durchfuhrung der Farbung des Materials aller Kontrollen, von 74% der
CIDP-Patienten, 100% der MMN-Patienten und von 81% der GBS-Patienten bei
38% aller gesunden Kontrollen, 24% der getesteten CIDP-Patienten, 54% der
MMN-Patienten und 65% der GBS-Patienten eine hohe, unspezifische Hinter-
grundfarbung sowohl an den Contactin-1- als auch den GFP-transfizierten Zellen
auf, was die eindeutige Auswertung erschwerte. Es wurde daher die Methode der
Einzelfarbung mit einer GFP-Transfektion als Referenz als aufwandige Scree-
ning-Methode fur alle in die Studie eingeschlossenen Patienten verworfen und
folglich nicht alle Patienten in der Einzelfarbung getestet. Im Folgenden wurden

nur Patienten mit Verdacht auf paranodale Antikorper, namlich diejenigen, die ein
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paranodales Bindungsmuster an den Zupfnerven gezeigt hatten oder im Neuro-
fascin-155- oder Contactin-1-ELISA Uber dem Schwellenwert lagen, einer Einzel-
und Doppelfarbung (siehe Kapitel 4.6.3.3) an mit paranodalen Proteinen trans-

fizierten Zellen unterzogen.

4.6.3.2 Einzelfarbungen an Neurofascin-155-transfizierten HEK-293-

Zellen

Das Serum der Patienten und Kontrollen wurde in Verdinnungen von 1:100 und
1:500 in BSA/PBS 2% (200 pl pro Well) fur zwei Stunden mit Neurofascin-155-
und als Kontrolle mit GFP-transfizierten Zellen inkubiert. Als Positivkontrolle
diente auf einem separaten Objekttrager bei jeder Farbung Anti-Neurofascin an-
tibody, Rabbit polyclonal to Neurofascin 1:100 in BSA/PBS 2%. Nach dem Ent-
fernen Uberschussigen Materials durch Waschschritte folgte die zweisttuindige In-
kubation mit dem passenden, fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper, Cy™3-
konjugiertem AffiniPure Goat Anti-Human IgG (H+L) fur die humanen Proben und
AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) fir die Positivkontrolle, in einer Verdun-
nung von 1:300 in BSA/PBS 2%. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 4.6.3.1
beschrieben. Bei der Auswertung von 20% der gesunden Kontrollen und 95% der
MMN-Patienten fiel analog zur Einzelfarbung an Contactin-1-transfizierten HEK-
293-Zellen (vergleiche Kapitel 4.6.3.1) bei 61% aller MMN-Patienten eine hohe
Hintergrundfarbung auf, was die verblindete Auswertung erschwerte. Die Me-
thode wurde daher nur bei Patienten mit Verdacht auf paranodale Antikorper
durchgefuhrt.

4.6.3.3 Einzelfarbungen an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen

Da Caspr ohne die Anwesenheit von Contactin-1 kaum an der Membran expri-
miert wird (vergleiche Kapitel 3.2.3.2), wurde das in Kapitel 4.6.3 beschriebene
Protokoll leicht abgewandelt, um den Transport der Primarantikérper nach intra-
zellular zu erleichtern. Die Zellen wurden vor der Fixation wie oben beschrieben

blockiert und mit dem Primarantikorper fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Als
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Primarantikdrper diente das Serum und PE-Material der Patienten mit Verdacht
auf paranodale Antikorper in einer Verdinnung von 1:500 in BSA/PBS 2%. Zu-
dem wurde das Serum 25 gesunder Kontrollen und 10 ,erkrankter Kontrollen® an
Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen und als Referenz an nicht transfizierten Zel-
len getestet. Als Positivkontrolle wurde Anti-Caspr/paranodin/neurexin IV, Neu-
roMab Host: Mouse, 1gG Isotype IgG1-Antikdrper 1:200 in BSA/PBS 2% verwen-
det. Nach dreimaligem Waschen mit DPBS fur je funf Minuten erfolgte die Fixie-
rung in PFA 4% wie oben beschrieben. Nach erneutem dreimaligen Waschen in
PBS wurde mit dem Protokoll wie in Kapitel 4.6.3 beschrieben fortgefahren. Als
Sekundarantikorper diente der Cy™3-konjugierte AffiniPure Goat Anti-Human
IgG (H+L)-Antikorper fir humanes Material und der Cy™3-konjugierter AffiniPure
Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L)-Antikorper fur die Positivkontrolle jeweils in einer
Verdinnung von 1:300 in BSA/PBS 2%. Die Farbung wurde verblindet mit der
Farbung an nicht-transfizierten Zellen als Referenz verglichen und in ,positiv o-
der ,negativ“ eingestuft. Bei Patient 5 wurde im klinischen Verlauf bei jedem sta-
tionaren Aufenthalt eine Serumprobe entnommen und diese der Einzelfarbung
an den Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen unterzogen. Die Intensitat der Bin-
dung wurde nicht-quantitativ durch einen verblindeten Vergleich der unterschied-

lichen Serumproben beurteilt.
4.6.3.4 Doppelfarbungen und Subklassenbestimmung

Als Primarantikorper wurde das Material von Patienten mit Verdacht auf parano-
dale Autoantikorper 1:500 in BSA/PBS 2% verdinnt und zusammen mit den kom-
merziell erworbenen Antikorpern Anti-Contactin 1 antibody, monoclonal mouse
anti-human/rat/mouse 1:200 in BSA/PBS 2%, Anti-Caspr/paranodin/neurexin 1V,
NeuroMab Host: Mouse, IgG Isotype IgG1 1:200 in BSA/PBS 2% oder Hu-
man/Mouse/Rat Neurofascin Antibody, Antigen Affinity-purified Polyclonal Chi-
cken IgY 1:1000 in BSA/PBS 2% an jeweils Contactin-1-, Caspr- und Neuro-
fascin-155-transfizierten HEK-293-Zellen koinkubiert. Als Negativkontrolle diente
jeweils das Serum einer gesunden Kontrolle 1:500 in BSA/PBS 2% koinkubiert

mit den kommerziell erworbenen Antikdrpern. Bei den Caspr-transfizierten Zellen
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wurde eine Doppelfarbung analog zu der fur die Einzelfarbung beschriebenen
Inkubation des Primarantikorpers vor Fixierung (siehe Kapitel 4.6.3.3) durchge-
fuhrt. Als Sekundarantikorper diente Cy™2- konjugierter AffiniPure Goat Anti-Hu-
man IgG (H+L) 1:200 koinkubiert mit jeweils Cy™3-konjugiertem AffiniPure Rab-
bit Anti-Mouse IgG (H+L) 1:300 in BSA/PBS 2% fur die Doppelfarbung an
Contactin-1- und Caspr-transfizierten Zellen sowie Cy™3-konjugierter AffiniPure
Goat Anti-Human IgG (H+L) 1:300 in BSA/PBS 2% mit AlexaFluor 488-konjugier-
tem AffiniPure Donkey Anti-Chicken IgY (IgG) (H+L) 1:300 in BSA/PBS 2%. Zur
Bestimmung der Subklassen von Patient 1-6 mit paranodalen Antikérpern wurde
die Doppelfarbung an Caspr- und Contactin-1-transfizierten Zellen zusatzlich mit
subklassenspezifischen FITC-markierten Mouse Monoclonal anti-human IgG1, 2,
3 und 4-Sekundarantikérpern in BSA/PBS 2% und einem Cy™3-konjugiertem
Kontrollantikdrper durchgefuhrt. Die Kolokalisation der unterschiedlichen Fluo-

reszenzfarbstoffe wurde Uber VisiView® und ImagedJ bestimmt.
4.6.3.5 Farbungen unter Zugabe von IVIG

Zur Visualisierung der Ergebnisse des Contactin-1-ELISAs unter Zugabe von
IVIG wurde der Effekt von IVIG auf die Bindung der Anti-Contactin-1-Antikorper
an das Zielprotein auch mittels immunhistochemischer Farbung an Contactin-1-
transfizierten HEK-293-Zellen untersucht. Auf die Untersuchung der Effekte von
IVIG auf die Bindung von Autoantikdrpern gegen Caspr bei Patient 5 und 6 wurde
bei fehlender Moglichkeit der Quantifizierung im HEK-293-Zell-basierten Versuch
verzichtet. Das Serum und PE-Material von Patient 1-4 wurde 1:100 in BSA/PBS
2% verdunnt und mit Privigen® 100 mg/ml IVIG 10% in Konzentrationen von 1
mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml und 20 mg/ml koinkubiert. In einem separaten Versuch
zur Untersuchung eines madglichen verdrangenden Effektes der Autoantikorper
aus der Antigenbindung durch IVIG wurde IVIG erst nach der Inkubation mit dem
Primarantikorper in einem zusatzlichen Schritt eine Stunde bei Raumtemperatur
unter Agitation in obig genannten Verdinnungen inkubiert und anschlief3end aus-
gewaschen. Als Sekundarantikorper diente Cy™3-konjugierter AffiniPure Goat
Anti-Human IgG (H+L) 1:300 in BSA/PBS 2%. Die Auswertung erfolgte durch
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einen verblindeten Vergleich der Proben. Auf Doppelfarbungen wurde verzichtet
um das Ergebnis nicht durch Interaktion von IVIG mit dem kommerziellen Anti-

Contactin-1-Antikdrper zu verfalschen.
4.7 HEK-293-Zell-basierte Komplementbindungsversuche mit C1q

Zur Untersuchung des Komplementbindungsverhaltens von Anti-Contactin-1-
und Anti-Caspr-Antikdrpern wurde zusatzlich zum ELISA-basierten Verfahren ein
zellbasiertes Verfahren mit immunhistochemischer Farbung etabliert. Das Prinzip
ist in Abbildung 8 dargestellt. Die verwendeten Substanzen und Antikorper sind
in Tabelle 10, Tabelle 11, Tabelle 12 und Tabelle 13 aufgelistet.

Legende

HEK-293-Zelle _

Zielantigen Anti-Human-1gG

Primarantikérper Sekundarantikorper \ /

Komplement C1q 200ug/m| Cy3-Fluoreszenzfarbstoff g
/ AN\

Waschen  Waschen Waschen

D D

Abbildung 8: Prinzip des HEK-293-Zell-basierten Komplementbindungsversuches

Nach Bindung des Primérantikérpers (Autoantikérper der Patienten, dunkelblau) an das Zielantigen (Caspr
oder Contactin-1, rot) wird C1q (dunkelgrau) hinzugegeben, welches durch einen FITC-markierten spezifi-
schen Sekundérantikérper (hellgrau) erkannt wird. In der Doppelférbung mit dem Cy3-markierten Human-
lgG-spezifischen Sekundérantikérper (hellblau) kann (iber Kolokalisationsstudien das Komplementbin-
dungsverhalten des Primé&rantikérpers immunhistochemisch bestimmt werden.

Es wurden HEK-293-Zellen wie in Kapitel 4.6.1 und 4.6.2 beschrieben kultiviert,
auf Deckglaser in 24-Well-Platten ausgesat und mit Contactin-1 und Caspr trans-
fiziert. Die Caspr-transfizierten Zellen wurden nach funfminttigem Waschen in

DPBS mit Serum und PE-Material von Patient 5 und 6 in einer Verdiinnung von
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1:100 in BSA/PBS 2% eine Stunde bei 37°C inkubiert, dreimal funf Minuten in
PBS gewaschen und anschlieBend mit dem Komplementfaktor Complement
component C1q from human serum > 95% in einer Konzentration von 200 pg/ml
eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Nicht gebundenes Komplement wurde durch
Waschschritte entfernt. Im Anschluss erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4%
PFA fur 20 Minuten. Contactin-1-transfizierte Zellen wurden nach finfminatigen
Waschen mit DPBS 20 Minuten in 4% PFA fixiert, dreimaligen Waschschritten
mit PBS unterzogen und mit dem Serum und PE-Material von Patient 1-4 1:100
in BSA/PBS 2% fur zwei Stunden bei Raumtemperatur unter Agitation inkubiert.
Nach erneutem Waschen erfolgte die Inkubation mit C1q 200 ug/ml eine Stunde
lang bei Raumtemperatur, Uberschissiges Komplement wurde dreimal mit PBS
ausgewaschen. Als Negativkontrolle wurde bei jedem Patienten separat mit Blo-
ckierungslésung inkubiert. Sowohl die Contactin-1- als auch die Caspr-trans-
fizierten Zellen wurden nun eine Stunde lang mit FITC-markiertem Anti-C1q an-
tibody, Rabbit polyclonal to C1q (FITC) und Cy™3-konjugiertem AffiniPure Goat
Anti-Human IgG (H+L) bei Raumtemperatur inkubiert und erneut drei Wasch-
schritten in PBS unterzogen. Die Deckglaser wurden mit Mowiol® 4-88 Calbio-
chem® mit DAPI auf beschriftete Objekttrager Uberfuhrt, getrocknet und am Axi-
olmager.M2-Mikroskop ausgewertet. Kolokalisation wurde Uber VisiView® und

ImagedJ bestimmt.
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5. Ergebnisse

Die Ergebnisse sind teilweise bereits in Publikationen der neurologischen Klinik
und Poliklinik des Universitatsklinikum Wdurzburg (Appeltshauser et al, 2017;
Doppler et al, 2015a; Doppler et al, 2016; Doppler et al, 2015b), die wahrend der
Arbeit an der Promotion entstanden, veroffentlicht.

5.1 Detektion von paranodalen Autoantikorpern bei vier Patienten mit
CIDP und einem Patienten mit GBS mittels Bindungsversuchen an

Zupfnerven

Material aller Patienten und Kontrollen wurde in der Einzelfarbung an murinen
Zupfnervenpraparaten auf eine Immunreaktivitat gegen Strukturen des periphe-
ren Nervens getestet. Dabei zeigten vier CIDP-Patienten (Patient 1, 2, 3 und 5)
und eine GBS-Patientin (Patient 6) Bindung am paranodalen Axon mit Farbung
des Mesaxons. Keine weiteren Patienten oder Kontrollen zeigten dieses spezifi-
sche Muster (die Daten werden nicht gezeigt). In der Doppelfarbung des obig
genannten Patientenmaterials zeigte sich eine Kolokalisation mit dem paranoda-
len Protein Caspr und mit der paranodalen Komponente des gegen Neurofascin-
155 und Neurofascin-186 gerichteten Antikorpers. Es konnten somit Antikorper
gegen Bestandteile des paranodalen Komplexes aus Contactin-1, Caspr und
Neurofascin-155 nachgewiesen werden. Im Anschluss wurden diese naher spe-
zifiziert. Abbildung 9 zeigt die Doppelfarbung mit Caspr, Abbildung 10 die Dop-
pelfarbung mit Neurofascin bei einer Normalkontrolle sowie bei Patient 1, 2, 3, 5
und 6. Es ist jeweils die Probe des humanen Materials (A, D, G, J, M, P), des
Kontrollantikérpers (B, E, H, K, N, Q, Neurofascin = NF) sowie das Uberlage-
rungsbild (C, F, I, L, O, R), welches sich bei exakter Kolokalisation gelb darstellt,
abgebildet. Die Belichtungszeit variiert von Aufnahme zu Aufnahme, da sonst bei
starker Bindung Ubersattigte Bilder entstehen. Der Kontrast stellt sich daher auf
den Bildern unterschiedlich dar, dies gilt im Folgenden fur alle Bilder immunhis-

tochemischer Farbungen.
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Kontrollserum Uberlagerung
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Abbildung 9: Doppelfdrbung mit Anti-Caspr an Zupfnervenpréparaten

Féarbung eines Kontrollserums (A-C) und des Materials von Patient 1, 2, 3, 5 und 6 (D-R). Humanes Material
ist in rot, der Kontrollantikérper in griin dargestellt. Kolokalisation stellt sich im Uberlagerungsbild gelb dar
und spricht fiir das Vorliegen von paranodalen Autoantikérpern (F, I, L, O, R). Mal3stab = 10 um.
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Kontrollserum Uberlagerung
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Abbildung 10: Doppelfdrbung mit Anti-Neurofascin (NF) an Zupfnervenprédparaten

Féarbung eines Kontrollserums (A-C) und des Materials von Patient 1, 2, 3, 5 und 6 (D-R). Humanes Material
ist in rot, der Kontrollantikérper in griin dargestellt. Kolokalisation stellt sich im Uberlagerungsbild gelb dar
und spricht fiir das Vorliegen von paranodalen Autoantikérpern (F, I, L, O, R). Mal3stab = 10 um.
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Zur Analyse der Subklassen von Antikdrpern gegen paranodale Proteine wurden
Einzelfarbungen mit subklassenspezifischen Antikérpern an den Zupfnervenpra-
paraten bei Patient 1, 2, 3, 5 und 6 sowie einer gesunden Kontrolle durchgefuhrt.
Letztere zeigte keine Immunreaktivitat gegen Schnurringproteine bei Verwen-
dung der Sekundarantikorper Anti-IgG1-4. Bei Patient 1 konnte eine leichte Im-
munreaktivitat gegen IgG3 und IgG4 nachgewiesen werden (Abbildung 11, G und
H), bei Patient 6 ausschlieBlich gegen IgG3 (Abbildung 11, W). Patient 2, 3 und
5 zeigten deutliche Immunreaktivitat ausschliellich gegen IgG4 (Abbildung 11,
L, P, T).
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Kontrollserum

Patient 5 °

Abbildung 11: Einzelfirbungen an Zupfnervenprédparaten mit IgG-subklassenspezifischen
Sekundérantikérpern

Férbung eines Kontrollserums (A-D) und des Materials von Patient 1, 2, 3, 5 und 6 (E-X) mit jeweils
subklassenspezifischen Sekundérantikérpern Anti-IgG1 (A, E, I, M, O, Q), Anti-IgG2 (B, F, J, N, R, V), Anti-
19G3 (C, G, K, O, S, W) und Anti-lgG4 (D, H, L, P, T, X). Inmunreaktivitédt an den Schniirringen gegen IgG3
ist mit Pfeilspitzen (G, W), gegen IgG4 mit Pfeilen (L, P, T) gekennzeichnet. Ma3stab = 10 um.
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5.2 Bestimmung des Gesamt-IgG-Gehalts mittels ELISA

Der Gesamt-lgG-Gehalt des Serums aller gesunden Kontrollen und des Serums
von Patient 1, 3 und 6 sowie des verfugbaren PE-Materials aller in die Studie
aufgenommenen Patienten, inklusive Patient 1, 2, 3, 4 und 6 (siehe Kapitel 4.4.3)
wurde mittels ELISA bestimmt. Der Mittelwert des IgG-Gehalts im Serum gesun-
der Kontrollen betrug 15,83 mg/ml (Streubreite 8,84-28,76 mg/ml), im PE-Mate-
rial aller untersuchten Patienten und Kontrollen 11,37 mg/ml (Streubreite 3,3-
31,44 mg/ml). Die Werte der Patienten mit paranodalen Autoantikoérpern, jeweils
fur Serum und PE-Material - soweit verfugbar - sind in Tabelle 23 festgehalten.
Der IgG-Gehalt im Serum von Patient 1 und Patient 5 liegt Uber dem Mittelwert
gesunder Kontrollen, im Rahmen einer bereits durchgefuhrten IVIG-Therapie je-
doch innerhalb des IgG-Gehalts bei Patienten nach IVIG-Behandlung (siehe Ka-
pitel 3.1.6.2.1).

Patient IgG-Gehalt IgG-Gehalt
Serum (mg/ml) PE-Material (mg/ml)
Patient 1 23,46 3,30
Patient 2 nicht verfugbar 9,65
Patient 3 11,3 6,39
Patient 4 nicht verfigbar 18,26
Patient 5 22,32 nicht verfugbar
Patient 6 nicht verfugbar 19,18

Tabelle 23: Gesamt-IlgG-Gehalt in Serum und PE-Material (Patient 1-6)

5.3 Keine Detektion von Anti-Neurofascin-155-Autoantikdrpern
Weder bei den getesteten Patienten noch bei den Kontrollen konnten unter An-
wendung verschiedener Methoden (ELISA, Bindungsversuche an Neurofascin-

155-transfizierten HEK-293-Zellen) Autoantikorper gegen Neurofascin-155 nach-

gewiesen werden.
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5.3.1 Neurofascin-155-1gG-ELISA

Mittels ELISA wurden alle Patienten auf IgG-Autoantikdrper gegen Neurofascin-
155 getestet. Der Mittelwert der optischen Dichte der gesunden Kontrollen lag
bei 0,109 (Streubreite 0,025-0,514), der Mittelwert der ,erkrankten Kontrollen“ bei
0,098 (Streubreite 0,015-0,326). Der Schwellenwert von funf Standardabwei-
chungen Uber dem Mittelwert der gesunden Kontrollen lag somit bei OD = 0,510.
Die optische Dichte der CIDP-Patienten lag im Mittel bei OD = 0,289 (Streubreite
0-0,372), die der GBS-Patienten bei 0,180 (Streubreite 0,042-0,360) und die der
MMN-Patienten bei 0,196 (Streubreite 0,090-0,509). Bei keinem Patienten lag
die optische Dichte Uber dem Schwellenwert von 0,510. Es konnten somit keine
IgG-Antikorper gegen Neurofascin-155 detektiert werden. Die Ergebnisse sind in

einem Streudiagramm (Abbildung 12) illustriert.
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Abbildung 12: Streudiagramm Neurofascin-155-1gG-ELISA

Verteilung der optischen Dichte (y-Achse) in den einzelnen Patientengruppen (x-Achse). Die durchgezogene
Linie markiert den Schwellenwert bei 0,510. Keine OD der Patienten liegt liber dem angegebenen Schwel-
lenwert. Abklirzungen: CIDP = chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie, EK = ,er-
krankte Kontrollen®, GBS = Guillain-Barré-Syndrom, GK = gesunde Kontrollen, MMN = multifokale motori-
sche Neuropathie, OD = optische Dichte.
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5.3.2 Bindungsversuche an Neurofascin-155-transfizierten HEK-293-

Zellen

Das Serum oder PE-Material von Patient 1-6 sowie das Serum von 12 gesunden
Kontrollen wurde einer Einzelfarbung an Neurofascin-155-transfizierten und
GFP-transfizierten Zellen unterzogen. Als Positivkontrolle fur eine erfolgreiche
Transfektion diente die Farbung mit einem Anti-Neurofascin-Kontrollantikorper.
Es wurde eine Transfektionsrate von circa 20% erreicht. Es zeigte sich insgesamt
eine hohe Hintergrundfarbung, aber kein spezifisches Bindungsmuster an Neu-
rofascin-155-transfizierten Zellen beim humanem Material, wohl aber beim Kon-
trollantikérper (Abbildung 13, A, Pfeile). Es ist exemplarisch die Farbung der Po-
sitivkontrolle und des Serums von Patient 5 je an Neurofascin-155-transfizierten
(Abbildung 13, A und C) und GFP-transfizierten (Abbildung 13, B und D) HEK-
293-Zellen dargestellt.

anti-Neurofascin . NF155 | anti-Neurofascin

r
¥

A
Patient 5 NF155 | Patient 5

Abbildung 13: Einzelfarbung an Neurofascin-transfizierten HEK-293-Zellen

Férbung der Positivkontrolle (A, B) und des Serums von Patient 5 (C, D) an Neurofascin-155 (NF155)-trans-
fizierten (A, C) und GFP-transfizierten (B, D) HEK-293-Zellen. Transfizierte, angeférbte Zellen sind durch
Pfeile markiert (A). Bei Patient 5 zeigt sich keine Bindung an Neurofascin-155-transfizierte Zellen (C). Mal3-
stab =10 um.
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In der Doppelfarbung an Neurofascin-155-transfizierten Zellen zeigte sich bei Pa-
tient 1-6 und einer gesunden Kontrolle keine Kolokalisation zwischen humanem
Material und Kontrollantikdrper, exemplarisch dargestellt fur das Serum einer
Kontrolle (Abbildung 14, A-C) und das PE-Material von Patient 3 (Abbildung 14,
D-F). Aufgrund intensiver Farbung des Kontrollantikdrpers sind bei starkem Kon-
trast nicht transfizierte Zellen schwacher sichtbar als bei der Farbung mit huma-
nem Serum (Abbildung 14, B und E).

Kontrollserum anti-Neurofascin-155 Uberlagerung,

Patient 3 anti-Neurofascin-155 Uberlagerung

Abbildung 14: Doppelfdrbung and Neurofascin-transfizierten HEK-293-Zellen

Farbung eines Kontrollserums (A-C) und des PE-Materials von Patient 3 (D-F) an Neurofascin-155-trans-
fizierten HEK-293-Zellen. Humanes Material ist in rot (A, D), der Kontrollantikérper in griin (B, E) dargestellt.
Kolokalisation stellt sich im Uberlagerungsbild (C, F) gelb dar, liegt allerdings weder bei der Kontrolle (C)
noch bei Patient 3 (F) vor. Mal3stab = 10 um.
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5.4 Detektion und Analyse von Anti-Contactin-1-Autoantikorpern

Mit unterschiedlichen Methoden konnten bei vier Patienten mit CIDP, jedoch we-
der bei den GBS- oder MMN-Patienten noch bei den Kontrollen Anti-Contactin-
1-Autoantikérper nachgewiesen werden. Die Pravalenz der Anti-Contactin-1-An-
tikdrper in der CIDP-Kohorte betragt 3,8% (vier von 105 Patienten). Die Antikor-
per wurden im Anschluss naher charakterisiert.

5.4.1 Detektion von Anti-Contactin-1-Autoantikorpern mittels ELISA

bei vier Patienten mit CIDP

Im Contactin-1-1gG-ELISA wurden alle Patienten auf IgG-Autoantikdrper gegen
Contactin-1 getestet. Der Mittelwert der optischen Dichte der gesunden Kontrol-
len lag bei 0,137 (Streubreite 0,027-0,525), der Schwellenwert fur ein positives
Ergebnis, definiert als funf Standardabweichungen Uber dem Mittelwert, somit bei
0,562. Der Mittelwert der ,erkrankten Kontrollen® lag bei 0,093 (Streubreite 0,028-
0,199), der CIDP-Patienten bei 0,300 (Streubreite 0-3,146), der GBS-Patienten
bei 0,335 (Streubreite 0,086-0,557) und der MMN-Patienten bei 0,278 (Streu-
breite 0,099-0,514). Bei vier Patienten mit CIDP lag die OD uber dem Schwellen-
wert, namlich bei 3,146 (Patient 1), 3,051 (Patient 2), 3,034 (Patient 3) und 1,206
(Patient 4). In der Gruppe der GBS-Patienten und MMN-Patienten lag keine OD
uber dem Schwellenwert. Die Ergebnisse sind in einem Streudiagramm (Abbil-
dung 15) dargestellt.

91



40
]
304 ©
8 20+
o]
1,0
§ E 3
0= i o i ﬁ
CIDP GBS MMM G EK

Abbildung 15: Streudiagramm Contactin-1-lgG-ELISA

Verteilung der optischen Dichte (y-Achse) in den einzelnen Patientengruppen (x-Achse). Der Schwellenwert
fiir ein positives Ergebnis liegt bei einer OD von 0,562 (durchgezogene Linie). Die OD von vier Patienten
der CIDP-Gruppe liegt tiber dem Schwellenwert. Abkiirzungen: CIDP = chronisch inflammatorische demyeli-
nisierende Polyneuropathie, EK = ,erkrankte Kontrollen*, GBS = Guillain-Barré-Syndrom, GK = gesunde
Kontrollen, MMN = multifokale motorische Neuropathie, OD = optische Dichte.

Somit konnten bei Patient 1-4 IgG-Antikérper gegen Contactin-1 nachgewiesen
werden. Die drei positiven Patienten (Patient 1-3) zeigten ebenfalls paranodale
Bindung an den Zupfnervenpraparaten (vergleiche 5.1); Patient 4 zeigte in der

Einzelfarbung an den Zupfnervenpraparaten kein paranodales Bindungsmuster.

5.4.2 Bestatigung der Spezifitat Uber HEK-293-Zell-Prainkubations-

und -bindungsversuche

Die Spezifitat der Antikérper konnte bei Patient 1-4 Uber Farbungen von Zupfner-
venpraparten nach Prainkubation mit Contactin-1-transfizierten HEK-293-Zellen
sowie durch immunhistochemische Farbungen an Contactin-1-transfizierten
HEK-293-Zellen bestatigt werden.

92



In der Farbung an murinen Zupfnerven zeigte sich ein Verlust des paranodalen
Bindungsmusters nach Inkubation mit Contactin-1-transfizierten Zellen (Abbil-
dung 16, D, F, H), nicht aber nach Inkubation mit GFP-transfizierten Zellen (Ab-
bildung 16, C, E, G) bei Patient 1, 2 und 3. Bei Patient 5 und 6 blieb das parano-
dale Bindungsmuster sowohl nach Inkubation mit Contactin-1- als auch nach In-
kubation mit GFP-transfizierten Zellen erhalten (Abbildung 16, I-L).

Kontrollserum Kontrollserum CNTN1 | Patient 1 Patient 1

A 5]

Patient 2 Patient 2 Patient 3

Patient 6

Abbildung 16: Zupfnervenfdrbung nach Prédinkubation mit Contactin-1

Féarbung einer Kontrolle (A, B) und des Materials von Patient 1, 2, 3, 5 und 6 (C-L) nach Prédinkubation mit
GFP-transfizierten (A, C, E, G, I, K) und Contactin-1 (CNTN1)-transfizierten (B, D, F, H, J, L) HEK-293-
Zellen. Es kommt zum Verlust der paranodalen Bindung nach Contactin-1-Prdinkubation bei Patient 1-3 (D,
F, H), nicht aber bei Patient 5 und 6 (J, L). Die Schniirringe sind mit Pfeilen markiert. Mal8stab = 10 um.

In Einzelfarbungen an Contactin-1-transfizierten HEK-293-Zellen, nicht aber an
GFP-transfizierten HEK-293-Zellen, zeigten Patient 1-4 ein spezifisches Bin-
dungsmuster, vergleichbar mit der Farbung des Anti-Contactin-1-Kontrollantikor-
pers (Abbildung 17, A). Keine weitere Probe der getesteten 60 Kontrollen, 24
MMN-Patienten, 17 GBS-Patienten oder weiteren 74 CIDP-Patienten zeigte die-
ses Muster. Es ist exemplarisch die Farbung der Positivkontrolle, einer Negativ-
kontrolle und des Serums von Patient 1 jeweils an Contactin-1-transfizierten (Ab-
bildung 17, A, C, E) und GFP-transfizierten (Abbildung 17, B, D, E) HEK-293-

Zellen dargestellt.
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Abbildung 17: Einzelfarbung an Contactin-1-transfizierten HEK-293-Zellen

Féarbung der Positivkontrolle (A, B) und des Materials einer Kontrolle (C, D) und von Patient 1 (E, F) an
Contactin-1 (CNTN1)-transfizierten (A, C, E) und GFP-transfizierten (B, D, F) HEK-293-Zellen. Transfizierte,
angeférbte Zellen sind mit Pfeilen markiert (A, E) und indizieren Immunreaktivitdt gegen Contactin-1 bei der
Positivkontrolle (A) und bei Patient 1 (E), nicht aber beim Kontrollserum (C) oder den GFP-transfizierten
Zellen (B, D, F). Ma3stab = 10 um.

In der Doppelfarbung mit Anti-Contactin-1 an Contactin-1-transfizierten HEK-Zel-
len zeigte sich eine Kolokalisation (Abbildung 18, C, F, I, L, gelb) des Serums von
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Patient 1 und des PE-Materials von Patient 2, 3 und 4 (Abbildung 18, A, D, G, J,
rot) mit dem Kontrollantikdrper (Abbildung 18, B, E, H, K, grun), jedoch keine
Kolokalisation (Abbildung 19, C, F, |, gelb) des Serums einer Kontrolle, des Se-
rums von Patient 5 und des PE-Materials von Patient 6 (Abbildung 19, A, D, G,
rot) mit dem Kontrollantikdrper (Abbildung 19, B, E, H, griin) an den Contactin-1-
transfizierten HEK-293-Zellen (Abbildung 18 und Abbildung 19, Pfeile).

Patient 1 Uberlagerung

Patient 2

Patient 3 Uberlagerung

Patient 4 Uberlagerung

Abbildung 18: Doppelfarbung mit Anti-Contactin und humanem Material (Patient 1-4) an Contactin-
1-transfizierten HEK-293-Zellen

Farbung von Anti-Contactin-1 (griin), Serum von Patient 1 und PE-Material von Patient 2,3, und 4 (rot) an
Contactin-1 (CNTN1)-transfizierten HEK-293-Zellen. Kolokalisation stellt sich in der Uberlagerung gelb dar
und spricht fiir das Vorliegen von Antikérpern gegen Contactin-1 (C, F, I, L). Transfizierte Zellen sind mit
Pfeilen markiert. MaBstab =10 um.
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Abbildung 19: Doppelfdarbung mit Anti-Contactin und humanem Material (Patient 5-6, Kontrolle) an
Contactin-1-transfizierten HEK-293-Zellen

Farbung von Anti-Contactin-1 (grtin), des Serums einer Kontrolle, des Serums von Patient 5 und des PE-
Materials von Patient 6 (rot) an Contactin-1 (CNTN1)-transfizierten HEK-293-Zellen. Kolokalisation stellt sich
in der Uberlagerung gelb dar, liegt allerdings weder bei der Kontrolle (C) noch bei Patient 5 und 6 (F, 1) vor.
Transfizierte Zellen sind mit Pfeilen markiert. Ma3stab = 10 um.
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5.4.3 Titerbestimmung und IgG-Subklassenanalyse Anti-Contactin-1-

positiver Proben mittels ELISA

Die Titer fur Anti-Contactin-1-IgG-Antikorper wurden mittels ELISA bei Patient 1
und 3 im Serum sowie im PE-Material, bei Patient 2 und 4, von denen keine Se-
rumprobe verfugbar war, nur im PE-Material Uber eine Verdunnungsreihe be-

stimmt und sind in Tabelle 24 festgehalten.

Patient Serum PE-Material
Patient 1 1:7500 1:6500
Patient 2 nicht verfugbar 1:2000
Patient 3 1:10.000 1:7000
Patient 4 nicht verfugbar 1:200

Tabelle 24: Anti-Contactin-1-lgG-Titer im Serum und PE-Material (Patient 1-4)

Die Anti-Contactin-1-Subklassen bei Patient 1-4 wurden in der Verdlnnung fur
den Contactin-1-ELISA (1:100) mittels subklassenspezifischen Sekundarantikor-
pern bestimmt. Die Darstellung der jeweiligen OD erfolgte als Prozentwert der
OD bei Verwendung des gegen alle IgG-Subklassen gerichteten Sekundaranti-
korpers (Abbildung 20). Insgesamt fiel bei Patient 1 und 4 eine Pradominanz der
Subklasse IgG3 auf, bei Patient 2 und 3 eine Pradominanz der Subklasse 1gG4.
Die Ergebnisse sind kongruent zur Subklassenanalyse an Zupfnervenprapara-
ten: hier zeigte Patient 1 Immunreaktivitat gegen IgG3 und 1gG4, Patient 2 und 3

nur Immunreaktivitat gegen 1gG4 (vergleiche Kapitel 5.1).
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Abbildung 20: IgG-Subklassen der Anti-Contactin-1-positiven Patienten (Patient 1-4), Verdiinnung
1:100

Die OD bei Verwendung des jeweiligen subklassenspezifischen Sekundérantikérpers ist als Prozentwert der
OD bei Verwendung des gegen alle IgG-Subklassen gerichteten Sekundérantikérpers (% total IgG) aufge-
tragen. Patient 1 und 4 zeigen Prddominanz der Subklasse IgG3, Patient 2 und 3 der Subklasse 1gG4.
Abkiirzungen: IgG = Immunglobulin G, OD = optische Dichte, total IgG = Gesamt-IgG-Gehalt.

Bei Patient 1-3 wurde die Subklassenbestimmung zusatzlich nur unter Verwen-
dung von PE-Material in der Verdlnnung fir die Komplementbindungsversuche
-angepasst an den Anti-Contactin-1-Gehalt des PE-Materials (1:20 und 1:8,6)-
durchgefuhrt um so einen direkten Vergleich zwischen den einzelnen Patienten
zu ermdglichen. Bei Patient 4 war die Anpassung aufgrund des niedrigen Titers
nicht mdglich. Als Kontrolle wurde das PE-Material einer ,erkrankten Kontrolle®
(Patient mit MS) je in einer Verdunnung von 1:20 und 1:8,6 verwendet. Die OD
des gegen alle IgG-Subklassen gerichteten Sekundarantikorpers war bei Patient
1-3 etwa gleich hoch. Im PE-Material von Patient 1-3 zeigten sich im quantitativen
Vergleich ahnlich hohe ODs fur 1gG4, fur IgG3 allerdings bei Patient 1 eine deut-
lich hdhere OD als bei Patient 2 und 3. Es lagen ebenfalls IgG-Antikdrper der
anderen Subklassen bei allen Patienten vor, allerdings in geringerer Menge. Die
OD-Werte sind in Tabelle 25 festgehalten; illustriert werden die Ergebnisse in
Abbildung 21.
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IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgG
Patient 1 | 0,345 0,247 2,040 1,870 3,107
Patient2 | 0,190 0,681 0,755 2,036 3,159
Patient 3 | 0,140 0,682 0,190 2,121 3,187

Tabelle 25: IgG-Subklassen der Anti-Contactin-1-positiven Patienten (Patient 1-4), angepasst an den
Anti-Contactin-1-Gehalt

OD von Patient 1-3 in einer an den Anti-Contactin-1-Gehalt angepassten Verdiinnung bei Verwendung sub-
klassenspezifischer Sekundérantikérper (IgG1-4) und eines gegen alle IgG-Subklassen IgG1-4 gerichteten
Sekundérantikérpers (IgG) im Anti-Contactin-1-IgG-ELISA.
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Abbildung 21: IgG-Subklassen der Anti-Contactin-1-positiven Patienten (Patient 1-3) angepasst an
den Anti-Contactin-1-Gehalt

OD der IgG-Subklassen im PE-Material von Patient 1-3 bei einer Verdiinnung angepasst an den Anti-
Contactin-1-Gehalt. y-Achse: optische Dichte (OD), x-Achse: Patient 1-3 und Kontrolle (EK) in einer
Verdiinnung 1:20 und/oder 1:8,6. Die OD unter Verwendung eines gegen alle IgG-Subklassen gerichteten
Sekundéarantikérpers (IgG) ist als durchgezogene Linie aufgetragen. Abklirzungen: EK = ,erkrankte
Kontrolle*®, IgG = Immunglobulin G, OD = optische Dichte. Modifiziert nach (Appeltshauser et al, 2017), mit
freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.
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5.4.4 Reduktion der Anti-Contactin-1-Antikorper bei einer Patientin

(Patient 3) im Therapieverlauf

Bei einer Patientin (Patient 3) wurde bei jedem stationaren Aufenthalt eine Se-
rumprobe entnommen und der Titer mittels einer Verdinnungsreihe im ELISA
bestimmt. Unter Therapie mit Rituximab kam es zu einer Reduktion des Anti-
Contactin-1-Titers von initial 1:10.000 (Mai 2014) auf 1:500 (Oktober 2015) (Ab-
bildung 22). Der parallele klinische Verlauf unter Therapie ist in Kapitel 5.6.4 de-
tailliert beschrieben.
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Abbildung 22: ELISA-Verdiinnungsreihen zur Bestimmung des Anti-Contactin-1-lgG-Titer zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten (Patient 3)

Es ist die optische Dichte (OD) einer Verdiinnungsreihe von 1:100 bis 1:50.000 von unterschiedlichen Se-
rumproben (Abnahmedatum auf der x-Achse, darunter jeweiliger Titer) als Balkendiagramm dargestellt. Po-
sitive Werte (ber dem Schwellenwert (durchgezogene rote Linie) sind schwarz, negative weil3 eingezeich-
net. Die Zeitpunkte der Rituximab-Gabe sind mit roten Pfeilen markiert.
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5.4.5 Komplementbindung und -aktivierung durch Anti-Contactin-1-

Autoantikorper

Bei den Anti-Contactin-1-positiven Patienten (Patient 1-3) wurde das Komple-
mentbindungsverhalten Uber ELISA- und HEK-293-Zell-basierte Versuche ana-
lysiert. Die Verdiunnungen wurden uUber Berechnung angepasst. Bei allen ver-
wendeten Patientenproben lag so der gleiche Gehalt an Anti-Contactin-1-Auto-
antikdrpern vor; dies wurde Uber einen ELISA mit Proben in der berechneten
Verdunnung verifiziert. Das Verhaltnis der OD der einzelnen Patienten zueinan-
der lag hierbei zwischen 0,98 und 1,01 bei einem optimalen Verhaltnis von 1,00
(vergleiche Kapitel 4.4.2.3). Folglich war ein quantitativer Vergleich bei Patient 1-
3 moglich. Bei Patient 4 war die Anpassung der Verdunnung aufgrund des nied-
rigen Anti-Contactin-1-Titers (1:200) methodisch nicht durchfuhrbar, daher wurde

dieser von den folgenden Versuchen ausgeschlossen.

Im ELISA-basierten Komplementbindungsversuch mit C1q (siehe Abbildung 23)
zeigte sich bei Patient 1 die hdochste Komplementbindung (OD = 1,260), gefolgt
von Patient 2 (OD= 0,629) und Patient 3 (OD= 0,562). Die Positivkontrolle eines
kommerziellen Anti-Contactin-1-lgG1-Antikorpers zeigte ebenfalls C1g-Bindung
(OD = 0,971); jedoch diente dies zum qualitativen, nicht quantitativen Vergleich,
da es sich um einen nicht-humanen Antikorper mit unbekanntem Anti-Contactin-
1-Gehalt handelte. Das PE-Material der ,erkrankten Kontrollen“ wies je in der
Verduinnung 1:20 und 1:8,6 keine C1g-Bindung auf (Mittelwert der OD 0,066 fur
1:20 und 0,067 fur 1:8,6).
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Patient 1 Patient 2 Patient 3 EK
1.20 1:20 1:8,6 1:20 1:20 1:8,6

PE -Material

Abbildung 23: ELISA-basierter C1q-KBV

Darstellung der Positivkontrolle (PK) sowie des PE-Materials von Patient 1-3 und vier ,erkrankter Kontrollen®
(EK) in den an den Anti-Contactin-1-Gehalt angepassten Verdiinnungen 1:20 bzw. 1:8,6. Aufgetragen ist
Jjeweils der Mittelwert der optischen Dichte (OD) mit Standardabweichung als Fehlerbalken (y-Achse) bei
den einzelnen Patienten und Kontrollen (x-Achse). Modifiziert nach (Appeltshauser et al, 2017), mit freund-
licher Genehmigung des Elsevier-Verlags.

An Contactin-1-transfizierten HEK-293-Zellen wurde ebenfalls die Bindung von
Komplement unter Verwendung von Serum (Patient 1, 3) und PE-Material (Pati-
ent 2) untersucht. Eine quantitative Auswertung konnte nicht erfolgen, da in den
HEK-293-Zell-basierten Versuchen die Verdinnung nicht an den Anti-Contactin-
1-Gehalt der Patientenproben angepasst wurde, um eine unterschiedlich starke
Anfarbung des Hintergrunds zu vermeiden. Bei Patient 1-3 kam es nach Bindung
der Anti-Contactin-1-Antikdrper an Contactin-1-transfizierte HEK-293-Zellen (Ab-
bildung 24, A, D, G) zur Ablagerung von C1q, illustriert durch einen fluoreszenz-
markierten Anti-C1g-Sekundarantikérper (Abbildung 24, B, E, H), welcher mit den
IgG-spezifischen Sekundarantikorpern kolokalisierte (Abbildung 24, C, F, |, gelb).
Wurde statt mit C1q mit Blockierungslosung inkubiert (exemplarisch dargestellt
fur Patient 3, Abbildung 24, J-L), kam es zu keiner Kolokalisation der beiden Se-

kundarantikorper.
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Patient 1 Uberlagerung

Patient 2 anti-C1q Uberlagerung

D
Patient 3 anti-C1q Uberlagerung

Patient 3 ohne C1q | anti-C1q ohne C1q | Uberlagerung

Abbildung 24: HEK-293-Zell-basierter C1q-KBYV (Patient 1-3)

Darstellung der Bindung des Serums von Patient 1 und 3 und des PE-Materials von Patient 2 (rot) an
Contactin-1-transfizierte HEK-293-Zellen und Bindung von C1q an die Antikérper (griin, B, E, H). Kolokali-
sation stellt sich in der Uberlagerung gelb dar und ist bei Patient 1-3 nachweisbar (C, F, 1), nicht jedoch in
Abwesenheit von C1q (L). Mal3stab = 10 um.

Die Anti-Contactin-1-Autoantikorper bei Patient 1-3 bewirkten in vitro nicht nur
eine Bindung, sondern auch eine Aktivierung von Komplement, nachweisbar
durch die Ablagerung von C3c im ELISA-basierten Komplementaktivierungsver-
such unter Verwendung von aufgereinigtem IgG-Material von Patient 1-3 und ei-

ner ,erkrankten Kontrolle* (Patient mit inflammatorischer Polyneuropathie ohne
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Autoantikorper) je in den an den Anti-Contactin-1-Gehalt angepassten Verdin-
nungen 1:40 und 1:11,4 (Abbildung 25). Der kommerziell erworbene Anti-Contac-
tin-1-1I9G1-Antikorper fihrte zur Bindung von C3c (OD = 0,504), nicht jedoch das
aufgereinigte 1gG der Kontrolle (OD = 0,097). Analog zur Menge des gebundenen
Komplements konnte bei Patient 1 die grof3te Menge an C3c nachgewiesen wer-
den (OD = 1,315), gefolgt von Patient 2 (OD = 0,522) und Patient 3 (0,503). Somit
bewirkten die Anti-Contactin-1-Autoantikorper bei Patient 1 die starkste Komple-
mentaktivierung unter den getesteten Patienten (siehe Abbildung 25).

15

oD

Patient 1 Patient 2 Patient 3
1.10 1:40 1114 1:40 1.40

aufgereinigtes I1gG

Abbildung 25: C3c-KAV (Patient 1-3)

Darstellung der Positivkontrolle (PK) in einer Verdiinnung von 1:10 sowie des PE-Materials von Patient 1-3
und vier ,erkrankter Kontrollen® (EK) in den an den Anti-Contactin-1-Gehalt angepassten Verdiinnungen
1:40 bzw. 1:11,4. Aufgetragen ist jeweils der Mittelwert der optischen Dichte (OD) mit Standardabweichung
als Fehlerbalken (y-Achse) bei den einzelnen Patienten und Kontrollen (x-Achse). Modifiziert nach
(Appeltshauser et al, 2017), mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.
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5.4.6 Effekte von IVIG

Beim PE-Material von Patient 1-3 wurde der Einfluss von IVIG auf die Anti-
Contactin-1-Bindung an das Zielantigen sowie auf die Komplementbindung durch
Anti-Contactin-1-Antikorper mittels ELISA- und HEK-293-Zell-basierten Metho-
den untersucht. Dabei zeigte sich kein Einfluss auf die Antikdrperbindung, wohl

aber ein hemmender Effekt auf die Komplementbindung und -aktivierung.

5.4.6.1 Keine Inhibierung oder Destabilisierung der Anti-Contactin-1-
Antikorperbindung durch Zugabe von IVIG im ELISA und HEK-293-

Zell-gestutzten Versuch

Bei Koinkubation von IVIG und BSA mit dem Patientenmaterial (Abbildung 26)
sowie bei einer Zugabe von IVIG und BSA nach Inkubation mit dem Patienten-
oder Kontrollmaterial (Abbildung 27) im Anti-Contactin-1-ELISA zeigte sich kon-
zentrationsunabhangig eine stabile OD und somit keine Inhibierung oder Desta-
bilisierung der Bindung von Anti-Contactin-1 durch die Zugabe von IVIG.
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Abbildung 26: ELISA unter Inkubation von IVIG mit dem Primérantikérper

Es ist jeweils das Verhéltnis der OD bei einer Zugabe von IVIG/BSA in unterschiedlichen Verdiinnungen (x-
Achse) zur OD ohne Zugabe von IVIG/BSA als Mittelwert aller drei Patienten mit Standardabweichung
(Fehlerbalken) jeweils fiir Privigen® IVIG, Ig Vena® und BSA abgebildet. Modifiziert nach (Appeltshauser et
al, 2017), mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.
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Abbildung 27: ELISA unter Inkubation von IVIG nach dem Primé&rantikérper

Es ist jeweils das Verhéltnis der OD bei einer Zugabe von IVIG/BSA in unterschiedlichen Verdiinnungen (x-
Achse) zur OD ohne Zugabe von IVIG/BSA als Mittelwert aller drei Patienten mit Standardabweichung
(Fehlerbalken) jeweils fiir Privigen® IVIG, Ig Vena® und BSA abgebildet. Modifiziert nach (Appeltshauser et
al, 2017), mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.
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Auch an Contactin-1-transfizierten HEK-293-Zellen flhrte die Zugabe von IVIG
in unterschiedlichen Konzentrationen mit und nach Inkubation mit dem Patien-
tenmaterial nicht zur Intensitatsminderung in der Einzelfarbung. Exemplarisch ist
dies fur Patient 1 ohne Zugabe von Privigen® IVIG (Abbildung 28, A) sowie unter
Koinkubation des Patientenmaterials mit Privigen® IVIG 5 mg/ml, 10 mg/ml und
20 mg/ml (Abbildung 28, B-C) dargestellt. Es ist zu beachten, dass die Zugabe
von IVIG in hdheren Konzentrationen die unspezifische Hintergrundfarbung er-
hohte, daher die Belichtungszeit bei den Aufnahmen automatisch angepasst

wurde und so die Intensitat der transfizierten Zellen nicht dem Original entspricht.

Patient 1 IVIG Omg/ml | Patient 1 IVIG 5mghl

¢

Patient 1

7

Abbildung 28: Bindung an Contactin-1-transfizierte HEK-293-Zellen unter Zugabe von IVIG (Patient
1)
Bindung des Serums von Patient 1 an Contactin-1-transfizierte HEK-Zellen ohne Zugabe (A) und mit Zugabe

von IVIG 5 mg/ml (B), 10 mg/ml (C) und 20 mg/ml (D). Transfizierte, angeférbte Zellen sind mit Pfeilen
markiert. Mal3stab = 10 um.
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5.4.6.2 Dosisabhangige Inhibierung der Komplementbindung durch
Anti-Contactin-1-Autoantikorper unter Zugabe von IVIG im ELISA

Bei Koinkubation von IVIG in Konzentrationen von 0,2-25 mg/ml zusammen mit
C1q im ELISA-basierten Komplementbindungsversuch kam es bei allen drei Pa-
tienten zur starken, konzentrationsabhangigen Abnahme der OD im Vergleich
zum Ausgangswert ohne IVIG-Zugabe (Mittelwert 26% des Ausgangswertes fur
Privigen® IVIG und 35% flr Ig Vena® bei 25 mg/ml), nicht aber bei Koinkubation
mit BSA in gleichen Konzentrationen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: C1q-KBYV unter Inkubation von IVIG/BSA mit C1q

Es ist jeweils das Verhéltnis der OD bei einer Zugabe von IVIG/BSA in unterschiedlichen Verdiinnungen (x-
Achse) zur OD ohne Zugabe von IVIG/BSA als Mittelwert aller drei Patienten mit Standardabweichung
(Fehlerbalken) jeweils fiir Privigen®, Ig Vena® und BSA abgebildet. Modifiziert nach (Appeltshauser et al,
2017), mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.

Bei einer Inkubation von IVIG in gleichen Konzentrationen nach Zugabe von C1q
kam es bei allen drei Patienten zu einer weniger starken, dosisabhangigen Ab-
nahme der OD im Vergleich zum Ausgangswert ohne [VIG-Zugabe (Mittelwert
53% des Ausgangswertes fur Privigen® IVIG und 46% fur Ig Vena® bei 25
mg/ml). Bei einer Inkubation von BSA in gleichen Konzentrationen nach Zugabe

von C1q zeigte sich keine deutliche Anderung der OD (Abbildung 30).

108



Im HEK-293-Zell-basierten Versuch wurde der Einfluss von IVIG auf die Komple-
mentbindung nicht untersucht, weil durch die hohe Hintergrundfarbung nach

IVIG-Zugabe eine sichere Auswertung nicht moglich war.
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Abbildung 30: C1q-KBV unter Inkubation von IVIG/BSA nach C1q

Es ist jeweils das Verhéltnis der OD bei einer Zugabe von IVIG/BSA in unterschiedlichen Verdiinnungen (x-
Achse) zur OD ohne Zugabe von IVIG/BSA als Mittelwert aller drei Patienten mit Standardabweichung
(Fehlerbalken) jeweils fiir Privigen®, Ig Vena® und BSA abgebildet. Modifiziert nach (Appeltshauser et al,
2017), mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.

Immunglobuline haben also einen hemmenden Einfluss auf die Komplementbin-

dung durch Anti-Contactin-1-Antikorper in vitro.
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Im Komplementaktivierungsversuch (KAV) mit aufgereinigtem IgG unter Zugabe
von IVIG/BSA wurde nur bei Patient 1 unter Zugabe von IVIG in einer Konzent-
ration von 25 mg/ml eine Reduktion der OD auf 76% (Privigen® IVIG) bezie-
hungsweise 42% (lg Vena®) im Vergleich zum KAV ohne IVIG-Zugabe beobach-
tet, jedoch keine Reduktion unter Zugabe von BSA 25 mg/ml (Abbildung 31, A).
Bei Patient 2 und 3 hatte die Zugabe von IVIG/BSA 25 mg/ml keinen Einfluss auf
die OD (Mittelwert 96% des Ausgangswertes fur Privigen® IVIG und 99% fur Ig
Vena®) und somit auf die Komplementaktivierung durch Anti-Contactin-1-Auto-
antikorper (Abbildung 31, B). Bei Verwendung von IVIG/BSA in niedrigeren Kon-
zentrationen zeigte sich bei keinem Patienten eine OD-Anderung im Vergleich

zum Ausgangswert (die Daten werden nicht gezeigt).
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Abbildung 31: C3c-KAV unter Inkubation von IVIG/BSA

Es ist jeweils das Verhéltnis der OD bei einer Zugabe von IVIG/BSA 25 mg/ml zur OD ohne Zugabe von
IVIG/BSA bei Patient 1 (A) und als Mittelwert mit Standardabweichung (Fehlerbalken) bei Patient 2 und 3
(B) jeweils fiir Privigen®, Ig Vena® und BSA abgebildet. Modifiziert nach (Appeltshauser et al, 2017), mit
freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags.

110



5.5 Detektion und Analyse von Anti-Caspr-Autoantikorpern

Bei Patient 5 und 6, welche ebenfalls eine paranodale Bindung an den Zupfner-
ven zeigten, jedoch negativ fur Anti-Contactin-1 und Anti-Neurofascin-155 waren,
konnten Anti-Caspr-Antikorper im HEK-293-Zell-basierten Versuch nachgewie-
sen werden. Diese wurden uber Prainkubationsversuche bestatigt und naher

charakterisiert.

5.5.1 HEK-293-Zell-basierte Detektion von Anti-Caspr-lgG4-Autoan-
tikdrpern bei einem Patienten mit CIDP (Patient 5) und Anti-Caspr-
IgG3-Autoantikdrpern bei einer Patientin mit GBS (Patient 6)

In der Einzelfarbung an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen konnte im Serum
von Patient 5 mit CIDP und im PE-Material von Patient 6 mit GBS eine hohe
Immunreaktivitat an Caspr-transfizierten Zellen, nicht jedoch an nicht-transfizier-
ten, Neurofascin-155- oder Contactin-1-transfizierten Zellen detektiert werden.
Die Farbung an Caspr-transfizierten Zellen zeigte sich weder bei den anderen
Patienten (Patient 1-4) mit einem paranodalen Bindungsmuster an Zupfnerven
noch bei den 25 getesteten Normalkontrollen oder den 10 ,erkrankten Kontrol-
len®. Exemplarisch ist dies fur ein Kontrollserum, die Positivkontrolle sowie fur
Patient 5 und 6 jeweils an Caspr-transfizierten (Abbildung 32, A, C, E, G) und
nicht transfizierten Zellen (Abbildung 32, B, D, F, H) dargestellt.
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Kontrollserum Caspr | Kontrollserum
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Abbildung 32: Einzelfarbung an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen

Féarbung eines Kontrollserums (A, B), der Positivkontrolle (C, D) sowie Serum von Patient 5 (E, F) und PE-
Material von Patient 6 (G, H) an Caspr- (A, C, E, G) und nicht transfizierten (B, D, F, H) HEK-293-Zellen.
Transfizierte, angeférbte Zellen sind mit Pfeilen markiert und zeigen Immunreaktivitdt gegen Caspr bei der
Positivkontrolle (C) sowie bei Patient 5 (E) und 6 (G). Ma3stab = 10 um.
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Doppelfarbungen waren aufgrund einer Kreuzreaktion der Sekundarantikdrper
nicht mdglich: beim Kontrollserum zeigte sich ebenfalls eine Kolokalisation bei
allerdings unauffalliger Einzelfarbung (die Daten werden nicht gezeigt). Die Dop-
pelfarbung wurde daher ausschlief3lich mit subklassenspezifischen Sekundaran-
tikdrpern durchgefihrt (vergleiche 5.5.2). Hier zeigte sich eine exakte Kolokalisa-
tion (Abbildung 33, H und L) des Anti-lgG4-markierten Serums von Patient 5 (Ab-
bildung 33, E) und des Anti-IgG3-markierten PE-Materials von Patient 6 (Abbil-
dung 33, 1) mit dem Kontrollantikorper (Abbildung 33, B, F, J) an Caspr-trans-
fizierten Zellen, nicht jedoch an nicht transfizierten Zellen, sichtbar durch die Zell-
kernfarbung mit DAPI (Abbildung 33, C, G, K). Beim je Anti-IgG1-4 markierten
Kontrollserum zeigte sich keine Kolokalisation (exemplarisch dargestellt fur Anti-
IgG3, Abbildung 33, A-D).

KontrollserumlgG3| anti-Caspr Uberlagerung

Patient 5 IgG4 anti-Caspr

Patient 6 IgG3| anti-Caspr Uberlagerung

Abbildung 33: Doppelfdrbung an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen

Doppelférbung von Anti-Caspr (griin) und des Serums einer Kontrolle (A-D) und von Patient 5 (E-H) und
PE-Material von Patient 6 (I-L) mit subklassenspezifischen Sekundérantikérpern (rot). Kolokalisation stellt
sich in der Uberlagerung gelb dar und liegt nur bei Patient 5 und 6 vor (H, L). Die Zellkerne werden mit DAPI
in blau dargestellt (C, G, K). Ma8stab = 10 um.
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5.5.2 Subklassenanalyse Anti-Caspr-positiver Proben

Zur Analyse der Subklassen bei Patient 5 und 6 wurden Doppelfarbungen an
Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen mit subklassenspezifischen Sekundaranti-
korpern durchgeflhrt. Hierbei zeigte sich bei Patient 5 eine Bindung bei Verwen-
dung von Anti-IgG1 und Anti-lgG4 (Abbildung 34, B und K), bei Patient 6 eine
Bindung ausschliel3lich bei Verwendung von Anti-lgG3 (Abbildung 34, 1) an
Caspr-transfizierten Zellen, welche mit dem Kontrollantikorper Anti-Caspr kolo-
kalisierte (Abbildung 34, gelb). Die Negativkontrolle zeigte bei keiner Subklasse
eine Immunreaktivitat oder eine Kolokalisation mit dem Kontrollantikdrper (Abbil-
dung 34, A, D, G, J). Somit lagen bei Patient 5 IgG1- und IgG4-Autoantikorper,
bei Patient IlgG3-Autoantikorper vor.
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Abbildung 34: Subklassenbestimmung an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen.

Uberlagerungsbilder vom Serum einer Kontrolle (A, D, G, J) und von Patient 5 (B, E, H, K) sowie PE-Material
von Patient 6 (C, F, I, L) (rot), mit dem Kontrollantikbrper Anti-Caspr (griin) und DAPI (blau) in der Farbung
Caspr-transfizierter HEK-293-Zellen mit Verwendung subklassenspezifischer Sekundérantikérper. Kolokali-
sation von Patientenmaterial und Anti-Caspr stellt sich gelb dar und markiert das Vorliegen der jeweiligen
Subklasse, ndmlich IgG1 und IgG4 bei Patient 5 (B, K) und IgG3 bei Patient 6 (I). Im Kontrollserum zeigt

sich keine Kolokalisation. Ma3stab = 10 um.

Die Ergebnisse decken sich mit der Subklassenanalyse an den Zupfnervenpra-

paraten. Hier konnte bei Patient 5 IgG4- und bei Patient 6 IgG3-Antikérper nach-

gewiesen werden (vergleiche 5.1).
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5.5.3 Bestatigung der Spezifitat durch Prainkubationsversuche

In Prainkubationsversuchen mit Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen konnte die
Spezifitat der Antikorper bei Patient 5 und 6 bewiesen werden und somit das
Ergebnis der Farbung an HEK-293-Zellen verifiziert werden. An murinen Zupf-
nerven zeigte sich bei Patient 5 und 6 ein Verlust des paranodalen Bindungs-
musters nach Inkubation mit Caspr-transfizierten Zellen (Abbildung 35, C und E),
nicht aber nach Inkubation mit Contactin-1-transfizierten Zellen (Abbildung 35, D
und F). Das Serum einer Normalkontrolle diente jeweils als Negativkontrolle (Ab-
bildung 35, A-B).

Kontrollserum Caspr | Kontrollserum CNTN1

<]

Abbildung 35: Zupfnervenfdrbung nach Prédinkubation mit Caspr

Farbung einer Kontrolle (A, B) und Serum von Patient 5 (C, D) und PE-Material von Patient 6 (E, F) nach
Préinkubation mit Caspr- (A, C, E) und Contactin-1 (CNTN1)-transfizierten (B, D, F) HEK-293-Zellen. Die
Schniirringe sind mit Pfeilen markiert. Es kommt zum Verlust der paranodalen Bindung nach Caspr-Préin-
kubation bei Patient 5 (C) und 6 (E). Ma3stab = 10 um.
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5.5.4 Komplementbindung bei IgG3-Antikorpern

Das Komplementbindungsverhalten der Anti-Caspr-lgG3- bei Patient 6 und
IgG1/4-Antikorper bei Patient 5 wurde im HEK-293-Zell-basierten Versuch uber
eine Analyse der C1g-Bindung untersucht. Die Darstellung erfolgte durch einen
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper gegen C1q (Abbildung 36, B und E),
welcher mit dem IgG-spezifischen Sekundarantikorper (Abbildung 36, A und D)
nur bei Patient 6 kolokalisierte (Abbildung 36, F), nicht jedoch bei Patient 5 (Ab-
bildung 36, C). Somit kam es nur beim Vorliegen von IgG3-Antikdrpern zur Kom-
plementbindung. Der Einfluss von IVIG auf die Bindung von Caspr-Antikrpern
konnte aufgrund von methodischen Limitationen nicht untersucht werden (siehe
5.4.6.2).

Patient 5 anti-C1q Uberlagerung

Patient 6 anti-C1q

v

Abbildung 36: HEK-293-Zell-basierter C1q-KBYV (Patient 5-6)

Darstellung der Bindung des Serums von Patient 5 und des PE-Materials von Patient 6 (rot) an Caspr-
transfizierten HEK-293-Zellen (Pfeile) und der Bindung von C1q an die Antikérper (griin, E). Kolokalisation
stellt sich in der Uberlagerung gelb dar, liegt allerdings nur bei Patient 6 (F), nicht bei Patient 5 (C) vor.
MafBstab = 10 um.
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5.6 Klinische Merkmale der Patienten mit AutoantikGrpern gegen pa-

ranodale Proteine

Der detaillierte klinische Verlauf jedes einzelnen Patienten mit paranodalen Au-
toantikdrpern ist in Kapitel 5.6.1 dargestellt, ein zusammenfassender Vergleich
erfolgt in Kapitel 5.6.2 und 5.6.3.

Die Befunde bei Erstmanifestation der Erkrankung von Patient 1-6 sind in Tabelle
26, die Komplementierung der Diagnostik bei der Rekrutierung im Universitats-
klinikum Wurzburg von Patient 1-4 in Tabelle 27 und von Patient 5-6 in Tabelle
28 aufgefuhrt. Das Therapieansprechen ist in Tabelle 29 zusammengefasst.

5.6.1 Klinische Daten, Verlauf und Therapieansprechen der Anti-
Contactin-1-positiven Patienten (Patient 1-4) und Anti-Caspr-positi-

ven Patienten (Patient 5 und 6)

Bei Patient 1 handelt es sich um einen zum Zeitpunkt der Rekrutierung 76-jahri-
gen, mannlichen Patienten mit der Diagnose CIDP mit einem GBS-artigen Be-
ginn. Er wurde 35 Tage nach der Erstmanifestation und der auswarts gestellten
Erstdiagnose stationar in der Neurologischen Klinik des Universitatsklinikums
Wurzburg aufgenommen. Als neurologische Vorerkrankungen waren eine transi-
torische ischamische Attacke rechts im Jahr 2006, ein lakunarer Infarkt parieto-
okzipital rechts im Jahr 2013, eine rezidivierende depressive Stérung sowie ein
chronisches Nervus-ulnaris-Syndrom links bekannt. Autoimmunvermittelte Vor-
erkrankungen oder ein vorangegangener Infekt lagen nicht vor. Im Juni 2013 ma-
nifestierte sich die Erkrankung erstmals mit einer rechts- und beinbetonten, rasch
progredienten, an der oberen Extremitat distal- und an der unteren Extremitat
proximal-betonten schlaffen Tetraparese. In der formalen Kraftprufung zeigten
sich Kraftgrade mit einem MRC-Summenscore (Kleyweg et al, 1991; Medical
Research Council, 1943) von initial 53/60 und Hyporeflexie an der oberen, Are-

flexie an der unteren Extremitat, sensible Symptome lagen bei Erkrankungsbe-
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ginn nicht vor. Ein Tremor wurde nicht beschrieben. Elektrophysiologisch domi-
nierten Zeichen einer axonalen Schadigung (deutliche Amplitudenreduktion in
motorischen und sensiblen Neurographien, im Verlauf Denervierungszeichen in
der Elektromyographie), einige Merkmale passten jedoch auch in das Bild einer
demyelinisierenden Erkrankung (zu Beginn verlangerte distal motorische Laten-
zen und F-Wellen-Latenzen, im Verlauf auch reduzierte Nervenleitungsge-
schwindigkeiten in der Elektroneurographie). In mehrmals durchgefuhrten Liquor-
punktionen zeigte sich eine fur autoimmunvermittelte periphere Neuropathien ty-
pische zytoalbuminare Dissoziation (initial 1 Zelle/pl und 90 mg/dl Gesamtprotein
mit Zunahme auf 5 Zellen/ul und 304,8 mg/dl Gesamtprotein im Verlauf), die bei
Polyneuropathie diagnostisch erganzend durchgefuhrte Serologie ergab keinen
wegweisenden pathologischen Befund (Anti-GM1-Antikdrper negativ, kein Hin-
weis auf eine infektidse oder rheumatische Ursache). Auch die spinale und kra-
nielle Bildgebung offenbarte keine wegweisenden Pathologien. Diagnostische Bi-
opsien wurden nicht entnommen. Eine dreitagige Methylprednisolonpulstherapie
in der Akutphase der Erkrankung bewirkte keinen Therapieerfolg, eine anschlie-
Rende Behandlung mit IVIG (kumulative Dosis 150g) erbrachte eine kurzzeitige
Besserung der Symptomatik. Innerhalb einiger Wochen kam es zu einer Hirnner-
venbeteiligung mit einer fazialen Parese links, einer Okulomotoriusparese mit
Doppelbildern, einer Dysarthrie und einer progredienten Dysphagie. Zusatzlich
entwickelte sich im Verlauf eine distal-betonte Hypasthesie sowie eine Pallhypas-
thesie an der unteren Extremitat mit einer Pallanasthesie am Grol3zehengrund-
gelenk. Eine weitere motorische Verschlechterung (MRC-Summenscore 45/60
und im Verlauf 41/60) in der Rehabilitationsphase, eine Abnahme der Vitalkapa-
zitat und eine vegetative Beteiligung mit rezidivierenden hypertensiven Entglei-
sungen acht Wochen nach Erstmanifestation machten eine intensivmedizinische
Betreuung mit einer Beatmung unter Analgosedierung notwendig. Unter finfma-
lig durchgefuhrten Plasmapheresen und einer erneuten intravenosen Methyl-
prednisolonpulstherapie (kumulative Dosis 2500 mg Methylprednisolon) konnte

eine kurzfristige Stabilisierung erreicht werden, eine dauerhafte Extubation war
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jedoch nicht mdglich. In einer zweiten Rehabilitationsphase kam es zu einer wei-
teren motorischen Verschlechterung (MRC-Summenscore 26/60), viereinhalb
Monate nach Erkrankungsbeginn verstarb der Patient bedauernswerterweise
nach zahlreichen Komplikationen wie Aspirationspneumonien, Panzytopenien
und Komplikationen der kinstlichen Ernahrung bei neurogener Dysphagie unter
einem palliativen Therapieregime wahrend der Rehabilitationsbehandlung. Die
Detektion der Anti-Contactin-1-Autoantikorper erfolgte im April 2014 post mortem
aus konserviertem Serum und PE-Material aus dem Jahr 2013 und hatte keinen

Einfluss auf das therapeutische Prozedere.

Bei Patient 2 handelt es sich um einen zum Zeitpunkt der Rekrutierung 68-jahri-
gen, mannlichen Patienten mit der Diagnose CIDP mit einem GBS-artigen Be-
ginn. Die Erkrankung manifestierte sich im Jahr 1991 erstmals mit brennenden
Dys- und Hypasthesien an den Ful3sohlen, gefolgt von einer schweren, senso-
motorischen Tetraparese mit intubationspflichtiger respiratorischer Insuffizienz.
Ein Infekt war der Symptomatik nicht vorausgegangen, jedoch trat im Jahr der
Erstmanifestation ebenfalls eine membrandse Glomerulonephritis mit einem ne-
phrotischen Syndrom auf. Die initiale Diagnostik und Therapie erfolgte auswarts.
Innerhalb von einigen Wochen entwickelte sich eine autonome Neuropathie mit
Herzrhythmusstorungen, welche eine Schrittmacherimplantation erforderte. Zu-
dem wurde eine Hirnnervenbeteiligung mit einer peripheren Fazialis-, Accesso-
rius- und Hypoglossusparese beschrieben. In der Liquorpunktion zeigte sich eine
zytoalbuminare Dissoziation (<1 Zelle/ul und 204 mg/dl Gesamtprotein). Nach
einer sechsmonatigen oralen Glukokortikoidtherapie sowie einer Azathioprinthe-
rapie mit allerdings nur geringem Erfolg und einer langen Rehabilitationsphase
besserten sich die Beschwerden und stabilisierten sich auf dem Niveau einer
noch eingeschrankten Gehfahigkeit, welche die Zuhilfenahme einer Gehstutze
erforderte, und Sensibilitatsstérungen in Form von nach distal zunehmenden
Hypasthesien und Dysasthesien. Im Anschluss kam es zu einem schubformig
leicht progredienten Verlauf. Es entwickelte sich ein Halte- und Intentionstremor,

in der Bildgebung mittels CCT fiel eine mogliche Kleinhirnatrophie
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ohne diagnostizierbare Ursache auf. In einer auswarts im Jahr 2010 durchgeftihr-
ten Suralisbiopsie wurde eine vorrangig axonale, entztindliche Neuropathie mit
T-Zell-Infiltration und fehlenden Regenerationszeichen (keine Zwiebelschalen)
diagnostiziert, ebenfalls wurde im Jahr 2010 laborchemisch eine Schrankensto-
rung im Reiber-Schema mit nun 3 Zellen/pl und 720 mg/dl Gesamtprotein im Li-
quor festgestellt. Eine daraufhin im Jahr 2010 und 2011 durchgefihrte zweima-
lige Therapie mit IVIG erbrachte kaum eine Besserung der Symptomatik. Nach
einem Stammganglieninfarkt rechts mit einer residuellen zentralen, fazialen
Parese links im Jahr 2011 kam es im Verlauf auch zur erneuten Progression der
Neuropathie und daher zur erstmaligen stationaren Vorstellung in der Neurologi-
schen Klinik des Universitatsklinikums Wurzburg. Hier zeigte sich in der neurolo-
gischen Untersuchung das Bild einer symmetrischen, distal-betonten, beinbeton-
ten schlaffen Tetraparese mit symmetrischer Plegie der distalen Fulimuskulatur
und einem MRC-Summenscore von 40/60 und ein Steppergang, eine generelle
Areflexie, multimodale Sensibilitatsstorungen an der oberen und unteren Extre-
mitat mit distalem Gradienten und Dysasthesien der Hande und FufRe sowie eine
sensible Ataxie und zusatzlich ein Ruhe-, Halte- und Aktionstremor. Elektrophy-
siologisch zeigten sich in den sensiblen Neurographien keine Reizantworten, in
den motorischen Neurographien war das Bild einer gemischt axonal und demyeli-
nisierenden Erkrankung mit einer Amplitudenreduktion sowie reduzierten Ner-
venleitungsgeschwindigkeiten, verlangerten distalen motorischen Latenzen und
leicht verlangerten F-Wellen-Latenzen zu erkennen. In der Elektromyographie
zeigte sich an zahlreichen Muskeln ein chronisch neurogener Umbau mit gelich-
teten Interferenzmustern, teilweise einem kompletten Verlust der WillkUraktivitat
und zusatzlich florider Spontanaktivitat. Unter zweimalig funf Zyklen Plasmaphe-
rese im Marz und April 2012 konnte eine klinische Besserung mit Anstieg des
MRC-Summenscores auf 44/60 bei einem gleichbleibenden elektrophysiologi-
schen Befund erreicht werden. Die Detektion der Anti-Contactin-1-Autoantikrper
erfolgte im Mai 2014 aus konserviertem PE-Material. Zur erneuten stationaren
Vorstellung kam es erst im Jahr 2016 bei subjektiver Verschlechterung, einem

MRC-Summenscore von 42/60 und sensibel gleichgebliebenen Beschwerden.
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Elektrophysiologisch zeigte sich zu diesem Zeitpunkt allerdings eine geringfligige
Befundbesserung. Es erfolgte eine Therapie mit Plasmapherese und probato-
risch bei Verdacht auf eine antikorpervermittelte Erkrankung die Initiationsthera-
pie mit Rituximab 1000mg intravends zweimalig im Abstand von einem Monat.
Zu diesem Zeitpunkt waren experimentell keine Anti-Contactin-1-Antikorper mit-
tels ELISA nachweisbar (OD = 0,187 im PE-Material und OD = 0,245 im Serum
bei einem Schwellenwert von 0,562 fur ein positives Ergebnis). Das Serum zeigte
ebenfalls keine Bindung an das Paranodium der Zupfnerven in der immunhisto-
chemischen Farbung. Diese Befunde konnten allerdings erst nach Initiierung der
Therapie erhoben werden. Subjektiv kam es zu einem dreimonatigen Therapie-
ansprechen mit verminderten Sensibilitatsstorungen und Besserung der Kraft,
aufgrund einer fehlenden Wiedervorstellung war dies allerdings nicht objektiv
nachvollziehbar (MRC-Summenscore bei der nachsten stationaren Aufnahme
gleichbleibend bei 42/60, siehe Tabelle 30). Wahrend der Verabreichung des
zweiten Zyklus Rituximab kam es nach der intravenésen Gabe von 300mg zu
einem Zytokin-Release-Syndrom, auf weitere Gaben wurde daher verzichtet und
eine Einstellung auf ein Immunsuppressivum empfohlen. Beim letzten Aufenthalt
im Februar 2017 waren ebenfalls keine Autoantikorper im Serum des Patienten
mittels Bindungsversuchen und ELISA (OD = 0,233) nachweisbar. Im Anschluss

erfolgte keine erneute stationare oder ambulante Vorstellung.
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Bei Patient 3 handelt es sich um eine bei der Rekrutierung 62-jahrige, weibliche
Patientin mit der Diagnose CIDP mit einem GBS-artigen Beginn, die sich im Jahr
2008 18 Monate nach der ersten Manifestation stationar in der Neurologischen
Klinik des Universitatsklinikums Wurzburg vorstellte. Weitere neurologische Vor-
erkrankungen waren - bis auf einen asymptomatischen medio-lateralen Band-
scheibenprolaps L5/S1 links mit einem kleinen Sequester - nicht bekannt. Andere
autoimmunvermittelte Erkrankungen oder ein der Erstmanifestation vorangegan-
gener Infekt lagen nicht vor. Im April 2006 war es zu einem subakuten Beginn
der Erkrankung mit einer Entwicklung von distalen Kribbelparasthesien und einer
sensiblen Ataxie gekommen, gefolgt von einer hochgradigen, distal-betonten
schlaffen Tetraparese sowie einer Hirnnervenbeteiligung mit einer Fazialis- und
einer inkompletten Okulomotoriusparese mit Doppelbildern Uber mehrere Wo-
chen. Auswarts wurde, bei einer fur ein GBS typischen zytoalbuminaren Dissozi-
ation (3 Zellen/ul und 416 mg/dl Gesamtprotein) im Liquorbefund sowie dem
elektrophysiologischen Bild einer Demyelinisierung mit multiplen Leitungsblo-
cken, ein GBS diagnostiziert und eine Therapie mit IVIG eingeleitet. Unter dieser
bildete sich die Tetraparese im Rahmen einer zweimaligen Rehabilitationsphase
zurtck. Im Verlauf kam es jedoch zu einer erneuten, langsam kontinuierlichen
Progression der Erkrankung, was eine immunsuppressive Therapie mit Azathi-
oprin notig machte. Diese wurde jedoch trotz eines Therapieerfolges nach sieben
Monaten aufgrund einer Unvertraglichkeit abgesetzt und eine orale Glukokor-
tikoidtherapie eingeleitet. Diese flhrte ebenfalls zur subjektiven und objektiven
Besserung der Symptomatik, wurde aber bei unerwinschten Nebenwirkungen
wie einem iatrogenen Cushingsyndrom und einem steroidinduzierten Diabetes
mellitus beendet. Bei der Rekrutierung im Marz 2008 zeigte die Patientin im neu-
rologischen Untersuchungsbefund eine distal-, rechts- und armbetonte schlaffe
Tetraparese mit einem MRC-Summenscore von 48/60 und einer eingeschrank-
ten Gehfahigkeit, welche die Zuhilfenahme eines Rollators erforderte, Atrophien
der Thenar- und Hypothenarmuskulatur und eine generalisierte Areflexie sowie
eine multimodale sensible Beteiligung mit einer zusatzlichen sensiblen Ataxie.

Eine Hirnnervenbeteiligung oder eine vegetative Beteiligung lagen zu diesem
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Zeitpunkt nicht mehr vor. Laborchemisch zeigte sich weiterhin eine zytoal-
buminare Dissoziation im Liquorbefund, zusatzliche serologische Untersuchun-
gen ergaben keinen Hinweis auf eine rheumatische oder infektiose Ursache der
Erkrankung; eine Anti-MAG-Neuropathie konnte ausgeschlossen werden. Eine
kranielle Bildgebung ergab keinen wegweisenden pathologischen Befund. Elekt-
rophysiologisch zeigte sich das Bild einer gemischt axonalen und demyelinisie-
renden Erkrankung mit einer starken Reduktion von Amplituden und Nervenlei-
tungsgeschwindigkeiten sowie verlangerten distal motorischen Latenzen in den
motorischen Neurographien, mit nicht ableitbaren Reizantworten in den sensib-
len Neurographien und mit florider Spontanaktivitat und einem chronisch-neuro-
gen veranderten Muster in der Elektromyographie. In den im Verlauf (2008 und
2015) mehrfach durchgefuhrten Hautbiopsien war eine Reduktion der distalen
Hautinnervation ohne Entziindungszeichen auffallig. Eine im Jahr 2008 durchge-
fuhrte Suralisbiopsie ergab Hinweise auf eine aggressive, axonale Neuropathie
mit Axonuntergangen, mit einer T-Zell- und Makrophagenaktivitat und einem ak-
tiven Myelinabbau ohne Anzeichen einer Regeneration (Zwiebelschalen, Rege-
nerationsgruppen). Im Jahr 2008 wurden vier Zyklen mit je funf Plasmapheresen
durchgefuhrt, darunter kam es jeweils kurzfristig zu einer motorischen Verbesse-
rung mit einer verlangerten Gehstrecke und einem Anstieg des MRC-Summen-
scores auf bis zu 52/60 sowie zu einem Ruckgang der Kribbelparasthesien, im
Verlauf jedoch elektrophysiologisch zu einer Befundverschlechterung und zu neu
auftretenden Dysasthesien, weswegen auf eine immunsuppressive Therapie mit
Cyclophosphamid eskaliert wurde. Diese wurde zwischen Dezember 2008 und
Juni 2010 in zehn Zyklen mit einer kumulativen Gesamtdosis von 10.047,4 mg
verabreicht. Darunter kam es weitestgehend zu einer Stabilisierung der Erkran-
kung mit einem MRC-Summenscore von 50/60 beim ersten Zyklus und 51/60
beim letzten Zyklus sowie einer Besserung des elektrophysiologischen Befundes
mit Zunahme der Amplituden und Nervenleitungsgeschwindigkeiten. Allerdings
verschlechterte sich im Verlauf die Feinmotorik zunehmend, es entwickelte sich

ab dem Jahr 2009 ein Haltetremor, ab Juni 2010 auch ein linksbetonter Inten-
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tionstremor, der zur deutlichen Einschrankung im Alltag fuhrte. Eine Tremorana-
lyse zeigte einen langenunabhangigen Intentionstremor mit einer Frequenz von
3,7Hz bei einem gleichzeitigen Haltetremor mit einer Frequenz von 2Hz. Es
wurde nach einem Therapieversuch mit Azathioprin, welcher erneut wegen Un-
vertraglichkeit abgebrochen wurde, auf Ciclosporin A deeskaliert. Darunter ver-
besserte sich initial das Gangbild, die Kraft (MRC-Summenscore von 58/60 im
Januar 2012), die Feinmotorik und die Sensibilitatsstorungen, der Tremor wurde
aber therapeutisch nicht beeinflusst und fuhrte bei einer Progredienz zu einer
starken Einschrankung in Alltag mit einem ODSS-Score (Merkies et al, 2002;
Merkies et al, 2000) von 7/12. Elektrophysiologisch war nach einer initialen, mi-
nimalen Befundbesserung wieder ein kontinuierlicher Progress der Erkrankung
nachweisbar. Im Verlauf kam es konsekutiv auch erneut zur Progression der mo-
torischen und sensiblen Symptome (MRC-Summenscore von 54/60 im Mai
2014). Nach der Detektion der Anti-Contactin-1-Antikdrper im Mai 2014 wurde,
nach einem erneuten funfmaligen Plasmapheresezyklus mit einem sehr guten
Therapieansprechen, im Juni 2014 eine Therapie mit Rituximab in einem Induk-
tionszyklus mit 630 mg begonnen und aktuell in vier Erhaltungszyklen zu je 1000
mg fortgeflhrt. Darunter sank der Titer der Autoantikdrper von 1:10.000 auf zwi-
schenzeitlich 1:500 (vergleiche Kapitel 5.4.4) und es zeigte sich ein deutlicher
klinischer Therapieerfolg (siehe Kapitel 5.6.4). Beim letzten stationaren Aufent-
halt zeigte sich vor der Gabe des vierten Zyklus mit einem Abstand von elf Mo-
naten zum vorherigen Zyklus ein erneuter Titeranstieg auf 1:3000 bei einem je-

doch stabilen klinischen Befund.

Bei Patient 4 handelt es sich um einen zum Zeitpunkt der Rekrutierung 72-jahri-
gen, mannlichen Patienten mit der Diagnose CIDP mit einem GBS-artigen Be-
ginn. Er wurde funf Wochen nach der Erstmanifestation im Februar 2007 statio-
nar in der Neurologischen Klinik des Universitatsklinikums Wirzburg aufgenom-
men. Als neurologische Vorerkrankungen waren ein dementielles Syndrom sowie
ein fragliches Neuroleptika-induziertes Parkinsonoid bekannt. Autoimmunvermit-

telte Vorerkrankungen oder ein der Symptomatik vorangegangener Infekt lagen
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nicht vor. Nach initialen lumbalen Schmerzen und Extremitatenschmerzen entwi-
ckelte sich eine rasch progrediente, hochgradige, symmetrische, distal- und bein-
betonte schlaffe Tetraparese mit einer generalisierten Areflexie, die ein Stehen
oder Gehen unmaoglich machte. Es kam weder zu einer Hirnnervenbeteiligung
und vegetativen Beteiligung noch zu sensiblen Symptomen. Auswarts wurde bei
einem typischen Liquorbefund mit einer zytoalbuminaren Dissoziation (3 Zellen/ul
und 92 mg/dl Gesamtprotein) die Verdachtsdiagnose eines GBS gestellt und eine
Therapie mit IVIG begonnen, woraufhin es initial zu einer klinischen Besserung
kam. Im Verlauf waren die Symptome erneut progredient, was die Vorstellung am
Universitatsklinikum Wurzburg bedingte. In der neurologischen Untersuchung fie-
len hier zusatzlich Faszikulationen und Myokymien, eine diskrete sensible Betei-
ligung mit einer Pallanasthesie am Grolizehengrundgelenk sowie ein linksbeton-
ter Ruhetremor und eine Ataxie auf. Elektrophysiologisch zeigten sich im Verlauf
vorrangig Hinweise auf eine axonale Schadigung (eine deutliche Amplitudenre-
duktion in den motorischen und sensiblen Neurographien; Faszikulationen und
im Verlauf eine zunehmende Spontanaktivitat und das Muster einer chronisch-
neurogenen Schadigung in der Elektromyographie), aber auch Hinweise auf eine
demyelinisierende Komponente (leicht reduzierte Nervenleitungsgeschwindig-
keiten und verlangerte distal motorische Latenzen in der motorischen und sen-
siblen Neurographie). Im Liquorbefund lag nun eine generalisierte Schrankensto-
rung (10 Zellen/pl bei 100mg/dl Gesamtprotein) vor. Die bei Polyneuropathie di-
agnostisch erganzend durchgeflihrte Serologie ergab keinen Hinweis auf eine
rheumatische oder infektiose Genese; Antikorper gegen GM1, GQ1B, Kaliumka-
nale, Kleinhirnantigene sowie IgM-Antikorper gegen Strukturen des peripheren
Nervens konnten nicht nachgewiesen werden. Auch die spinale und kranielle
Bildgebung offenbarten bei einer nebenbefundlichen Mikroangiopathie und einer
generalisierten Hirnatrophie keine wegweisenden Pathologien. Eine im Februar
2007 entnommene Hautbiopsie zeigte eine Reduktion der distalen Hautinnerva-
tion, in der Suralisbiopsie waren eine axonale Beteiligung mit Axonuntergangen
und eine gesteigerte Makrophagenaktivitat sowie nur geringe Zeichen von Rege-

neration (Regenerationsgruppen, Zwiebelschalen) erkennbar.
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Nach einer intravendsen Methylprednisolonpulstherapie in einer Dosis von ins-
gesamt 2500 mg kam es zu einer klinischen Besserung, eine Sepsis sowie ein
steroidinduziertes Delir unter Therapie machten jedoch eine kurzfristige intensiv-
medizinische Betreuung notwendig. Nach einem Zyklus von funf Plasmaphe-
resen mit einer nur leichtgradigen Befundbesserung wurde auf die immunsupp-
ressive Therapie mit Cyclophosphamid in finf Zyklen und einer kumulativen Ge-
samtdosis von 1240 mg eskaliert. Darunter kam es zu einer deutlichen motori-
schen Besserung mit einer Steigerung des MRC-Summenscores von 39/60
(Marz 2007) auf 58/60 (April 2008) sowie einer deutlichen Besserung des elekt-
rophysiologischen Befundes mit einer Uberwiegenden Normalisierung der Neu-
rographien. Weitere Follow-Up-Untersuchungen fanden bei einer fortschreiten-
den Demenz nicht statt, fremdanamnestisch wurde eine Immobilitat berichtet, die
kausalen Zusammenhange waren jedoch nicht eruierbar. Die Detektion der Anti-
Contactin-1-Autoantikérper aus dem Plasmapheresematerial von Februar 2007

erfolgte im Juni 2014 und blieb ohne eine therapeutische Konsequenz.

Bei Patient 5 handelt es sich um einen bei der Rekrutierung 30-jahrigen, mannli-
chen Patienten mit der Diagnose CIDP mit einem GBS-artigen Beginn. Er wurde
15 Monate nach der Erstmanifestation erstmals zu einer Reevaluation stationar
in der Neurologischen Klinik des Universitatsklinikums Warzburg aufgenommen.
Bei dem Patienten war ein autoimmun-vermittelter Morbus Basedow mit einer
beginnenden Orbitopathie bekannt, neurologische Vorerkrankungen bestanden
nicht. Im Januar 2013 manifestierte sich die Erkrankung erstmals kurz nach einer
Infektion des Respirationstraktes mit von distal nach proximal aufsteigenden
Kribbelparasthesien und Hypasthesien aller Extremitaten sowie Dysasthesien
und starken neuropathischen Schmerzen am Rucken und an den Extremitaten.
Den sensiblen Symptomen folgte eine rasch progrediente, symmetrische, hoch-
gradige, distal- und beinbetonte schlaffe Tetraparese, welche ihr Maximum acht
Wochen nach dem Symptombeginn erreichte und zu einer Rollstuhlpflichtigkeit
des Patienten fuhrte. Bei einer leichten Zell- und EiweilRerhohung im Liquorbe-

fund (8 Zellen/pl und 52 mg/dl Gesamtprotein) und ,Demyelinisierungszeichen”
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sowie starken Amplitudenreduktionen und verlangerten distal motorischen Laten-
zen in der Elektrophysiologie wurden im Marz und April 2013 auswarts zwei Zyk-
len IVIG verabreicht, jedoch fuhrten diese nicht zu einer Symptombesserung.
Eine funftagige intravendse Methylprednisolonpulstherapie in der Dosis von 1 g
pro Tag erbrachte eine deutliche Symptombesserung. Nach einigen Wochen
kam es aber erneut zu einer Progression mit einer Entwicklung von schleichend
zunehmenden Paresen und vor allem mit einer Entwicklung eines neuropathi-
schen Dauerschmerzes einer Starke von 4-5/10 auf der numerischen Rating-
Skala (NRS) (Childs et al, 2005; Jensen & McFarland, 1993) mit Schmerzspitzen
von 10/10 NRS bei einem minimalen Schmerz von 2/10 NRS und mit einem Be-
darf von bis zu 500 mg Tilidin/Naloxon und 600 mg Pregabalin taglich. Bei der
Rekrutierung im April 2014 zeigten sich in der neurologischen Untersuchung ein
MRC-Summenscore von 44/60 mit einer distalen Plegie in der formalen Kraftpru-
fung, eine generalisierte Areflexie und Muskelatrophien, ein Steppergang mit ei-
ner eingeschrankten Gehfahigkeit am Rollator und mit einem ODSS von 7/12,
weiterhin hochgradige neuropathische Schmerzen und multimodale Sensibilitats-
stérungen mit einer Hirnnervenbeteiligung in Form einer trigeminalen Hypasthe-
sie sowie eine sensible Ataxie. Vegetative Stérungen lagen zu keinem Zeitpunkt
der Erkrankung vor. Elektrophysiologisch waren bei der Rekrutierung bereits in
den sensiblen Neurographien keine Reizantworten mehr erhaltlich, auch in den
motorischen Neurographien zeigte sich nur noch ein am Nervus axillaris ableit-
bares Potential mit einer deutlichen Amplitudenreduktion und einer Verlangerung
der distal motorischen Latenz bei einer gleichzeitig teilweise nicht ableitbaren,
teilweise neurogen veranderten Willkuraktivitat und floriden Spontanaktivitat als
Zeichen einer axonalen Schadigung in der Elektromyographie. Im Liquor war
eine deutliche generalisierte Schrankenstérung mit einem Albuminquotienten von
28,6 (Normwert < 7), 46 Zellen/ul und 168,2 mg/dl Gesamtprotein auffallig, sero-
logisch zeigte sich ein hoher ANA-Titer (1/320); es gab keinen Hinweis auf ein
infektioses, spezifisches rheumatisches oder paraneoplastisches Geschehen. In

der kraniellen Bildgebung ergab sich neben einer endokrinen Orbitopathie kein
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pathologischer Befund. Spinal zeigten sich mittels MRT beidseitige T2-Signalan-
hebungen passend zu einer Plexusneuritis oder einer Denervierung des Plexus
lumbosacralis. Auch zu Beginn der Erkrankung hatte auswarts eine Beteiligung
des Plexus mit Kontrastmittelaufnahme in den Spinalganglien vorgelegen. In ei-
ner im April 2014 entnommenen Hautbiopsie zeigte sich zwar keine Reduktion
der distalen Hautinnervation, allerdings deutliche Entmarkungszeichen und eine
pathologische Schnurringarchitektur mit einem Verlust der Immunreaktivitat ge-
gen Caspr und pathologisch verlangerten Schnurringen (Doppler et al, 2016).
Eine Suralisbiopsie offenbarte das Bild einer aggressiven, axonalen Neuropathie
mit Axonuntergangen, einer Makrophagen- und T-Zell-Aktivitat und eines aktiven
Myelinabbaus ohne Anzeichen einer Regeneration (Zwiebelschalen, Regenera-
tionsgruppen) sowie im Zupfnervenpraparat eine Destruktion der Schnurringar-
chitektur (Doppler et al, 2016). Nach der Detektion der Autoantikérper gegen pa-
ranodale Strukturen des peripheren Nervens mittels Bindungsversuchen an Zupf-
nerven (siehe Kapitel 5.1) im April 2014 wurde der Patient mit zwei Zyklen von je
funf Plasmapheresen und einer dreimaligen Immunadsorption mittels einer Tryp-
tophansaule behandelt. Aufgrund einer fehlenden Befundbesserung wurde auf
Rituximab mit zwei Initiierungszyklen in einer Dosis von je 1000 mg intravends
eskaliert. Die Therapie war klinisch erfolgreich, auch elektrophysiologisch zeigte
sich eine kontinuierliche Besserung und experimentell waren die Autoantikorper
nicht mehr nachweisbar (siehe 5.6.4), weswegen Erhaltungszyklen mit je 1000
mg Rituximab im Abstand von sechs Monaten durchgefiuhrt wurden. Der Patient
sprach bei einer voribergehenden, infektgetriggerten Verschlechterung im De-
zember 2014 auf eine funfmalige Plasmapherese und eine intravendse Methyl-
prednisolonpulstherapie mit 5 g Uber funf Tage gut an. Beim letzten stationaren
Aufenthalt wurde der vierte Zyklus der Erhaltungstherapie mit Rituximab verab-

reicht.

Bei Patient 6 handelt es sich um eine zum Zeitpunkt der Rekrutierung 69-jahrige,
weibliche Patientin mit der Diagnose GBS (AIDP), die sich eine Woche nach der

Erstmanifestation im November 2011 stationar in der Neurologischen Klinik des
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Universitatsklinikums Wurzburg vorstellte. Neurologische oder autoimmunvermit-
telte Vorerkrankungen waren bei der Patientin nicht bekannt. Die Erstsymptome
der Erkrankung waren schwere neuropathische lumbale Schmerzen und Extre-
mitatenschmerzen zehn Tage nach einer Infektion des oberen Respirationstrak-
tes. In Folge entwickelten sich rasch von distal nach proximal aufsteigende, mul-
timodale Sensibilitdtsstorungen sowie eine Gangunsicherheit und eine rechtsbe-
tonte, an der oberen Extremitat distal- und an der unteren Extremitat proximal-
betonte schlaffe Tetraparese mit einem MRC-Summenscore von 56/60 in der for-
malen Kraftprifung und eine generalisierte Areflexie. Eine vegetative Beteiligung
oder Hirnnervenbeteiligung lag nicht vor. Im Liquor zeigte sich eine zytoal-
buminare Dissoziation (2 Zellen/pl und 167 mg/dl Gesamtprotein) ohne einen
Hinweis auf ein infektioses Geschehen. Anti-Gangliosid-Antikorper konnten nicht
nachgewiesen werden. Bildgebende Verfahren oder diagnostische Biopsien wur-
den nicht durchgefuhrt. Elektrophysiologisch zeigten sich initial in der motori-
schen Neurographie eine Amplitudenreduktion an einem Nerven und verlangerte
F-Wellen-Latenzen an zwei Nerven; im Verlauf kam es auch zur Amplitudenre-
duktion in der sensiblen Neurographie ohne einen pathologischen Befund in der
Elektromyographie. Im weiteren Progress der Erkrankung dominierte das Bild ei-
ner Demyelinisierung in Form von verlangerten Nervenleitungsgeschwindigkei-
ten mit einem Leitungsblock und verlangerten distal motorischen Latenzen in den
motorischen Neurographien. Symptomatisch wurde mit 200 mg Pregabalin tag-
lich behandelt, unter funf Plasmapheresebehandlungen kam es vier Wochen
nach Erstmanifestation zu einer Besserung der klinischen Symptomatik. Nach
einer Rehabilitationsphase zeigten sich vier Monate nach dem Erkrankungsbe-
ginn - bis auf eine persistierende Dysasthesie an der linken distalen unteren Ext-
remitat und eine leichte Ataxie - keine klinischen neurologischen Residuen und
analog dazu elektrophysiologisch eine deutliche Befundbesserung mit einer riick-
laufig verlangerten F-Wellen-Latenz eines motorischen Nervens bei ansonsten
normwertigen sensiblen und motorischen Neurographien und Elektromyogra-
phien. Die Detektion der Anti-Caspr-Antikorper erfolgte im Dezember 2015 aus

konserviertem PE-Material und hatte keine therapeutische Relevanz. In einer
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Follow-Up-Untersuchung im Jahr 2016 prasentierte sich die Patientin weiterhin
ohne Residuen, es war also bei einem monophasischen, klassischen Verlauf ei-
nes GBS geblieben. Auch eine zu diesem Zeitpunkt abgenommene Serumprobe
zeigte keine Immunreaktivitat gegen Caspr (Abbildung 37, B) im Gegensatz zum
PE-Material wahrend der Akutphase der Erkrankung (Abbildung 37, A).

N%Q’nber 2013 Mai 2016

" v Y

Abbildung 37: Bindung an Caspr-transfizierte HEK-293-Zellen im Verlauf (Patient 6)

Einzelfdrbungen an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen von PE-Material zum Zeitpunkt der Rekrutierung
(A: November 2011) und von Serum im Rahmen einer Follow-Up-Untersuchung nach Remission (B: Mai
2016) bei Patient 6. Mal3stab = 10 um.
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cel

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6
vorangegangener Infekt | nein nein nein k.A. ja ja
Lokalisation der proximal > distal distal > proximal distal > proximal | distal > proximal | distal > proximal | distal =proximal
motorischen Symptome | Bein > Arm Bein > Arm Arm > Bein Bein > Arm Bein > Arm Arm = Bein

rechts > links rechts = links rechts > links links > rechts rechts = links rechts > links
MRC-Summenscore 53 22 44 39 58 56
Atemmuskulatur betroffen betroffen nicht betroffen nicht betroffen nicht betroffen nicht betroffen
sensible Beteiligung 4] distale Kribbel- Dysésthesien Kribbel- Kribbel-

Dysasthesien parasthesien parasthesien parasthesien
Hypasthesien Dysasthesien Dysasthesien
Hypasthesien Hypasthesien
Schmerz Schmerz
vegetative Beteiligung RR-Schwankungen, HRS HRS, Sinusarrest | @ (0] (0] (0]
betroffene Hirnnerven 11, VI VI, X1, Xl 1, VII (%) (%) (%)
Muskeleigenreflexe Hypo- und Areflexie Areflexie Areflexie Areflexie Hyporeflexie Areflexie
Liquorbefund (Zellzahl 1/ 90 mg/dI 0/ 204 mg/dl 3/ 416 mg/dl 3/ 92 mg/dl 8/ 52 mg/dl 2/ 167 mg/dl
pro ul/ Gesamteiweil)
Elektrophysiologie
sensible Amplitude ! ! ! > JRA o
sensible NLG l l 1 VRN JRA PN
motorische Amplitude Ll ! ! JEN 1 !
motorische NLG P ! 1 ! 1 !
dmL 1 1 M 1 1M1 M
Dispersion nein k.A. k.A. k.A. k.A. nein
Leitungsblock partiell nein multipel nein nein nein
F-Wellen-Latenz 0 0 ™ 1 ™ ™
EMG n.d. k.A. k.A. J SpA k.A. J SpA

Tabelle 26: klinische Daten bei der Erstmanifestation der Erkrankung (Patient 1-6)

Abklirzungen: @ = keine, 1 = erhéht/verléngert, | = emiedrigt/verkiirzt, < = normwertig, dmL = distal motorische Latenz, EMG = Elektromyographie, HRS =
Herzrhythmusstérungen, k.A. = Keine Angabe, n.d. = nicht durchgefiihrt, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, RA = Reizantwort, RR = Blutdruck, SpA =
Spontanaktivitét.



Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Krankheitsdauer bis
zur Rekrutierung

5 Wochen

21 Jahre

18 Monate

5 Wochen

Lokalisation der

proximal > distal

distal > proximal

distal > proximal

distal > proximal

motorischen Bein > Arm Bein > Arm Arm > Bein Bein > Arm
Symptome links > rechts rechts = links rechts > links links > rechts
MRC-Summenscore 45 40 48 39
Muskeleigenreflexe Areflexie Areflexie Areflexie Areflexie
distale sensible Hypasthesie Hypasthesie Kribbel-parasthe- | Pallanasthesie

Beteiligung

Pallhypéasthesie

Dysasthesie
Pallanasthesie
Lagesinn einge-
schrankt
Thermanasthesie

sien
Pallanasthesie
Thermanasthesie

vegetative Beteiligung | RR-Schwankung | @ 1%} 1%}
betroffene Hirnnerven | lll, VII, IX, X, XI %] VI 1]
weitere neurologische | nein Halte- und Akti- Halte- und Akti- Ruhetremor
Symptome onstremor onstremor Ataxie
sensible Ataxie Ruhetremor
sensible Ataxie
Liquorbefund (Jahr) 2013 2010 n.d. 2007
Zellzahl pro pl 5 3 10
Gesamteiweil’ 304,8 mg/dl 720 mg/dl 100 mg/dI
Albuminquotient (Al- 79,1 (<9) 12,9 (<8) 21,3 (<9)
tersgrenzwert)
Elektrophysiologie
sensible Amplitude 1, zT.ORA JRA J RA l
sensible NLG 1,zT.ORA JRA I RA l
motorische Amplitude | || 1,zT.ORA W i
motorische NLG 1 1,zT.ORA i l
dmL 1 11,zT.IRA ™" 1
Dispersion nein nein nein nein
Leitungsblock partiell N, tibialis | nein nein nein
F-Wellen-Latenz I RA J RA I RA JRA
EMG chron. neurogene | z.T. @ Potential chron. neurogene | chron. neurogene
Veranderungen chron. neurogene | Veranderungen Veranderungen
Veranderungen
SpA SpA SpA @ SpA
Hautbiopsie n.d. n.d. Denervierung Denervierung
nodale Architek- nodale Architek-
turstérung turstérung
@ Entziindung
Suralisbiopsie n.d. starker Axonver- | starker Axonver- | Axonverlust =
lust > lust > aktive aktive

Demyelinisierung

Demyelinisierung

Demyelinisierung
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Entziindung

Entziindung mit

Entziindung mit

GD1a negativ

Makrophagenin- Makrophagen-
filtrat und T-Zell-Infiltrat
@ Regeneration & Regeneration Regeneration
pathologische (0] (0] 1] Anti-ANA
Zusatzserologie schwach positiv
Anti-Gangliosid-AK Anti-GM1 negativ | Anti-GM1, Anti- Anti-MAG negativ | Anti-GM1,
GM2, Anti-GM3, Anti-GQ1b
Anti-GQ1b, Anti- negativ

paranodale AK

Anti-Contactin-1

Anti-Contactin-1

Anti-Contactin-1

Anti-Contactin-1

wegweisende
pathologische
Bildgebung

nein
(cCT, CT LWS)

nein
(cCT, cMRT,
MRT HWS)

nein cCT (2010):

(cCT, MRT HWS, | infratentoriell

BWS, LWS) erweiterte Liquor-
raume, ggf.

Kleinhirnatrophie

Tabelle 27: diagnostische Komplementierung der Anti-Contactin-1-positiven Patienten (Patient 1-4)
bei der Rekrutierung an der Neurologischen Klinik des UKW

Abklirzungen: @ = keine, 1 = erh6ht/verldngert, | = erniedrigt/verkiirzt, < = normwertig, AK = Antikérper,
BWS = Brustwirbelséule, chron. = chronisch, cCT = craniale Computertomographie, cMRT = craniale Mag-
netresonanztomographie, CT= Computertomographie, dmL = distal motorische Latenz, EMG = Elektromy-
ographie, HWS = Halswirbelsédule, LWS = Lendenwirbelsdule, MRT = Magnetresonanztomographie, N. =
Nervus, n.d. = nicht durchgefiihrt, NG = Neurographie, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, RA = Reizant-

wort, RR = Blutdruck, SpA = Spontanaktivitat, UKW = Universitétsklinikum Wiirzburg, z.T. = zum Teil.

Patient 5

Patient 6

Krankheitsdauer bis zur
Datenerhebung

15 Monate

3 Wochen

Lokalisation der motorischen
Symptome

distal > proximal
Bein > Arm
rechts = links

distal = proximal
Arm = Bein
rechts > links

MRC-Summenscore

44

56

Muskeleigenreflexe

Areflexie

Areflexie

distale sensible Beteiligung

Kribbelparasthesien
Dysasthesien
Hypasthesien
Pallhypasthesie
Hypalgesie
Hypthermasthesie
Lagesinn aufgehoben

Kribbelparasthesien
Dysasthesien
Hypasthesien
Pallhyp-/ -anasthesie
Normalgesie
Normothermasthesie
Lagesinn intakt

vegetative Beteiligung

4]

4]

betroffene Hirnnerven

\

4]

weitere neurologische Symptome

neuropathischer Schmerz

neuropathischer Schmerz
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Liquorbefund (Jahr) 2014 2011
Zellzahl pro pl 46 3
Gesamteiweil} 168,2 mg/dl 167 mg/dl
Albuminquotient 28,6 (<7) 28,1 (<9)
(Altersgrenzwert)
Elektrophysiologie
sensible Amplitude I RA l
sensible NLG JRA VRN
motorische Amplitude motorische 1, zT.ORA 1
NLG 11, zT.ORA l
dmL 11, zT.GRA N
Dispersion ja ja
Leitungsblock nein ja, N. tibialis
F-Wellen-Latenz g RA ™M
EMG 2.T. @ Potential Normalbefund
chron. neurogene
Veranderungen, SpA
Hautbiopsie @ Denervierung n.d.
@ Entzindung
nodale Architekturstérung
Suralisbiopsie starker, aktiver Axonverlust > n.d.
Demyelinisierung
Entziindung mit Makrophagen-
und T-Zell-Infiltrat
& Regeneration
nodale Architekturstérung
pathologische Zusatzserologie Anti-ANA positiv n.d.

Anti-Gangliosid-AK

Anti-GM1, Anti-GM2, Anti-
GQ1b, Anti-GD1b, Anti-MAG

Anti-GM1, Anti-GM2, Anti-
GQ1b, Anti-GD1b, Anti-MAG

Bildgebung

Plexus lumbosacralis,

KM-Aufnahme in den
Spinalganglien

cMRT und Ganzkérper-FDG-
PET unauffallig.

negativ negativ
paranodale AK Anti-Caspr Anti-Caspr
wegweisende pathologische sMRT: Hyperintensitat im n.d.

Tabelle 28: diagnostische Komplementierung der Anti-Caspr-positiven Patienten bei der Rekrutie-

rung am UKW (Patient 5) und drei Wochen nach Erkrankungsbeginn (Patient 6)

Abklirzungen: @ = keine, 1 = erh6ht/verldngert, | = erniedrigt/verkiirzt, < = normwertig, AK = Antikérper,
cMRT = craniale Magnetresonanztomographie, dmL = distal motorische Latenz, EMG = Elektromyographie,
FDG-PET = Fluordesoxyglukose-Positronenemissionstomographie, KM = Kontrastmittel, N. = Nervus, n.d.
= nicht durchgefiihrt, NG = Neurographie, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, SMRT = spinale Magnetre-

sonanztomographie, RA = Reizantwort, SpA = Spontanaktivitét, z.T. = zum Teil.
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o€l

Therapieabbruch

(Nebenwirkungen)

elektrophysiologisch

gute Besserung

elektrophysiologisch

gute Besserung

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6
IVIG initiale Besserung | @ Besserung initiale Besserung initiale Besserung J Besserung n.d.
(Akutphase) (chronische Phase) | (Akutphase) (Akutphase)
PE leichte gute Besserung gute Besserung leichte Besserung keine Besserung gute
Besserung Besserung
Glukokortikoide keine Besserung | keine Besserung gute Besserung keine Besserung kurzfristige Besse- n.d.
Therapieabbruch rung
(Nebenwirkungen)
Immunsuppressiva
Azathioprin n.d. @ Besserung klinische Besserung | n.d. n.d. n.d.
Therapieabbruch
(Nebenwirkungen)
Ciclosporin A n.d. n.d. kurzfristige n.d. n.d. n.d.
Besserung
Cyclophosphamid | n.d. n.d. klinische klinisch und n.d. n.d.
Stabilisierung, elektrophysiologisch
elektrophysiologisch | gute Besserung
Progress
Rituximab n.d. leichte Besserung klinisch und n.d. klinisch und n.d.

Tabelle 29: Therapieansprechen (Patient 1-6)
Abkiirzungen: @ = keine, IVIG = Intravenése Immunglobuline, n.d. = nicht durchgefiihrt, PE = Plasmapherese.




5.6.2 GBS-artiger Beginn, Ataxie, Tremor sowie histopathologisch
vorwiegend chronisch-axonale Schadigung als gemeinsame Merk-

male Anti-Contactin-1-positiver Patienten

Bei den Anti-Contactin-1-positiven Patienten (Patient 1-4) fallt ein gemeinsamer
klinischer Phanotyp mit einem GBS-artigen Beginn der Erkrankung auf. Dieser
ist insgesamt bei zehn der 105 CIDP-Patienten (9,5%) beschrieben. Der Anteil
von Patienten mit Anti-Contactin-1-Antikorpern liegt somit in dieser Subgruppe
bei 40% (4/10) im Vergleich zu 3,8% (4/105) in der Gesamtkohorte der CIDP-
Patienten. Bei keinem Patienten gab es einen Hinweis auf eine infektgetriggerte
Immunreaktion. Es kam bei allen Patienten zu einer rasch progredienten, hoch-
gradigen, distal-betonten, motorischen schlaffen Tetraparese, zu einer Beteili-
gung der Atemmuskulatur und zu einer vegetativen Beteiligung bei zwei, zu einer
Hirnnervenbeteiligung bei drei der vier Patienten. Alle Patienten zeigten initial nur
eine geringe sensible Beteiligung. Zu Erkrankungsbeginn Gberwogen elektrophy-
siologisch Zeichen der Demyelinisierung mit einem zusatzlichen Vorkommen von
Leitungsblocken bei zwei der vier Patienten. Nach einer anfanglichen Besserung
der Symptomatik kam es zu einem chronisch-progredienten Verlauf mit nun
ebenfalls zunehmenden sensiblen Symptomen bei allen Patienten und zur Ent-
wicklung einer sensiblen Ataxie bei drei Patienten (Patient 2-4). Bei Patient 2 war
der Verlauf schubformig mit Phasen der Stabilisierung und Verschlechterung, bei
Patient 3 schleichend progredient, bei Patient 1 und 4 ohne langjahriges Follow-
Up nicht ausreichend beurteilbar. Es zeigten sich bei allen Patienten im Verlauf
vorwiegend Zeichen einer axonalen Schadigung in der Elektrophysiologie mit
hochgradigen, motorischen und sensiblen Amplitudenreduktionen ohne Lei-
tungsblécke bei nur mittelgradig verringerten Nervenleitungsgeschwindigkeiten
sowie verlangerten distal motorischen Latenzen. Elektromyographisch konnte bei
allen Patienten ein chronisch-neurogener Umbau nachgewiesen werden, bei drei
der vier Patienten einhergehend mit pathologischer Spontanaktivitat. Histopatho-
logisch offenbarte sich bei den drei untersuchten Patienten in der Suralisbiopsie

das Bild einer schweren, eher axonalen als demyelinisierenden Neuropathie
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ohne (Patient 2 und 3) oder mit nur geringen (Patient 4) Regenerationszeichen
und Entzindungszeichen. Insgesamt wurden 57 der 105 CIDP-Patienten (54%)
am Universitatsklinikum Wurzburg biopsiert, davon zeigten nur sieben Patienten
(12%) diese vorwiegend axonale Schadigung in der Biopsie. Der Anteil von Pati-
enten mit Anti-Contactin-1-Antikorpern liegt in der Subgruppe von CIDP-Patien-
ten mit histologisch axonaler Schadigung also bei 57%. In den Hautbiopsien war
bei allen biopsierten Patienten eine schwere nodale Architekturstérung mit ver-
langerten Schnurringen und Verlust der Immunreaktivitat gegen Caspr an einigen
Schnarringen auffallig (Doppler et al, 2015b). Des Weiteren kam es zu einer zu-
nehmenden Stérung der Blut-Hirn-Schranke. Im Verlauf entwickelte sich bei den
drei Patienten, die in der chronischen Phase einer Evaluation zuganglich waren,
ein Ruhe- (Patient 3 und 4), Halte- (Patient 2 und 3) und/oder Intentionstremor
(Patient 2 und 3). Die Patienten zeigten nur in der Akutphase der Erkrankung ein
kurzzeitiges Therapieansprechen auf IVIG, nicht jedoch in der chronischen
Phase. Eine Plasmapheresetherapie war bei allen Patienten wirkungsvoll, eine
Therapie mit Glukokortikoiden allerdings bei drei der vier Patienten nicht. Immun-
suppressiva fuhrten bei den beiden behandelten Patienten zu einer Stabilisierung
oder sogar zu einer Besserung. Das Therapieansprechen auf Rituximab ist in
Kapitel 5.6.4 dargestellt.

5.6.3 Neuropathischer Schmerz als gemeinsames Merkmal Anti-

Caspr-positiver Patienten

Der Anti-Caspr-positive CIDP-Patient (Patient 5) prasentierte sich ebenfalls mit
einem GBS-artigen Beginn, die Pravalenz von Anti-Caspr-Autoantikérpern in die-
ser CIDP-Subgruppe liegt somit bei 10% (1/10). Insgesamt kamen also bei 50%
(5/10) aller CIDP-Patienten mit einem GBS-artigen Beginn Autoantikorper gegen
paranodale Proteine vor. Der Anteil von Anti-Caspr-positiven Patienten in der
GBS-Kohorte betragt mit nur einer Patientin 4,8% (1/21). Sowohl bei Patient 5
als auch bei Patient 6 kam es kurz vor der Erstmanifestation zu einem respirato-

rischen Infekt, allerdings ohne einen spezifischen Erregernachweis. Auffallig wa-
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ren bei beiden Patienten in der Akutphase starke neuropathische Schmerzen so-
wie eine massive sensible Beteiligung. Elektrophysiologisch iberwogen in der
Initialphase der Erkrankung bei beiden Patienten Zeichen von Demyelinisierung,
beide Patienten wiesen einen Leitungsblock auf. Im chronischen Stadium der Er-
krankung kam es bei Patient 5, wie auch bei den Anti-Contactin-1-positiven
CIDP-Patienten (Patient 1-4), zu einer axonalen Schadigung mit einer massiven
Amplitudenreduktion bis hin zu nicht mehr ableitbaren Reizantworten und einem
chronisch-neurogenen Umbau der Muskulatur mit einem elektromyographischen
Nachweis von Spontanaktivitat. Die Biopsien von Patient 5 lieRen analog zu den
Biopsiebefunden der Anti-Contactin-1-positiven Patienten eine schwere, axonale
Schadigung ohne Regenerationszeichen sowie eine schwere nodale Architektur-
storung erkennen (Doppler et al, 2016; Doppler et al, 2015b). Bei Patient 5 trat
im Verlauf eine zunehmende Stérung der Blut-Hirn-Schranke auf. Bei Patient 6
wurde bei einem monophasischen Verlauf mit einer klinischen und elektrophysi-
ologischen Remission unter Plasmapherese keine komplementierende Diagnos-
tik mittels Biopsien oder einer erneuten Liquorpunktion durchgefihrt. Patient 5
sprach therapeutisch weder auf IVIG noch auf eine Plasmapherese an. Der The-

rapieerfolg unter Rituximab ist in Kapitel 5.6.4 beschrieben.
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5.6.4 Klinische Besserung und Reduktion der paranodalen Antikor-

perlast unter Rituximab-Therapie bei Patient 3 und 5

Bei drei Patienten mit Autoantikdrpern gegen Anti-Contactin-1 (Patient 2 und 3)
oder Anti-Caspr (Patient 5) wurde eine Off-Label-Therapie mit Rituximab initiiert,
der klinische Verlauf evaluiert und parallel die Anti-Contactin-1-Titer oder die Im-
munreaktivitdt gegen Caspr an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen sowie das

Bindungsverhalten an murinen Zupfnerven experimentell bestimmt.

Eine langfristige, objektive Evaluation war bei Patient 2 bei Klinikaufenthalten in
unregelmafigen Abstanden, einer unvollstandig durchgeflhrten elektrophysiolo-
gischen Diagnostik sowie einem Therapieabbruch aufgrund von Nebenwirkun-
gen nicht moglich (siehe Kapitel 5.6.1). Tabelle 30 fasst die klinischen und expe-
rimentellen Daten bei der Rekrutierung sowie vor und unter der Therapie mit Ri-

tuximab zusammen.

Datum 04/2014 04/2016 02/2017
Therapiezeitpunkt (Rituximab) bei der vor Therapie 10 Monate
Rekrutierung mit Rituximab nach 1. Gabe
B-Zell-Anteil an Lymphozyten im peripheren Blut | n.d. 3% 0,1%
Material PE-Material Serum Serum
Anti-Contactin-1-Titer (ELISA) 1:2000 negativ n.d.
Bindung an murine Zupfnervenpraparate paranodal 1%} 1]
MRC-Summenscore 40 42 42
Sensibilitdtsstorungen stark stark gebessert

Elektroneurographie

N. medianus sensibel

Seite rechts rechts n.d.
Amplitude (uV) g RA JRA n.d.
NLG (m/s) I RA I RA n.d.
N. ulnaris sensibel

Seite rechts n.d. n.d.
Amplitude (uV) g RA n.d. n.d.
NLG (m/s) I RA n.d. n.d.
N. tibialis motorisch

Seite n.d. rechts n.d.
Amplitude distal (uV) n.d. JRA n.d.
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Amplitude proximal (uV) n.d. I RA n.d.
Leitungsblock n.d. JRA n.d.
NLG (m/s) n.d. I RA n.d.
dmL n.d. J RA n.d.
F-Wellen-Latenz (ms) n.d. I RA n.d.
Dispersion n.d. JRA n.d.
N. medianus motorisch

Seite rechts rechts n.d.
Amplitude distal (uV) 6,6 6,8 n.d.
Amplitude proximal (uV) 2,9 6,3 n.d.
Leitungsblock ja nein n.d.
NLG (m/s) 26,4 34,3 n.d.
dmL 9,7 4,8 n.d.
F-Wellen-Latenz (ms) J RA JRA n.d.
Dispersion nein nein n.d.
N. ulnaris motorisch

Seite rechts n.d. n.d.
Amplitude distal (uV) 9,1 n.d. n.d.
Amplitude proximal (uV) 9,2 n.d. n.d.
Leitungsblock nein n.d. n.d.
NLG (m/s) 43,5 n.d. n.d.
dmL 6,2 n.d. n.d.
F-Wellen-Latenz (ms) 57,2 n.d. n.d.
Dispersion nein n.d. n.d.

Tabelle 30: klinische und experimentelle Daten im Follow-Up unter Rituximab-Therapie (Patient 2)
Abktirzungen: @ = keine, dmL = distal motorische Latenz, ms = Millisekunden, N. = Nervus, n.d. = nicht
durchgefiihrt, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, RA = Reizantwort.

Bei Patient 3 kam es im Verlauf der Therapie mit Rituximab zu einer deutlichen
Besserung der Kraft initial mit einem Anstieg des MRC-Summenscores auf 58/60
und anschliel3end zu einer Stabilisierung bei einem MRC-Summenscore von 54-
55/60 jeweils vor Verabreichen der Erhaltungszyklen und einem parallel verbes-
serten Gangbild, die Patientin war nun ohne Zuhilfenahme eines Rollators geh-
fahig und konnte erneut Treppen steigen. Der Ruhe-, Halte- und Intentionstre-
mors sowie die Dys- und Hypasthesien waren vollstandig, die Ataxie teilweise
rucklaufig, dadurch ergab sich eine starke funktionelle Besserung (ODSS = 3/7).
Elektrophysiologisch kam es ebenfalls zu einer Befundbesserung bei einem
gleichzeitig sinkenden Anti-Contactin-1-Titer, beim letzten stationaren Aufenthalt
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war dieser vor Verabreichung der Therapie wieder angestiegen. Nebenwirkun-
gen unter der Therapie traten nicht auf. Tabelle 31 fasst die klinischen und expe-

rimentellen Daten vor und unter der Therapie mit Rituximab zusammen.

Datum 05/2014 07/2014 10/2015 08/2016

Therapiezeitpunkt (Rituximab) | naiv 5 Wochen nach | vor zweitem Er- | vor drittem Er-

erstem Zyklus haltungszyklus | haltungszyklus
B-Zell-Anteil an Lymphozyten | 26% n.d. 5% 3%

im peripheren Blut

Material Serum Serum Serum Serum
Anti-Contactin-1-Titer (ELISA) | 1:10.000 1:3000 1:500 1:3000
Bindung an murine paranodal paranodal paranodal (0]
Zupfnervenpraparate

MRC-Summenscore 54 58 54 55
Gehbhilfe Rollator Rollator Rollator %)
Sensibilitdtsstorungen stark reduziert (0] 1]
Tremor stark reduziert 10} %]

Elektroneurographie

N. suralis sensibel

Seite rechts n.d. n.d. n.d.
Amplitude (uV) JRA n.d. n.d. n.d.
NLG (m/s) JRA n.d. n.d. n.d.
N. tibialis motorisch

Seite rechts rechts n.d. n.d.
Amplitude distal (uV) 0,03 0,3 n.d. n.d.
Amplitude proximal (uV) 0,16 04 n.d. n.d.
Leitungsblock ja nein n.d. n.d.
NLG (m/s) 26,7 26,7 n.d. n.d.
dmL 14 8,3 n.d. n.d.
F-Wellen-Latenz (ms) n.d. n.d. n.d. n.d.
Dispersion nein ja n.d. n.d.

N. medianus motorisch

Seite rechts n.d. rechts rechts
Amplitude distal (uV) 1,507 n.d. 4,6 2,3
Amplitude proximal (uV) 1,529 n.d. 29 1,6
Leitungsblock nein n.d. partiell partiell
NLG (m/s) 21,8 n.d. 31 32,7
dmL 12,8 n.d. 9,8 7,5
F-Wellen-Latenz (ms) JRA n.d. JRA JRA
Dispersion nein n.d. nein nein
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N. ulnaris motorisch

Seite rechts rechts rechts rechts
Amplitude distal (uV) 0,4 2,4 21 3,5
Amplitude proximal (uV) 0,6 1,5 0,8 2,5
Leitungsblock nein partiell ja partiell
NLG (m/s) 29,5 32,3 55,6 33,1
dmL 11 8,5 71 4,7
F-Wellen-Latenz (ms) n.d. n.d. n.d. n.d.
Dispersion nein ja nein nein

Tabelle 31: klinische und experimentelle Daten im Follow-Up unter Rituximab-Therapie (Patient 3)
Abkiirzungen: @ = keine, dmL = distal motorische Latenz, ms = Millisekunden, N. = Nervus, n.d. = nicht
durchgefiihrt, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, RA = Reizantwort.

Bei Patient 5 kam es nach der Initiierung der Therapie mit Rituximab zu einem
raschen Ruckgang der neuropathischen Schmerzen, acht Monate nach dem
Therapiebeginn war der Patient bereits vollkommen schmerzfrei. Im Verlauf kam
es ebenfalls zu einem langsamen Ruckgang der Sensibilitatsstorungen und zu
einer Besserung der Kraft, zu einer Volumenzunahme der Muskulatur und einer
Besserung des Gangbildes. Der Patient war im Verlauf mit Peronaeusschienen
ohne Gehhilfe mobil und konnte erneut Fahrradfahren und Treppen steigen, der
ODSS war von 7/12 auf 3/12 gesunken. Auf eine analgetische Medikation konnte
bei vollstandig ricklaufigen neuropathischen Schmerzen verzichtet werden.
Elektrophysiologisch zeigte sich eine kontinuierliche Besserung unter der Thera-
pie mit nun wieder ableitbaren Potentialen in den sensiblen und motorischen
Neurographien, allerdings lag weiterhin eine starke Amplitudenreduktion als Aus-
druck der axonalen Schadigung und eine leichte Reduktion der Nervenleitungs-
geschwindigkeiten bei noch verlangerten distal motorischen Latenzen und nicht
ableitbaren F-Wellen vor. Nach einer initialen Reduktion der Immunreaktivitat ge-
gen Caspr an Caspr-transfizierten HEK-293-Zellen funf Monate nach dem The-
rapiebeginn waren unter den Erhaltungszyklen mit Rituximab sowohl an den
HEK-293-Zellen als auch an den murinen Zupfnervenpraparaten keine Anti-
Caspr-Autoantikorper mehr nachweisbar (Abbildung 38, B und C). Eine Bestim-
mung des Titers wurde bei den Anti-Caspr-Antikorpern aufgrund der Verwendung

nicht exakt quantifizierbarer Methoden in dieser Studie nicht durchgefihrt. Die
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Ergebnisse konnten allerdings mittels Durchflusszytometrie bestatigt und quanti-

fiziert werden (Doppler et al, 2016). Die klinischen und experimentellen Daten vor

und unter der Therapie mit Rituximab sind in Tabelle 32 zusammengefasst.

Apr' 2014

Patient 5

Dezember 2014

Januar 2015

Abbildung 38: Bindung an Caspr-transfizierte HEK-293-Zellen im Verlauf (Patient 5)
Einzelfdrbungen mit Serum von Patient 5 im Verlauf. A: bei der Rekrutierung (April 2014), B: 5 Monate nach
Therapiebeginn (Dezember 2014), C: 6 Monate nach Therapiebeginn (Januar 2015). Es zeigt sich eine
Reduktion (B) beziehungsweise ein Verlust (C) der Immunreaktivitdt gegen Caspr. Ma3stab = 10 um.

N. medianus sensibel

Datum 04/2014 12/2014 01/2015 05/2015 02/2016
Therapiezeitpunkt naiv finf Monate | vor zweitem | vier Monate | vor viertem
(Rituximab) nach erstem | Zyklus nach zwei- | Zyklus
Zyklus tem Zyklus

B-Zell-Anteil an Lympho- 14% 0,1% 0,5% 0% 0%
zyten im peripheren Blut

Material Serum Serum Serum Serum Serum
Immunreaktivitdt an trans- | stark reduziert 1%} n.d. n.d.
fizierten HEK-293-Zellen

Bindung an murine Zupf- | paranodal negativ negativ n.d. negativ
nervenpraparate

MRC-Summenscore 44 48 52 52 54
Gehhilfe Rollstuhl zwei eine Peroneus- Peroneus-

Gehstutzen | Gehstitze schiene schiene

Sensibilitdtsstdrungen stark rucklaufig rucklaufig 1%} 1%}
Schmerz stark (10/10) | ricklaufig 0] [0/] 10/]
Elektroneurographie

N. suralis sensibel

Seite rechts n.d. n.d. rechts rechts
Amplitude (uV) JRA n.d. n.d. JRA 1,6
NLG (m/s) JRA n.d. n.d. I RA 37,2
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Seite rechts n.d. n.d. rechts rechts

Amplitude (uV) JRA n.d. n.d. JRA 0,5
NLG (m/s) JRA n.d. n.d. JRA 35,1
N. tibialis motorisch

Seite rechts n.d. n.d. rechts rechts
Amplitude distal (uV) JRA n.d. n.d. JRA 0,06
Amplitude proximal (uV) I RA n.d. n.d. JRA 0,144
Leitungsblock JRA n.d. n.d. JRA ja
NLG (m/s) I RA n.d. n.d. I RA 22,8
dmL J RA n.d. n.d. J RA 11,7
F-Wellen-Latenz (ms) n.d. n.d. n.d. JRA I RA
Dispersion JRA n.d. n.d. JRA nein
N. medianus motorisch

Seite rechts n.d. n.d. rechts rechts
Amplitude distal (uV) 0,1 n.d. n.d. 0,6 0,4
Amplitude proximal (uV) 0,1 n.d. n.d. 0,3 0,2
Leitungsblock nein n.d. n.d. ja ja
NLG (m/s) 12,8 n.d. n.d. 24 19,8
dmL 23,7 n.d. n.d. 9,5 57
F-Wellen-Latenz (ms) JRA n.d. n.d. n.d. JRA
Dispersion ja n.d. n.d. nein nein

N. axillaris motorisch

Seite rechts n.d. n.d. n.d. n.d.
Amplitude distal (uV) 2,7 n.d. n.d. n.d. n.d.
Amplitude proximal (uV) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Leitungsblock n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
NLG (m/s) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
dmL 19,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
F-Wellen-Latenz (ms) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Dispersion nein n.d. n.d. n.d. n.d.

Tabelle 32: klinische und experimentelle Daten im Follow-Up unter Rituximab-Therapie (Patient 5)
Abktirzungen: @ = keine, dmL = distal motorische Latenz, ms = Millisekunden, N. = Nervus, n.d. = nicht
durchgefiihrt, NLG = Nervenleitungsgeschwindigkeit, RA = Reizantwort.

Zusammenfassend ist bei Patient 2 und 3 unter B-Zell-Supprimierung und bei
Patient 5 unter B-Zell-Depletion mit Rituximab eine Reduktion (Patient 3) bezie-
hungsweise ein vollstandiges Verschwinden (Patient 2, 5) der paranodalen Au-
toantikorper nachweisbar. Klinisch kam es bei Patient 3 und 5 zum Verschwinden
der Sensibilitatsstorungen, des Schmerzes (Patient 5) und des Tremors (Patient
3), sowie zur progredienten Besserung der Kraft und der Befunde der elektrophy-

siologischen Messungen.
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6. Diskussion

Teilaspekte der Diskussion sind in bereits verdffentlichten Studien der neurologi-
schen Kiinik und Poliklinik des Universitatsklinikum Wurzburg (Appeltshauser et
al, 2017; Doppler et al, 2015a; Doppler et al, 2016; Doppler et al, 2015b), welche
wahrend der Arbeit an der Promotion entstanden, in Kurzform dargestellt.

6.1 Nodo-Paranodopathien als neue Entitat autoimmun-vermittelter

Neuropathien

Bei vier Patienten mit CIDP konnten mittels ELISA und Bindungsversuchen an
murinen Zupfnerven Anti-Contactin-1-IgG-Antikorper detektiert und durch Bin-
dungsversuche an Contactin-1-transfizierten HEK-293-Zellen sowie Prainkubati-
onsversuche bestatigt werden. Bei einem Patienten mit CIDP und einer Patientin
mit GBS gelang der Nachweis und die Bestatigung von Anti-Caspr-lgG-Autoan-
tikorpern mittels Bindungsversuchen an Zupfnerven und Caspr-transfizierten
HEK-293-Zellen sowie Prainkubationsversuchen. In der restlichen Kohorte der
CIDP-, GBS- und MMN-Patienten sowie bei den gesunden und ,erkrankten Kon-
trollen“ wurden keine paranodalen Autoantikdrper gegen Contactin-1, Caspr oder
Neurofascin-155 detektiert. Alle funf CIDP-Patienten mit paranodalen Autoanti-
korpern zeigten einen ahnlichen klinischen Phanotyp mit einem subakuten, GBS-
artigen Beginn der Erkrankung und einer schweren motorischen Beteiligung,
ahnliche histopathologische Merkmale und ein Therapieansprechen auf antikor-
perreduzierende Therapieansatze wie eine Plasmapheresebehandlung oder
eine B-Zell-Depletion mit Rituximab. Die Subgruppe von CIDP- und GBS-Patien-
ten mit paranodalen Autoantikorpern konnte somit zu einer neuen Krankheitsen-
titat autoimmunvermittelter Neuropathien mit ahnlichen klinischen und pathophy-
siologischen Merkmalen zugehoren, der von A. Uncini neu definierten Entitat der

Nodo-Paranodopathien (Uncini et al, 2013).
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6.1.1 Vorstellung des Begriffes Nodo-Paranodopathie und Zuord-
nung anhand elektrophysiologischer, histopathologischer und klini-

scher Kriterien

Der Begriff Nodo-Paranodopathie wurde erstmals zur Charakterisierung von mit
Anti-Gangliosid-Autoantikérpern assoziierten Neuropathien vorgeschlagen, da
die gangigen Konzepte der axonalen oder demyelinisierenden Neuropathie nicht
den Ranvier'schen Schnurring als Ausgangspunkt der Erkrankung berucksichti-
gen und die neue Bezeichnung einen Pathomechanismus hervorhebt, der Uber
den Schnurring angreifende Autoantikoérper vermittelt ist (Uncini, 2012; Uncini &
Kuwabara, 2015; Uncini et al, 2013). Merkmale einer Nodo-Paranodopathie
seien “(1) [...]Ja pathophysiological continuum from transitory nerve conduction
block to axonal degeneration; (2) the conduction block may be due to paranodal
myelin detachment, node lengthening, dysfunction or disruption of Na+ channels
[...] (3) the conduction block may be promptly reversible without development of
excessive temporal dispersion; (4) axonal degeneration, depending on the spe-
cific disorder and its severity, eventually follows the conduction block™ (Uncini &
Kuwabara, 2015). Mehrere Autoren berucksichtigen diese neue Klassifikation in
ihren Studien und bestatigen somit das neue Konzept der Nodo-Paranodopathie
(Delmont et al, 2017; Doppler et al, 2015b; Fehmi et al, 2017; Gross et al, 2016;
Gursoy et al, 2014; Kuntzer, 2016). Die Anti-Contactin-1- und Anti-Caspr-positi-

ven Patienten dieser Studie erfullen die Kriterien 1-4 einer Nodo-Paranodopathie:

Elektrophysiologisch zeigten sich initial Leitungsblocke (Patient 1, 3 und 6) und
bei allen Patienten vorrangig ,demyelinisierende” Zeichen. Im Verlauf der chroni-
schen Erkrankung (Patient 1-5) kam es allerdings zu einer Dominanz von ,axo-
nalen® Zeichen in der Elektroneurographie mit hochgradigen Amplitudenredukti-
onen und einem Verschwinden der Leitungsbldcke. Nur bei der Anti-Caspr-posi-
tiven Patientin mit GBS lag eine reversible Erkrankung ohne sekundare axonale
Schadigung und klinische und elektrophysiologische Progredienz vor. Als Unter-

schied zur Anti-Gangliosid-Antikdrper-vermittelten Nodo-Paranodopathie waren
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sowohl bei den CIDP-Patienten als auch bei der GBS-Patientin im Initialstadium
der Erkrankung nicht nur Leitungsbldcke apparent, sondern bereits elektrophysi-
ologische Zeichen von ,Demyelinisierung®, wie zum Beispiel eine Reduktion der
Nervenleitungsgeschwindigkeit und verlangerte F-Wellen-Latenzen. Pathophysi-
ologisch ware dies eher nicht durch eine Demyelinisierung im eigentlichen Sinne,
sondern durch eine reine Leitungsstérung im Sinne eines reversiblen Leitungs-
versagens, wortlich ,reversible conduction failure” (Kuwabara et al, 1998; Uncini
& Kuwabara, 2012), wie es auch bei Patienten mit Anti-Gangliosid-Autoantikor-
pern beschrieben wurde (Susuki et al, 2012), durch Anti-Contactin-1- oder Anti-
Caspr-Antikorper erklarbar. Der axogliale Komplex aus Contactin-1, Caspr und
Neurofascin-155 tragt namlich einen fundamentalen Anteil zur Aufrechterhaltung
der Nervenleitungsgeschwindigkeit bei: So lassen sich beispielsweise charakte-
ristische Lasionen am Paranodium bei kongenitalen Caspr-Mutationen erkennen
(Saifetiarova et al, 2017; Vallat et al, 2016), im Shm-Caspr-Mausmodell mit mu-
tiertem Caspr zeigen sich nicht nur eine Alteration am Paranodium, sondern
ebenfalls reduzierte Nervenleitungsgeschwindigkeiten, Paresen, eine Ataxie und
ein sekundarer axonaler Schaden (Sun et al, 2009; Takagishi et al, 2016), im
Contactin-1-Knockout-Modell reduziert sich die Nervenleitungsgeschwindigkeit
dreifach (Boyle et al, 2001); auch bei Neurofascin-Knockout-Mausen kommt es
zu einer drastischen Reduktion der Nervenleitungsgeschwindigkeit bei einer his-
topathologisch zwar normalen Myelinisierung, aber einer Alteration der nodalen
Architektur (Sherman et al, 2005). Eine nodale Architekturstérung kdnnte also
eine elektrophysiologische ,Demyelinisierung” vortauschen. Elektrophysiologi-
sche Zeichen der klassischen ,Remyelinisierung” wie eine zeitliche Dispersion
der Potentiale ist bei den Patienten hingegen nicht prominent. Die Kriterien (2)
und (3) der Nodo-Paranodopathie treffen also auf die Anti-Caspr- und Anti-

Contactin-1-positiven Patienten zu.
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Der zugrunde liegende Pathomechanismus der Neuropathie mit paranodalen Au-
toantikérpern ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch wird eine direkte Alteration
des axoglialen Komplexes am Paranodium durch die Autoantikorper angenom-
men. Dafur spricht in dieser Studie die histologisch evidente Stérung der nodalen
Architektur bei den Anti-Contactin-1-positiven Patienten und die IgG-Ablagerung
an den Schnurringen des Suralisnervenpraparates des Anti-Caspr-positiven Pa-
tienten (Doppler et al, 2016; Doppler et al, 2015b). Die Komplementbindung
durch Anti-Caspr-IgG3-Antikdrper und Komplementbindung und -aktivierung
durch Anti-Contactin-1-Antikdrper sowie deren Beeinflussung durch IVIG und
auch das Therapieansprechen beim Entfernen der Antikorper durch Plasmaphe-
resen oder eine B-Zell-Depletion mit einem gleichzeitigen Absinken des Titers
und klinisch und elektrophysiologisch einer deutlichen Besserung weisen eben-
falls auf die Pathogenitat der Anti-Contactin-1- und Anti-Caspr-Antikorper hin.
Der elektronenmikroskopische Nachweis einer nodalen Architekturstérung bei
Prasenz von Anti-Contactin-1- oder Anti-Neurofascin-155-Antikorpern mit einer
Ablagerung von IgG an den Schnurringen (Koike et al, 2017; Kuwahara et al,
2017b; Vallat et al, 2017), die Stérung der Bildung axoglialer paranodaler Kom-
plexe bei der Anwesenheit von gegen Zelladhasionsmolekile gerichteten Anti-
Contactin-1-Antikdrpern (Labasque et al, 2014) sowie Passiv-Transfer-Experi-
mente mit Anti-Contactin-1 an Lewisratten mit Nachweis von Alterationen am
Schndrring und einer klinischen Manifestation der Erkrankung (Manso et al,
2016) bestatigen die Hypothese der Pathogenitat der Anti-Contactin-1-Autoanti-
korper Uber die direkte Interaktion am axoglialen Komplex. Die Anti-Caspr-Auto-
antikorper wurden in dieser Studie erstmals beschrieben, auch hier sprechen die
histopathologischen Veranderungen sowie der Therapieerfolg beim Entfernen
der Antikorper fir die Pathogenitat. Zur Bestatigung fehlen jedoch Studien am

Tiermodell und klinisch-experimentelle Studien mit einer groReren Fallzahl.
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Die Kriterien (1) und (4) der Nodo-Paranodopathie, namlich der Ubergang von
einer primaren Leitungsstérung in sekundar axonale Prozesse, sind bei den Pa-
tienten dieser Studie histopathologisch evident. Die im Verlauf entnommenen Su-
ralisbiopsien zeigen vorrangig einen Axonverlust, in den Hautbiopsien fallt eine
Verlangerung der Schnirringe und eine nodale Architekturstérung auf (Doppler
et al, 2015b). Eine fur die klassische CIDP typische, makrophagenabhangige
Demyelinisierung liegt bei der Anti-Contactin-1- und Anti-Neurofascin-155-positi-
ven Neuropathie histopathologisch nicht vor (Doppler et al, 2015b; Koike et al,
2017; Ogata et al, 2015); aulerdem fehlen gréfitenteils Anzeichen von Remyeli-
nisierung wie Zwiebelschalenformationen oder zu dinn bemarkte Nervenfasern.
Histologisch zeigt sich also ebenfalls, dass die Nodo-Paranodopathie nicht dem
gangigen Konzept einer rein demyelinisierenden inflammatorischen Polyneuro-
pathie zuzuordnen ist, auch wenn elektrophysiologisch, wie oben beschrieben,

Gemeinsamkeiten mit klassischen demyelinisierenden Neuropathien vorliegen.

Die Entitat der Nodo-Paranodopathie lasst sich zusammenfassend im Hinblick
auf den ahnlichen Pathomechanismus auch auf Neuropathien mit Autoantikor-
pern gegen den axoglialen paranodalen Komplex erweitern. Diese Zuordnung
wird von anderen Autoren ebenfalls bestatigt (Koike et al, 2017; Kuwabara et al,
2017). Zusatzlich ist, je nach vorliegendem Antikdrper, eine Unterteilung in ein-
heitliche klinische Phanotypen - wie in den folgenden Kapiteln beschrieben -

moglich.

6.1.2 Anti-Contactin-1-positive Polyneuropathie mit GBS-artigem Be-

ginn, Tremor und Ataxie

Der in Kapitel 5.6.2 beschriebene Phanotyp Anti-Contactin-1-positiver Patienten
mit einem GBS-artigen Beginn, einer schweren distal-betonten motorischen Be-
teiligung, einer Ataxie, einem Tremor, Zeichen axonaler Schadigung, einem
schlechten Therapieansprechen auf IVIG in der chronischen Phase und einem

guten Therapieansprechen auf Plasmapheresen und Rituximab deckt sich teil-

150



weise mit der Beschreibung der Anti-Contactin-1-assoziierten Nodo-Paranodo-
pathie in der Literatur. So berichten Querol et al. ebenfalls von einem akuten Er-
krankungsbeginn, einer schweren motorischen Beteiligung, einer vorwiegend a-
xonalen Neuropathie, einem schlechten Therapieansprechen auf IVIG (Querol et
al, 2013a) und einem guten Therapieansprechen auf Rituximab (Querol et al,
2015) bei Patienten mit Anti-Contactin-1-lgG4-Antikdrpern. Ein subakuter Be-
ginn, ein schlechtes Therapieansprechen auf IVIG und zusatzlich eine vorrangige
sensible Ataxie sind die Kennzeichen einer japanischen Kohorte Anti-Contactin-

1-positiver Patienten (Miura et al, 2015).

Der GBS-artige Beginn der Erkrankung scheint ein Charakteristikum aller Nodo-
Paranodopathien mit Antikdrpern gegen den axoglialen Komplex aus Contactin-
1, Neurofascin-155 und Caspr zu sein (Delmont et al, 2017; Doppler et al, 2016;
Miura et al, 2015; Querol et al, 2014; Querol et al, 2013a). Ein GBS-artiger Beginn
liegt generell nur bei 2-16% aller CIDP-Patienten vor (Odaka et al, 2003; Ruts et
al, 2010), in dieser Studie bei 9,5% der CIDP-Patienten. In dieser Subgruppe sind
allerdings bei 50% aller Patienten Autoantikorper gegen Contactin-1 oder Caspr
nachweisbar. Die Ursache flr die hohe Pravalenz von Autoantikdrpern in dieser
Subgruppe kdnnte im Pathomechanismus liegen, namlich einer akut auftreten-
den primaren Leitungsstorung mit verzogert einsetzender sekundarer axonaler

Degeneration (vergleiche Kapitel 6.1.1).

Ein Tremor, wie er bei drei der vier Patienten in dieser Studie vorlag, wurde vor-
wiegend bei Anti-Neurofascin-155-positiver Neuropathie beschrieben (Devaux et
al, 2016; Itaya et al, 2016; Ogata et al, 2015; Querol et al, 2014). In einer Studie
wurde allerdings auch bei Anti-Contactin-1-positiven Patienten bei 8% eine zere-
bellare Ataxie und bei 15% ein Halte- und Intentionstremor beobachtet (Devaux
et al, 2016). Der beschriebene Tremor der Patienten (Patient 2-4) lief3 sich Kkili-
nisch deutlich von einer Pseudoathetose bei sensibler Ataxie unterscheiden und
zeigte eine zentrale Komponente. Passend dazu binden die Anti-Contactin-1-An-
tikorper, im Gegensatz zu den Anti-Caspr-Antikorpern, in vitro an Strukturen des

ZNS wie murine hippocampale Neurone (Patient 1-4) und die Kornerzellschicht
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von Schnitten des Ratten-Zerebellums (Patient 1, 3) (Doppler et al, 2016; Doppler
et al, 2015b). Besonders die exzitatorischen Kdrnerzellen und die Golgi-Zellen
der Kornerzellschicht werden im Contactin-1-Knockout-Mausmodell in lhrer Ent-
wicklung gestort, was zu einem Phanotyp mit starker zerebellarer Ataxie fuhrt
(Berglund et al, 1999; Bhat et al, 2001). Ebenso kommt es zum zerebellaren a-
xonalen Untergang mit konsekutiver zerebellarer Ataxie im Neurofascin-155-
Knockoutmodell (Pillai et al, 2009). Die Expression paranodaler Proteine ist somit
besonders im Kleinhirn essentiell und strukturelle Schaden durch die Autoanti-
korper kdnnten als klinische Folge einen Tremor nach sich ziehen. Der zentrale
pathophysiologische Mechanismus der Entstehung des Tremors bleibt allerdings
unklar, so spricht der prompte Ruckgang des Tremors unter Rituximab-Therapie
bei einer gleichzeitigen Titerreduktion der Autoantikorper fur einen rein funktio-
nalen oder blockierenden Effekt der Antikorper, andererseits konnte die bei Pati-
ent 2 vorliegende zerebellare Atrophie auf eine axonale Degeneration hindeuten.
Zur Herstellung kausaler Zusammenhange sind daher weitere Studien notwen-
dig. Bei Patient 2-4 fallt zudem auf, dass sich der Tremor erst im Verlauf der
Erkrankung manifestiert. Die Latenz der Entwicklung des Tremors kdnnte einer
langsam zunehmenden Infiltration der Antikorper in das ZNS geschuldet sein,
parallel zur zunehmenden Schrankenstérung, wie sie bei Patient 1, 2 und 4 im
Liquor sichtbar war (vergleiche Kapitel 5.6.1). Der Nachweis von Anti-Neuro-
fascin-155-Antikdrpern im Serum bei Erkrankungen des ZNS, wie der kombinier-
ten zentralen und peripheren Demyelinisierung (CCPD) oder der MS (Kawamura
et al, 2013; Mathey et al, 2007; Shimizu et al, 2017) gibt ebenfalls einen Hinweis
darauf, dass paranodale Autoantikorper Uber eine gestorte Blut-Hirn-Schranke
ins ZNS gelangen und dort pathologisch aktiv sind. Messungen der Autoantikor-
pertiter im Liquor waren bei den Anti-Contactin-1-positiven Patienten retrospektiv
nicht moglich. Gegen einen rein medikamenteninduzierten Tremor bei den nicht
mehr therapienaiven Patienten, beispielsweise bei Patient 3 und 4, die mit Im-
munsuppressiva wie Cyclophosphamid und Ciclosporin A behandelt wurden,
welche wiederum einen medikamenteninduzierten Tremor verursachen kénnen
(European FK506 Multicentre Liver Study Group, 1994, lvnitsky et al, 2011; U.S.
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Multicenter FK506 Liver Study Group, 1994), spricht die Komponente des Inten-
tionstremors, welche fur einen Ciclosporin A-induzierten Tremor nicht typisch ist
(Deuschl et al, 1998), sowie das Verschwinden des Tremors nicht direkt nach
dem Absetzen der Immunsuppressiva, sondern erst nach dem Beginn der Ritu-

ximab-Therapie.

Bei drei Patienten (Patient 2-4) dieser Studie war klinisch eine sensible Ataxie
auffallig, nicht aber bei Patient 1. Dies kann in der Pradominanz von |gG3-Auto-
antikorpern, welche madglicherweise andere pathologische Veranderungen und
folglich andere klinische Auswirkungen nach sich ziehen (siehe Kapitel 6.2), bei
Patient 1 begrindet sein. Allerdings war bei diesem auch durch den progredien-
ten, schweren Verlauf mit einer intensivmedizinischen Behandlung der neurolo-
gische Status nur beschrankt beurteilbar und eine mogliche Ataxie somit eventu-
ell nicht festzustellen. Eine sensible Ataxie war bei 100% der Patienten einer ja-
panischen Kohorte mit Anti-Contactin-1-IgG4-Autoantikdrpern nachweisbar
(Miura et al, 2015), in einer anderen Studie aber nur bei einem von vier Patienten
(Querol et al, 2013a). Auch nach Passiv-Transfer-Experimenten zeigten nur die
mit IgG4-Antikdrpern, nicht aber die mit IgG1-Antikérpern behandelte Lewis-Rat-
ten eine Gangataxie (Manso et al, 2016). Als Ursache fir die Ataxie wird sowohl
eine Stérung der nodalen Architektur an sensiblen Neuronen als auch eine Bin-
dung an grol3e Spinalganglienneurone, die Contactin-1 exprimieren, durch IgG4-
Autoantikorper postuliert (Manso et al, 2016; Miura et al, 2015). Unterschiede in
der Pravalenz, der klinischen Auspragung und des Pathomechanismus werden
dabei auf ein mogliches Vorliegen von Autoantikérpern gegen unterschiedliche
Epitope zuruckgefuhrt. In dieser Studie wurde das Bindungsverhalten von Anti-
Contactin-1-Autoantikorpern an Spinalganglienneurone nicht tberpruft, ebenfalls
waren Studien am Tiermodell nicht Teil dieser Arbeit. Das Erheben weiterer ex-
perimenteller Daten in zuklnftigen Studien ist daher notwendig zum Verstandnis

der Ataxie bei Antikorper-positiven Patienten.
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6.1.3 Infekttriggerung, fehlende zentrale Beteiligung und neuropathi-
scher Schmerz als Charakteristikum der Anti-Caspr-assoziierten

Nodo-Paranodopathie

Trotz eines unterschiedlichen Krankheitsverlaufes bei den Anti-Caspr-positiven
Patienten (Patient 5 und 6, siehe Kapitel 6.2.1) weisen beide Patienten gemein-
same klinische Merkmale auf, die in das Konzept der Nodo-Paranodopathie pas-

sen:

Zum einen fiel die mogliche Triggerung der Erkrankung durch einen respiratori-
schen Infekt auf. Gangige Erreger respiratorischer Infektionen wie Influenzaviren,
Parainfluenzaviren oder HI-Viren stehen uber den Mechanismus der molekularen
Mimikry von Gangliosidantigenen in Zusammenhang mit der Entwicklung eines
GBS (Hayase & Tobita, 1997; Israeli et al, 2012; Jacobs et al, 1998; Yuki et al,
1993). Studien berichten, dass amerikanische Fabrikarbeiter nach einer akziden-
tellen Inhalation eines porzinen Hirngewebe-Aerosols eine akute inflammatori-
sche Polyneuropathie entwickelten, parallel konnten bei diesen unter anderem
Anti-Caspr2-Antikorper nachgewiesen werden (Lachance et al, 2010; Meeusen
et al, 2012; Tracy & Dyck, 2011). Also kann die Exposition gegeniber Antigenen
der Caspr-Proteinfamilie zu einer Produktion von Anti-Caspr2-Autoantikdrpern
fuhren. Die Entstehung von Anti-Caspr1-Autoantikorpern nach dem Mechanis-
mus der molekularen Mimikry ist demnach ebenfalls denkbar. Die genauere Her-
stellung eines Zusammenhanges zwischen den Oberflachenproteinen und der
Anti-Caspr-assoziierten Nodo-Paranodopathie ist bei einem fehlenden Erreger-
nachweis bei den beiden Patienten und fehlender Information Uber die Expres-
sion von Proteinen mit einer molekularen Ahnlichkeit zu paranodalen Antigenen

bei den Erregern allerdings nicht mdglich.

Zum anderen zeigten beide Patienten in Gegensatz zu den Anti-Contactin-1-po-
sitiven Patienten klinisch keine zentralen Symptome wie Tremor. Auch experi-
mentell zeigte sich immunhistochemisch keine Anfarbung von murinem zentralen

Gewebe wie Kortex, Zerebellum oder Rickenmark sowie keine Anfarbung von
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kultivierten hippocampalen Neuronen oder Motorneuronen durch die Anti-Caspr-
Antikoérper (Doppler et al, 2016). Ob die Ursache hierfur in einem ausbleibenden
Transport der Antikorper Uber die Blut-Hirn-Schranke liegt, 1asst sich retrospektiv
nicht feststellen, da kein Liquor zur Testung auf Autoantikdrper konserviert
wurde. Bei den Patienten lag aber ebenfalls eine deutliche Schrankenstérung
vor, daher ist es wahrscheinlicher, dass die Unterschiede im Expressionsmuster
der Proteine im ZNS oder im Pathomechanismus begrundet liegen. Analog dazu
zeigen Contactin-1-Knockout-Mause im Knockout-Mouse-Modell eine schwerere
zentrale Beteiligung als Caspr-Knockout-Mause; bei Letzteren sind zentrale
Symptome eher auf eine gestorte zerebellare Embryonalentwicklung als auf eine

paranodale Storung zuruckzufuhren (Berglund et al, 1999; Bhat et al, 2001).

Des Weiteren ist als gemeinsames Charakteristikum der Anti-Caspr-assoziierten
Nodo-Paranodopathie, im Gegensatz zur Anti-Contactin-1- und Anti-Neuro-
fascin-155-assoziierten Nodo-Paranodopathie (Devaux et al, 2016; Doppler et al,
2015b; Miura et al, 2015), eine starke, multimodal sensible Beteiligung bereits zu
Beginn der Erkrankung mit Dysasthesien, Kribbelparasthesien und vor allem
neuropathischen Schmerzen auffallig. Experimentell zeigt sich eine Bindung der
Anti-Caspr-Antikorper beider Patienten an kleine, nozizeptive Spinalgangli-
enneurone (Doppler et al, 2016). Neuropathischer Schmerz wird ebenfalls als
Charakteristikum Anti-Caspr2-assoziierter Hyperexzitabilitdtssyndrome be-
schrieben (Klein et al, 2012; Nagappa et al, 2017; Sharma & Sharma, 2013;
Watanabe, 2013). In einem weiteren Fallbericht wird bei zwei padiatrischen Pati-
enten mit GBS und nachgewiesenen Anti-Caspr2-Antikdrpern neuropathischer
Schmerz als Charakteristikum festgestellt (Rosch et al, 2014). Auffalligerweise
zeigen die oben erwahnten Arbeiter mit Anti-Caspr2-Antikdrpern nach porziner
Antigenexposition ebenfalls eine Pradominanz von sensiblen Symptomen und
vor allem neuropathischen Schmerzen (Lachance et al, 2010; Meeusen et al,
2012; Tracy & Dyck, 2011). Die beiden Proteine Caspr und Caspr2 gehoren der
gleichen Familie an und unterscheiden sich hauptsachlich in der intrazellularen
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Domane (siehe Kapitel 3.2.3.1). Eine Assoziation der Autoantikdrper zur Entwick-
lung von neuropathischen Schmerzen ist denkbar, der genaue Mechanismus al-
lerdings noch unklar. Im Tiermodell der experimentellen autoimmunen Neuritis
assoziiert mit neuropathischen Schmerzen konnten Alterationen von Natrium-
stromen an nozizeptiven Spinalganglienneuronen detektiert werden (Taha et al,
2017). Nodale Natriumkanale werden durch den paranodalen axoglialen Kom-
plex an einer Lateraldiffusion gehindert (siehe Kapitel 3.2.3.1). Eine nodale Ar-
chitekturstérung sowie eine Storung der Distribution von Natriumkanalen der Spi-
nalganglienneurone konnte somit zur Beeintrachtigung der Nozizeption fuhren.
Auf eine eher funktionelle Beeintrachtigung durch Anti-Caspr-Antikorper deutet
allerdings das schnelle Nachlassen der Symptome nach einer B-Zell-Depletion
mit einer konsekutiven Entfernung der Anti-Caspr-Antikorper (Doppler et al,
2016) hin. Die neuropathischen Schmerzen bei einer fehlenden Schadigung klei-
ner Nervenfasern in der Hautbiopsie bei Patient 5 (Doppler et al, 2016) sprechen
gegen die Entstehung der Schmerzen im Rahmen einer Small-Fiber-Neuropa-
thie. Stattdessen stutzen die Ergebnisse die Hypothese der direkten Schmerz-
entwicklung durch eine pathogene Wirkung der Anti-Caspr-Antikbrper am Para-
nodium oder am Zellkdrper der Spinalganglienneurone. Weitere Studien zur Un-

tersuchung des exakten Pathomechanismus sind nétig.

Zusammenfassend ist auch die Anti-Caspr-positive Nodo-Paranodopathie durch
einen charakteristischen Phanotyp mit einem allerdings unterschiedlichen Ver-
lauf abhangig von der IgG-Subklasse (vergleiche Kapitel 6.2.2) gekennzeichnet.
Es sind jedoch Studien mit groReren Fallzahlen zur Bestatigung dieser Hypo-

these notig.

6.1.4 Neurofascin-155 als weiteres Zielantigen bei Nodo-Paranodo-

pathien mit axoglialen Autoantikorpern

In zahlreichen Studien wurden IgG-Autoantikdrper gegen das paranodale Protein
Neurofascin-155 mit einer Pradominanz der Subklasse IgG4 bei Patienten mit
CIDP beschrieben (Cortese et al, 2016; Delmont et al, 2017; Devaux et al, 2016;
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Kadoya et al, 2016; Kawamura et al, 2013; Koike et al, 2017; Mathey et al, 2017;
Ng et al, 2012; Ogata et al, 2015; Querol et al, 2014). Die Pravalenz schwankte
dabei zwischen 3,4% und 25% und lag im Durchschnitt bei 9,25% fur IgG4-Auto-
antikorper (siehe Tabelle 8). Auch bei GBS-Patienten wurden bei 3-11% Neuro-
fascin-155-IgG-Autoantikorper beschrieben (Kawamura et al, 2013; Ng et al,
2012; Ogata et al, 2015), allerdings wurden hier mit einer durchschnittlichen Pra-
valenz von 3,4% die IgG-Subklassen IgG1 und IgG3 nachgewiesen (siehe Ta-
belle 8). In dieser Studie konnten bei keiner Patientenkohorte Neurofascin-IgG-
Autoantikdrper detektiert werden. Ein methodologisches Versagen beziglich der
Detektionsmethoden ist unwahrscheinlich, da verschiedene Screeningverfahren
verwendet wurden (ELISA, immunhistochemische Farbungen an murinen Zupf-
nervenpraparaten), diese durch Verwendung von Positivkontrollen validiert wur-
den und der ELISA mit den gleichen Neurofascin-Proteinen und einer ahnlichen
Methodik wie in der Indexstudie mit einem erstmaligen positiven Antikdrpernach-
weis (Ng et al, 2012) durchgefuhrt wurde. Denkbar ware allenfalls ein Zerfall der
Antikorper durch lange Kryokonservierung des Patientenmaterials, was ange-
sichts des hochtitrigen Nachweises von Anti-Contactin-1-Antikérpern trotz langer
Lagerung jedoch unwahrscheinlich ist. Unterschiede konnten daher eher in der
Studienpopulation liegen, so wurden die héchsten Pravalenzen von 18-25% bei
einer japanischen Kohorte detektiert (Kawamura et al, 2013; Ogata et al, 2015),
die Pravalenzen in der kaukasischen Bevolkerung liegen meist unter 5%
(Cortese et al, 2016; Ng et al, 2012; Querol et al, 2014). Die Kohorte von CIDP-
Patienten mit einem GBS-artigen, subakuten Beginn, wie er auch fur die Anti-
Neurofascin-155-assoziierte Nodo-Paranodopathie typisch ist (Delmont et al,
2017; Querol et al, 2014), ist in dieser Studie mit n = 10 sehr klein. Zudem liegt
das Erkrankungsalter von durchschnittlich 31 Jahren bei Patienten mit Anti-Neu-
rofascin-155-Antikdrpern (Devaux et al, 2016) deutlich unter dem Durchschnitts-
alter der CIDP-Patienten dieser Studie mit 61 Jahren; nur ein Patient dieser Stu-
die war bei der Rekrutierung junger als 20 Jahre. Zur Detektion Anti-Neurofascin-
155-positiver Patienten ware daher eine grofere Fallzahl von Patienten mit dem

typischen klinischen Phanotyp nétig gewesen.
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6.1.5 Kein Nachweis von Autoantikdrpern gegen axogliale (para)no-

dale Proteine bei Patienten mit MMN

Die multifokale motorische Neuropathie wurde ebenfalls als weiteres Beispiel ei-
ner Nodo-Paranodopathie vorgeschlagen (Uncini, 2012; Uncini et al, 2013), als
pathogenetisch wirksames Agens wurden hier die Anti-GM1-Antikorper postu-
liert. Eine Studie aus dem Jahr 2014 berichtete au3erdem von axoglialen Auto-
antikérpern gegen die nodalen Proteine Neurofascin-186 und Gliomedin bei bis
zu 62% aller MMN-Patienten (Notturno et al, 2014). Im Gegensatz dazu konnten
in der aktuellen Studie weder paranodale noch in einer vorherigen Studie nodale
Autoantikdrper (Doppler et al, 2015a) in der MMN-Kohorte nachgewiesen wer-
den. Die Diskrepanz kénnte auf methodologischen Unterschieden beruhen: So
wurde von Notturno et al. nur eine Detektionsmethode mittels ELISA verwendet
und kein weiteres Verfahren zur Bestatigung genutzt, zudem wurden nicht hu-
mane Proteine und Serumproben in sehr hohen Verdlinnungen im ELISA ver-
wendet, die Standardwerte wurden aus dem Mittelwert von wenigen gesunden
Kontrollen gebildet und die optische Dichte zeigte insgesamt eine nur geringe
Varianz. Aullerdem sind in der Studie die Prozentangaben der Pravalenzen
durch inakkurate Darstellung nicht objektiv nachvollziehbar. Die Ergebnisse die-
ser Studie decken sich hingegen mit denen einer aktuellen Studie, in der MMN-
Patienten im Gegensatz zu CIDP-Patienten ebenfalls keine (para)nodalen Auto-
antikorper aufweisen (Mathey et al, 2017). Die Zuordnung der MMN zur Entitat
der Nodo-Paranodopathien ist beim fehlenden Nachweis von Antikorpern gegen
axogliale (para)nodale Proteine und einem unzureichenden Pathogenitatsnach-

weis fur Anti-Gangliosid-Antikdrper (siehe Kapitel 3.1.3) also fraglich.
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6.2 Die Rolle der IgG-Subklasse

Im Gegensatz zu weiteren Studien zu Anti-Contactin-1-Autoantikorpern, bei de-
nen CIDP-Patienten hauptsachlich IgG4-Antikorper aufweisen (Mathey et al,
2017; Miura et al, 2015; Querol et al, 2013a) und schlecht auf eine Therapie mit
IVIG ansprechen, zeigten hier zwei CIDP-Patienten (Patient 1 und 4), deren Ma-
terial in der subakuten Phase der Erkrankung entnommen wurde, eine Pradomi-
nanz der Subklasse 1gG3. Nach Anpassung der Titer an den Anti-Contactin-1-
Gehalt ergaben sich bei Patient 1 sowohl hohe optische Dichten fur IgG3 als auch
fur 1IgG4, bei Patient 2 und 3, welche in der chronischen Phase rekrutiert wurden,
allerdings hauptsachlich fur 1IgG4 (vergleiche Kapitel 5.4.3). Auch bei der Anti-
Caspr-positiven GBS-Patientin (Patient 6) lieRen sich in der akuten Krankheits-
phase IgG3-Antikdrper nachweisen, bei Patient 5 mit einem chronischen Verlauf
hingegen IgG4-Antikorper. In der Akutphase der Erkrankung wird aul3erdem bei
drei Patienten (Patient 1, 3 und 4) ein Therapieansprechen auf IVIG berichtet,
nicht aber in der chronischen Phase. Diese Ergebnisse deuten auf eine entschei-
dende Rolle der IgG-Subklasse paranodaler Autoantikdrper in Bezug auf den

Krankheitsverlauf, die Pathophysiologie und das Therapieansprechen hin.
6.2.1 In Bezug auf die Chronifizierung der Erkrankung

Die Anti-Contactin-1-positiven CIDP-Patienten (Patient 1-4) und der Anti-Caspr-
positive CIDP-Patient (Patient 5) prasentierten sich mit einem GBS-artigen Be-
ginn mit Ubergang in eine chronisch-progrediente Erkrankung mit einer schweren
motorischen Beteiligung und einer histopathologisch evidenten axonalen Dege-
neration, wie es flr eine Nodo-Paranodopathie mit Autoantikdrpern gegen axog-
liale paranodale Proteine typisch ist (vergleiche Kapitel 6.1.1 und 6.1.2). Bei Pa-
tient 6 hingegen lag ein klassisches GBS mit einem monophasischen Verlauf
ohne eine axonale Schadigung vor. Bei akuten inflammatorischen Nodo-Parano-
dopathien mit gegen paranodale Proteine gerichteten Antikbrpern konnten in ver-
schiedenen Studien Antikérper der IgG-Subklassen 1-3 nachgewiesen werden
(Doppler et al, 2016; Miura et al, 2015; Ng et al, 2012; Ogata et al, 2015), bei
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CIDP jedoch fast ausschliel3lich die Subklasse 1gG4 (vergleiche Tabelle 8). Bei
Anti-Gangliosid-Antikérper-assoziierten akuten inflammatorischen Neuropathien
wie der Anti-GM1-assoziierten AMAN und dem Anti-GQ1B-assoziierten MFS la-
gen ebenfalls hauptsachlich die IgG-Subklassen 1 und 3 vor (llyas et al, 2001;
Ogino et al, 1995; Willison & Veitch, 1994). Hier diente die Subklasse als Indikator
fur das Genesungspotential, dabei zeigten Patienten mit IgG3-Antikdrpern eine
bessere Remission als Patienten mit IgG1-Antikorpern (Jacobs et al, 2008; Koga
et al, 2003). Der monophasische Verlauf bei IgG3-vermittelten Erkrankungen mit
vollstandiger Remission (Koga et al, 2003), analog zum Verlauf bei der Anti-
Caspr-IgG3-positiven Patientin in dieser Studie (Patient 6), liel3e sich durch die
kurze Halbwertszeit von IgG3-Antikorpern erklaren (siehe Kapitel 3.3.2) und zu-
satzlich durch einen unterschiedlichen Pathomechanismus je nach Subklasse
(siehe 6.2.2). Bei mehreren autoimmunen chronisch-neurologischen Erkrankun-
gen wie der Anti-MuSK-vermittelten Myasthenia gravis, der Anti-LGI1- und Anti-
Caspr2-vermittelten limbischen Encephalitis oder auch bei chronisch-sklerosie-
renden dermatologischen und nephrologischen Erkrankungen wurden 1gG4-Au-
toantikdrper nachgewiesen (Huijbers et al, 2015). Die IgG4-Antikdrperklasse ist
spezifisch und entsteht erst nach chronischem Antigenkontakt (vergleiche Kapitel
3.3.2), was dafur spricht, dass sie nicht am akuten Krankheitsgeschehen beteiligt
ist. In dieser Studie wurden erstmalig hauptsachlich IgG3- parallel zu IgG4- Anti-
korpern in der akuten Phase einer im Verlauf chronischen Erkrankung nachge-
wiesen. Die Chronifizierung kdnnte somit durch einen Wechsel der Subklasse
von IgG3- zu IgG4-Antikdrpern hervorgerufen werden. Bei allergischen Erkran-
kungen verlauft der Wechsel von IgG1 zu IgG4 T-Zell- und Interleukin-10-abhan-
gig und markiert den Ubergang von einer IgE-vermittelten, akuten Reaktion in
eine chronische Reaktion, dabei kommt es jedoch physiologisch zu einer Symp-
tomreduktion durch eine direkte Interaktion und eine mogliche Blockierung der
Allergene (Aalberse et al, 2009; Lucas, 1990; Vidarsson et al, 2014; Zen &
Nakanuma, 2011). Bei IgG4-vermittelten Autoimmunerkrankungen konnte eben
diese Blockierung korpereigener Proteine allerdings zum Pathomechanismus der

Erkrankung beitragen (Huijbers et al, 2015). Ein Subklassenwechsel von IgG3 zu
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IgG4 bei nephrologischen Erkrankungen wurde bereits beschrieben (Huang et al,
2013), auch bei MS kam es unter der Therapie mit Glatirameracetat mit einer
Bildung von Autoantikorpern gegen Glatirameracetat zu einem Subklassenwech-
sel dieser Antikorper von IgG1 zu IgG4 (Basile et al, 2006). In umgekehrter Rei-
henfolge fuhrte ein Subklassenwechsel von IgG4 zu IgG1 zur Remission bei der
Anti-MuSK-positiven Myasthenia gravis (Plomp et al, 2012). Beim Anti-Ganglio-
sid-Antikorper-assoziierten GBS wurde bisher nur von einem Klassenwechsel
von IgM zu IgG berichtet (Kuwahara et al, 2017a). Der klinische Verlauf der Nodo-
Paranodopathie kdnnte initial IgG3-vermittelt sein und den GBS-artigen Beginn
bedingen. Nach langerer Antigenexposition kdnnte analog zu den allergischen
Reaktionen ein Subklassenwechsel zu IgG4 stattfinden, dies wurde die initiale
Symptombesserung bei Verschwinden der IgG3-Antikorper mit einem folgenden
Ubergang in eine langsam progrediente Erkrankung unter der Anwesenheit von
IgG4-Antikorpern erklaren, welche moglicherweise eine direkte Stérung des axo-
glialen Komplexes mit einer sekundaren axonalen Degeneration verursachen
(siehe Kapitel 6.2.2). Leider standen die beiden CIDP-Patienten mit IgG3-Anti-
korpern in dieser Studie jeweils aufgrund der Entwicklung einer Demenz bezie-
hungsweise des Todes nicht fur Follow-Up-Untersuchungen zur Verfugung. Bei
den Patienten mit ausschliel3lich IgG4-Antikorpern ist retrospektiv keine Aussage
uber die Subklassenzusammensetzung zum Zeitpunkt der Erstmanifestation
moglich. Zusammenfassend fuhren die IgG3-Antikorper wahrscheinlich zu einem
akuten, die 1lgG4-Antikdrper hingegen zu einem chronischen Verlauf der Nodo-
Paranodopathie. Eine Chronifizierung durch einen Antikdrpersubklassenwechsel
ist denkbar, jedoch sind gréRere, longitudinale Studien zur Uberpriifung dieser
Hypothese notig.
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6.2.2 In Bezug auf die Pathophysiologie: erhéhte Komplementbin-

dung bei Pradominanz der IgG-Subklassen 1-3

Bei den IgG3-vermittelten Nodo-Paranodopathien liegt mdglicherweise ein
grundlegend unterschiedlicher Pathomechanismus als bei den IgG4-vermittelten,
chronisch verlaufenden Nodo-Paranodopathien vor. Die IgG3-Subklasse ist von
allen IgG-Subklassen am starksten zur Komplementbindung und -aktivierung fa-
hig, im Gegensatz zu IgG4-Antikorpern, die kein Komplement binden (siehe Ka-
pitel 3.3.2). Passend dazu zeigte sich bei den Anti-Contactin-1-positiven Patien-
ten nach einer Anpassung der Proben an den Anti-Contactin-1-Gehalt die
starkste Komplementbindung- und -aktivierung bei Patient 1 mit einem hohen
Anteil von IgG3-Antikérpern (siehe Kapitel 5.4.5). Bei Patient 2 und 3 mit einer
Pradominanz von Anti-Contactin-1-IgG4-Autoantikorpern lag auch eine Komple-
mentbindung und -aktivierung vor, allerdings in kleinerer Menge. Der Literatur
zufolge weisen Patienten mit ausschlieBlich Anti-Contactin-1-1IgG4-Antikorpern
keine Komplementbindung und -aktivierung auf (Miura et al, 2015), in dieser Stu-
die lag bei dem ausschlieBlich Anti-Caspr-lgG4-positiven Patienten (Patient 5)
ebenfalls keine Komplementbindung vor. Die Ergebnisse differieren hier zwi-
schen Patient 2 und 3 und Patient 5 in vitro aufgrund der Koexistenz der Sub-
klassen 1gG1-3 im chronischen Erkrankungsstadium bei Patient 2 und 3, nicht
aber bei Patient 5. Auch bei Anti-MuSK-IgG4-positiven Patienten mit Myasthenia
gravis wurde eine Komplementablagerung bei einer Koexistenz der IgG-Sub-
klasse 1 beschrieben (Leite et al, 2008). Die Anti-Contactin-1-Antikdrper der Sub-
klasse IgG1-3 liegen prozentual im Vergleich zu der dominanten Subklasse 1gG4
bei den Patienten im chronischen Erkrankungsstadium nur in einer kleinen
Menge vor (32-44% des Gesamt-lgG-Gehalts), ob sie in vivo einen Anteil an der
Pathophysiologie haben bleibt daher unklar. Bei den Anti-Caspr-positiven Pati-
enten kam es nur bei der GBS-Patientin mit IlgG3-Autoantikérpern zur Komple-
mentbindung (siehe Kapitel 5.5.4). Beim Anti-Gangliosid-Antikorper-vermittelten
GBS und MFS mit IgG1- und IgG3-Autoantikérpern wird pathophysiologisch ein
komplementabhangiger Prozess angenommen; die Komplementablagerung an
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den Schnurringen flhrt hierbei neben der Auslésung einer lokalen Entziindungs-
reaktion zu einer nodalen Architekturstérung mit einer Reduktion von nodalen
Natrium- und Kaliumstromen sowie einer Dispersion und einem Verlust der pa-
ranodalen Proteine Caspr und Neurofascin-155 (Hafer-Macko et al, 1996;
McGonigal et al, 2010; Susuki et al, 2007b). Ahnliche histologische Veranderun-
gen konnten in dieser Studie ebenfalls bei einem Anti-Contactin-IgG3-positiven
Patienten (Patient 4) festgestellt werden, allerdings auch bei den Anti-Contactin-
IgG4- und Anti-Caspr-lgG4-positiven Patienten. Bei den IgG4-vermittelten Er-
krankungen ware eine nodale Architekturstérung durch einen Konnektivitatsver-
lust axoglialer Proteine bei einer funktionellen Inhibierung durch die 1gG4-Anti-
korper denkbar (Huijbers et al, 2015; Labasque et al, 2014). Dazu passt der elekt-
ronenmikroskopische Nachweis der Losung terminaler Myelinschleifen vom Axon
(Koike et al, 2017). In der klinischen Dokumentation wird histologisch in dieser
Studie bei Patient 2, 3 und 5 mit IgG4-Autoantikérpern ein aktiver Axonverlust mit
einer starken Entzindungsreaktion und einer T-Zell-Infiltration ohne Regenerati-
onszeichen beschrieben. Bei Patient 4 mit 1IgG3-Autoantikorpern ist allerdings
histopathologisch eine Regeneration nachweisbar. Ein verblindeter, quantifizie-
render Vergleich mit zeitgleicher Farbung unter Verwendung einheitlicher Metho-
dik wurde jedoch nicht durchgeflhrt. Bei IgG4-vermittelten Autoimmunerkrankun-
gen stehen T-Zell-vermittelte Entzindungsprozesse im Vordergrund (Zen &
Nakanuma, 2011). Diese konnten, zusatzlich zur Losung der axoglialen Bindung,
die aktive sekundare axonale Degeneration bedingen. Die Makrophagenaktivitat
hingegen scheint bei der IgG4-vermittelten Erkrankung keine Rolle zu spielen
(Koike et al, 2017). Zusammenfassend zeigt sich die Komplementbindung und -
aktivierung proportional zum Anteil der IgG-Subklassen 1-3. Es kann also bei
IgG3-assoziierten Nodo-Paranodopathien ein komplementvermittelter Pathome-
chanismus angenommen werden, bei |lgG4-assoziierten Nodo-Paranodopathien
hingegen ein durch die direkte Interaktion der Antikorper und sekundar eventuell
T-Zell-vermittelter Pathomechanismus.
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6.2.3 In Bezug auf das Therapieansprechen auf IVIG

Das initiale Ansprechen auf eine Therapie mit IVIG bei drei CIDP-Patienten (Pa-
tient 1, 3 und 4) begrindet sich moglicherweise auf einen komplementvermittel-
ten Pathomechanismus bei einer Pradominanz der Subklasse 1gG3, das Thera-
pieversagen auf einen komplementunabhangigen Pathomechanismus bei einer

Pradominanz der Subklasse 1gG4.

Die Wirkmechanismen von IVIG sind in Kapitel 3.1.6.2.2 erlautert. Bei akuten in-
flammatorischen Neuropathien, vor allem bei der axonalen Variante des GBS o-
der bei dem mit Anti-Gangliosid-Antikdrpern assoziierten GBS wird hauptsachlich
ein komplementvermittelter Mechanismus angenommen (Basta et al, 1996;
Hafer-Macko et al, 1996; McGonigal et al, 2010). Beim Anti-GQ1b-positiven
GBS/MFS zeigte sich eine Reduktion der Komplementablagerung durch IVIG, als
Grund wird sowohl die primare Inhibition der Antikérperbindung (Jacobs et al,
2003) als auch ein Fc-Fragment-vermittelter Mechanismus mit einer direkten In-
hibition der Komplementbindung (Sudo et al, 2014) diskutiert. In dieser Studie
hatte IVIG in vitro keinen Einfluss auf die Antikdrperbindung der Anti-Contactin-
1-Antikorper an das Antigen (vergleiche Kapitel 5.4.6.1); ein rein antiidiotypischer
Effekt von IVIG ist also unwahrscheinlich. Die Komplementbindungsversuche
zeigten aber eine Reduktion der C1g-Bindung an die Anti-Contactin-1-Antikorper
bei einer Zugabe von IVIG. Bei einer Inkubation zusammen mit dem Komple-
mentfaktor C1q zeigte sich dabei ein starkerer Effekt als bei der Zugabe von IVIG
nach der C1qg-Inkubation (vergleiche Kapitel 5.4.6.2). Eine mdgliche Erklarung
daflr ist die direkte Interaktion und Neutralisierung des Komplementfaktors mit
den humanen Immunglobulinen in vitro vor der Bindung an die Anti-Contactin-1-
Antikdrper. Jedoch ist auch eine Blockierung der Komplementbindungsstelle des
Anti-Contactin-1-Antikorpers sowie eine geringfugige Verdrangung des bereits
gebundenen Komplementfaktors plausibel. Eine Modulation der autoantikorper-
vermittelten Komplementreaktionen in vitro lasst sich allerdings sicher nachwei-
sen; eine methodisch bedingte Fehlinterpretation durch etwa eine reine Blockade

der Bindungsstelle des C1qg-spezifischen Sekundarantikdrpers durch IVIG ist
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nicht wahrscheinlich, da sich auch im Komplementaktivierungsversuch bei der
Verwendung eines unterschiedlichen Sekundarantikdrpers eine Reduktion der
Komplementaktivierung zeigte. Der Nachweis von aktiviertem Komplement war
in vitro nur bei Patient 1 moglich, welcher eine deutlich starkere Komplementbin-
dung bei Pradominanz der Subklasse IgG3 zeigte, nicht jedoch bei Patient 2 und
3 (vergleiche Kapitel 5.4.5). Dies ist am ehesten durch die geringe Empfindlich-
keit der Detektion in diesem Versuch erklarbar. Wahrscheinlich ist die in-vitro-
Umsetzung des humanen Komplements in die nachweisbaren Abbauprodukte
gering, besonders, da es nicht an Zellen gebunden ist (vergleiche Kapitel 3.4.2).
Deswegen war auch eine hohe Verdunnung des humanen Komplements (1:10)
notig. Des Weiteren bieten die multiplen Komplementfaktoren bei einer Verwen-
dung des humanen Komplements ein hoheres Interaktionspotential mit IVIG als
im Komplementbindungsversuch bei einer reinen Verwendung von C1q, was den

Effekt im Vergleich mindert.

Den chronisch inflammatorischen Neuropathien wie der klassischen CIDP und
insbesondere der Anti-Gangliosid-Antikorper-vermittelten Variante der MMN liegt
ebenfalls ein komplementvermittelter Pathomechanismus zugrunde (Quast et al,
2016; Vlam et al, 2015), was maoglicherweise das generell gute Therapieanspre-
chen auf IVIG mit einem Therapieversagen bei nur 9,3% aller CIDP-Patienten
erklart (Dalakas, 2004; Querol et al, 2013b). Experimentell konnte eine Reduktion
der Komplementbindung und -aktivierung durch IVIG bei Anti-GM1-positiver
MMN gezeigt werden (Piepers et al, 2010; Sudo et al, 2014; Yuki et al, 2011). Ein
antiidiotypischer, neutralisierender Effekt von IVIG auf Anti-GM1-Antikorper, wie
er initial vorgeschlagen wurde (Yuki & Miyagi, 1996), konnte in weiteren Studien
als dem komplementvermittelten Effekt von IVIG untergeordnet eingestuft wer-
den (Peng, 2012; Yuki et al, 2011). Im chronischen Stadium der Nodo-Parano-
dopathie mit Pradominanz von IgG4-Autoantikdrpern zeigte Patient 2 ein
schlechtes Therapieansprechen auf IVIG, ebenso wurde dieses bei weiteren
IgG4-vermittelten, chronischen Nodo-Paranodopathien beschrieben (Devaux et

165



al, 2016; Miura et al, 2015; Querol et al, 2014; Querol et al, 2013a). In einer Sub-
gruppe von Patienten mit einem schlechten Ansprechen auf IVIG konnten bei-
spielsweise bei 25% der Patienten Anti-Neurofascin-155-Autoantikorper nachge-
wiesen werden (Querol et al, 2014). Ein wahrscheinlicher Grund dieses Thera-
pieversagens ist demnach der komplementunabhangige Pathomechanismus
(siehe 6.1.1 und 6.2.2). Zusammenfassend beeinflusst IVIG die Komplementbin-
dung und -aktivierung bei der Anti-Contactin-1-positiven Nodo-Paranodopathie
sowohl konzentrationsabhangig, als auch abhangig von der Menge der IgG-Sub-
klassen 1-3. Als Wirkmechanismus ist eine Bindung an das Fc-Fragment und
eine Inhibierung der Komplementbindung, eine Verdrangung des gebundenen
Komplements oder eine Inhibierung im Downstream der Komplementkaskade
moglich. Eine Therapie mit IVIG ist also moglicherweise bei Vorliegen der Sub-
klasse IgG3 erfolgsversprechend, nicht aber beim Vorliegen der Subklasse 1gG4;
hier kommen antikdrperdepletierende Therapien in Frage (siehe Kapitel 6.4.3).
Die dominante IgG-Subklasse ware somit ein Pradiktor fur das Therapieanspre-
chen bei der Nodo-Paranodopathie mit Antikbrpern gegen paranodale Proteine.
Grolkere, prospektive Studien vor allem in Bezug auf die seltenere Subklasse

IgG3 sind allerdings zur Verifikation dieser Hypothese ndtig.

6.3 Nierenbeteiligung bei Nodo-Paranodopathien mit AntikGrpern ge-

gen Contactin-1 und Neurofascin-155

Der Ausloser einer Immunreaktion mit einer Bildung von Anti-Contactin-1-Auto-
antikorpern ist unklar. Eine infektgetriggerte Immunantwort, wie sie moglicher-
weise bei der Anti-Caspr- (siehe Kapitel 6.1.3) und bei der Anti-Gangliosid-Anti-
korper-assoziierten Nodo-Paranodopathie (Caporale et al, 2006; Yuki et al, 1993)
vorliegt, konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Jedoch wurde bei
Patient 2 zum Zeitpunkt der Erstmanifestation eine membrandse Glomerulone-
phritis beschrieben. Die Pathophysiologie dieser Erkrankung beruht auf der Ab-
lagerung von Immunkomplexen, bestehend aus gegen Podozytenproteine ge-
richteten Antikdrpern und Antigenen, an der AulRenseite der glomerularen Basal-
membran (Austin et al, 1992; Mellors et al, 1957). Eine Nierenbeteiligung wurde
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in der Literatur in Assoziation mit der CIDP (Kohli et al, 1992; Olbricht et al, 1993;
Witte & Burke, 1987) und dem GBS (Behan et al, 1973; Emsley & Molloy, 2002;
Murphy et al, 1986; Nicholson et al, 1989) beschrieben. Dabei fielen in der Nie-
renbiopsie bei der CIDP eine fokal-segmentale Glomerulosklerose (Olbricht et al,
1993; Quek et al, 2014), beim typischen GBS vor allem Immunkomplex- und
Komplementablagerungen (Behan et al, 1973; Talamo & Borochovitz, 1982) auf.
Bei einer von Quek et al. beschriebenen Patientin mit einer akut beginnenden
Neuropathie mit Nierenbeteiligung (Quek et al, 2014) konnten in einer weiteren
Studie Neurofascin-140, -186 und -155-IgG-Antikorper der Subklassen IgG3 >
IgG4 nachgewiesen werden (Delmont et al, 2017). Diese Patientin zeigte einen
GBS-artigen Beginn passend zu einer Nodo-Paranodopathie. Bei Patient 2 lagen
leider keine Informationen Uber den Befund der Nierenbiopsie vor, es kam aber
zu einer Remission der nephrologischen Erkrankung ohne die Entwicklung einer
chronischen Glomerulosklerose. In der chronischen Phase waren dann bei die-
sem Patienten hauptsachlich Anti-Contactin-1-lgG4-Antikdrper im Serum nach-
weisbar, die keine Bindung an histologische Schnitte murinen Nierengewebes
zeigten (Doppler et al, 2015b). Die Assoziation von IgG3-Antikdrpern mit einer
akuten Nephropathie bei Nodo-Paranodopathien (Delmont et al, 2017) sowie das
Ausbleiben einer Chronifizierung der Nierenerkrankung unter der Anwesenheit
von lgG4-Antikorpern unterstutzen die Hypothese eines Subklassenwechsels
von IgG3 zu IgG4 bei Nodo-Paranodopathien (siehe Kapitel 6.2.1). Dieser ist un-
abhangig fur die membrandse Glomerulonephritis beschrieben (Huang et al,
2013). Ob im akuten Stadium der Nephropathie eine direkte Interaktion der Anti-
korper am Glomerulum und den Podozyten, die sowohl Contactin-1 als auch
Neurofascin exprimieren (Reid et al, 1994, Sistani et al, 2013), ein komplement-
vermittelter oder ein sekundar immunkomplexvermittelter Mechanismus zur Pa-
thologie beitrugen, lasst sich retrospektiv, ohne eine Kenntnis Uber den Biopsie-
befund von Patient 2, nicht untersuchen. Es fehlen daher Studien mit hoherer

Fallzahl und einem prospektiven Ansatz.
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6.4 Klinische Bedeutung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Studie haben eine direkte Bedeutung fur das diagnosti-
sche und therapeutische Prozedere bei Patienten mit GBS und CIDP. Ein Scree-
ning auf Autoantikorper gegen paranodale Proteine sollte bei Patienten mit GBS
und mit CIDP, die einen fir eine Nodo-Paranodopathie typischen Phanotyp auf-
weisen, durchgefuhrt werden. Im Folgenden wird die dazu geeignete Methodik

evaluiert und diese Forderung begrundet.

6.4.1 Evaluation der Screeningmethoden zur Detektion paranodaler

axoglialer Autoantikorper bei inflammatorischen Polyneuropathien

Als Screeningmethoden wurden in dieser Studie ELISAs, immunhistochemische
Farbungen an murinen Zupfnervenpraparaten sowie Einzelfarbungen an trans-
fizierten HEK-293-Zellen durchgefuhrt. Die Eignung dieser Methoden fur den
Nachweis paranodaler Autoantikérper konnte in mehreren Studien bestatigt wer-
den (Kadoya et al, 2016; Ng et al, 2012; Querol et al, 2014; Querol et al, 2013a).
Anti-Contactin-1-1gG-Antikorper konnten im ELISA bei Patient 1-4, in den immun-
histochemischen Farbungen aber nur bei Patient 1-3 nachgewiesen werden. Pa-
tient 4 wies einen niedrigen Anti-Contactin-1-Titer auf. Der ELISA ist somit emp-
findlicher als das immunhistochemische Screening. Ein weiterer Vorteil des ELI-
SAs ist die Mdglichkeit der gleichzeitigen Testung mehrerer Patientenproben auf
ein spezifisches Antigen sowie der geringe methodische Aufwand. ELISAs wer-
den auch in anderen Studien als Screeningmethode vorgeschlagen (Kadoya et
al, 2016). Allerdings fehlen bisher Standardreihen, auf’erdem kommt es bei der
Etablierung von ELISAs fur alle paranodalen Proteine zu methodologischen Li-
mitationen; beispielsweise ist humanes Caspr-Protein zur Beschichtung kommer-
ziell nicht verfigbar. Ein Nachteil der immunhistochemischen Methode hingegen
ist die Notwendigkeit der Fixierung, wodurch die Detektionsrate von humanen
Autoantikdrpern durch Maskierung von Epitopen reduziert werden konnte (Shi et
al, 2001; Stradleigh & Ishida, 2015). Auch die Verwendung murinen Materials
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konnte das Bindungsverhalten der Antikorper beeinflussen. Zwar weisen die Be-
standteile des paranodalen Komplexes Contactin-1/Caspr/Neurofascin-155 bei
Nagetieren und beim Menschen zu Uber 90% identische Aminosauresequenzen
auf (Menegoz et al, 1997; Peles et al, 1997), in mehreren Studien zu paranodalen
Autoantikdérpern wurden jedoch im ELISA Differenzen in der Detektionsrate bei
einer Verwendung von murinen oder humanen Proteinen berichtet (Cortese et al,
2016; Miura et al, 2015). Ein Vorteil der Immunhistochemie liegt allerdings in der
Moglichkeit der direkten Visualisierung der Antikorper-Antigenbindung am
Schnirring und der Moglichkeit des Screenings auf mehrere nodale und parano-
dale Proteine gleichzeitig. Wie in Kapitel 4.6.3.1 und 4.6.3.2 beschrieben wurden
initial auch Einzelfarbungen an transfizierten HEK-293-Zellen als Screeningme-
thode durchgefuhrt. Aufgrund einer durch eine hohe, unspezifische Hintergrund-
farbung erschwerten Auswertung sowie eines hohen methodologischen Aufwan-
des wurde die Einzelfarbungen als Screeningmethode bereits im Verlauf der Ar-
beit verworfen und stattdessen Doppelfarbungen an transfizierten HEK-293-Zel-
len als Bestatigungsmethode verwendet (siehe Kapitel 4.6.3.1). Die Doppelfar-
bung erlaubt einen eindeutigen Nachweis, allerdings eignet sie sich ebenfalls we-
gen des hohen Zeit- und Kostenaufwandes bei einem hohen Materialverbrauch
von Kontrollantikérpern sowie einer nétigen Expertise in der Durchfuhrung und
Auswertung nicht als Routine-Screeningverfahren. Als Material wurden in dieser
Studie sowohl Serum als auch PE-Material verwendet. Der Gesamt-lgG-Gehalt
ist im PE-Material insgesamt niedriger als im Serum, dementsprechend ist auch
der Anti-Contactin-1-Titer bei den Patienten im PE-Material niedriger (siehe Ka-
pitel 5.2 und 5.4.3). Zum Nachweis der Antikorper eignen sich beide Materialien,
zum direkten, interindividuellen Vergleich oder zur intraindividuellen Verlaufsbe-
urteilung sollte allerdings einheitliches Material verwendet werden. ELISA und
Bindungsversuche an Zupfnervenpraparaten kdnnen und sollten zusammenfas-
send parallel entweder mit Serum oder PE-Material als Screeningmethode bei
Patienten mit GBS und CIDP mit Verdacht auf eine Nodo-Paranodopathie durch-
gefuhrt werden. Eine Entwicklung von standardisierten, ELISA-basierten Verfah-

ren ware flr einen multizentrischen Vergleich winschenswert.
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6.4.2 Etablierung neuer diagnostischer Kriterien fir Nodo-Paranodo-

pathien

Wie in Kapitel 6.1.1und 6.2.2 erlautert ist die Nodo-Paranodopathie eine neue
Entitat, die sich aufgrund des charakteristischen Pathomechanismus nicht in die
klassischen, elektrophysiologischen Konzepte einer axonalen oder demyelinisie-
renden Neuropathie (Hadden et al, 1998) einordnen lasst (Fehmi et al, 2017;
Uncini & Kuwabara, 2012). In dieser Studie wurden drei der funf chronisch er-
krankten Patienten initial als klassische AIDP diagnostiziert, entwickelten im Ver-
lauf jedoch eine chronische Erkrankung mit axonaler Schadigung. Ein fruhzeiti-
ges Screening auf nodale oder paranodale Autoantikdrper in Kombination mit ei-
ner histologischen Diagnostik und gegebenenfalls mit einer Anwendung von mo-
difizierten elektrophysiologischen Kriterien fur GBS-Unterformen (Rajabally et al,
2015) konnten helfen, Fehldiagnosen zu vermeiden und schneller eine adaquate
Therapie einzuleiten (siehe Kapitel 6.4.3). Es sollten daher neue diagnostische
Kriterien fir Nodo-Paranodopathien etabliert werden. Dazu sind allerdings wei-

tere Studien natig.

6.4.3 Implikationen eines Autoantikorperscreenings auf eine Off-La-

bel-Therapie mit Rituximab und einen Therapieversuch mit IVIG

Rituximab wird bei der CIDP generell nur vereinzelt und probatorisch als Off-La-
bel-Therapie verabreicht (siehe Kapitel 3.1.6.3). Bei drei Patienten dieser Studie
wurde bei einem konkreten Verdacht auf eine autoantikdrpervermittelte Erkran-
kung eine Rituximabtherapie durchgefuhrt und evaluiert. Bei Patient 2 zeigten
sich darunter Nebenwirkungen, die zum Therapieabbruch fuhrten. Eine langfris-
tige Evaluation des Therapieansprechens ist daher - zusatzlich zu einem er-
schwerten Assessment bei unregelmafigen Follow-Up-Untersuchungen - nicht
moglich. Auffallig ist aulerdem, dass bereits vor der Rituximab-Therapie im Se-
rum und PE-Material des Patienten keine Autoantikdrper mehr nachweisbar wa-

ren. Ein B-Zell-Anteil im peripheren Blut von nur 3% bei Patient 2 kann die Ursa-
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che des negativen Nachweises von Autoantikérpern sein; die Ursache dieser Re-
duktion ist unklar. Der B-Zell-Anteil im peripheren Blut zum Zeitpunkt der Ab-
nahme des PE-Materials mit einem Anti-Contactin-1-Titer von 1:2000 wurde nicht
bestimmt, daher fehlt ein Vergleichswert. Eine weitere Ursache fur das Ver-
schwinden der Autoantikorper konnte in dem klinisch eher schubférmig beschrie-
benen Verlauf bei Patient 2 im Vergleich zu einem kontinuierlich chronisch pro-
gredienten Verlauf bei den anderen Patienten (Patient 3 und 5) liegen. Mdglich-
erweise wurden bei Patient 2 nicht dauerhaft Autoantikorper produziert, daher

waren diese zum Zeitpunkt der Follow-Up-Untersuchung nicht nachweisbar.

Bei den konsequent mit Rituximab behandelten Patienten dieser Studie (Patient
3 und 5) zeigte sich bei Patient 3 eine zeitweise Titerreduktion der Anti-Contactin-
1-Autoantikorper von 1:10.000 auf 1:500, bei Patient 5 ein vollstandiges Ver-
schwinden der Anti-Caspr-Autoantikorper. Der Unterschied ist wohimdglich auf
den erhdhten Anteil von B-Zellen im peripheren Blut (26% vor Therapiebeginn,
Normwert < 25%) bei Patient 3 mit einem nur teilweisen Therapieansprechen und
einer Reduktion des B-Zell-Anteils zeitweise auf 3% zurtuckzuflihren. Bei Patient
5 hingegen lag der B-Zell-Anteil vor der Therapie mit 14% im Normbereich und
konnte unter der Therapie auf nicht nachweisbare Werte reduziert werden. Der
Wiederanstieg des Titers bei Patient 3 vor Gabe des letzten Erhaltungszyklus
konnte eine Verklrzung der Therapieintervalle bei einer nicht suffizienten B-Zell-
Depletion implementieren, aber auch eine schwankende Produktion der Autoan-
tikdrper ware denkbar. Bei der Anti-Musk-lgG4-positiven Myasthenia gravis kor-
reliert die Antikdrperlast mit der klinischen Besserung (Diaz-Manera et al, 2012).
Auch bei den Patienten dieser Studie kam es parallel zum Absinken des Antikor-
pertiters zu einer deutlichen klinischen und elektrophysiologischen Befundbesse-
rung (siehe Kapitel 5.4.4 und 5.6.4). Die Persistenz der Autoantikorper bei Patient
3, wenn auch in geringerer Menge, kénnte die nur malkige motorische Besserung
mit einer Besserung des MRC-Summenscores um nur 1-4 Punkte bei Patient 3
im Vergleich zur starken Rekonvaleszenz bei Patient 5 (Anstieg des MRC-Sum-
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menscores von 44 auf 54 Punkte) erklaren. Die prolongierte Erholung der moto-
rischen Symptome bei beiden Patienten lasst sich aullerdem auf die bereits statt-
gehabte axonale Schadigung zurlickfuhren. Die sensiblen Symptome waren hin-
gegen bei beiden Patienten parallel zur Antikérperreduktion beziehungsweise -
entfernung stark rucklaufig, der neuropathische Schmerz bei Patient 5 ver-
schwand bereits kurz nach Therapiebeginn. Dies fluhrte zu einer starken funktio-
nellen Verbesserung und zu einem deutlichen Anstieg der Lebensqualitat beider
Patienten. Auch andere Studien sprechen fur eine hohe Wirksamkeit von Rituxi-
mab bei IgG4-Autoantikorper-vermittelten Nodo-Paranodopathien (Delmont et al,
2017; Querol et al, 2015). Rituximab scheint allgemein besonders erfolgreich bei
IgG4-vermittelten Erkrankungen zu wirken (siehe Kapitel 3.1.6.3); die Ursache ist
allerdings bisher unklar. Eine rechtzeitige Detektion der paranodalen Autoanti-
korper mit einer Subklassenbestimmung ist daher wichtig und besonders in fru-
hen Stadien der Erkrankung essentiell, um gegebenenfalls zeithah eine Rituxi-
mab-Therapie einleiten zu konnen und so eine schwere sekundare axonale

Schadigung nach der initialen Leitungsstorung zu verhindern.

In der akuten Phase ist die Differenzierung zwischen einem GBS und einer CIDP
mit einem GBS-artigen Beginn nicht zweifelsfrei moglich (Ruts et al, 2010), daher
ist es sinnvoll, alle GBS-Patienten einem Screening zu unterziehen. Bei den
CIDP-Patienten ist die Pravalenz von Autoantikdrpern gegen paranodale axogli-
ale Strukturen in der Gesamtkohorte gering und korreliert zusatzlich mit einem
typischen klinischen Phanotyp. Es ware daher ein Screening zu erwagen, wenn
Charakteristika wie ein GBS-artiger Beginn, eine Ataxie, ein Tremor, eine
schwere axonale Schadigung, eine schwere klinische Beeintrachtigung, ein
schlechtes Ansprechen auf IVIG, ein junges Erkrankungsalter oder neuropathi-
sche Schmerzen vorliegen. Dieses Vorgehen wird ebenfalls von anderen Autoren
empfohlen (Dalakas & Gooch, 2016). Zudem kann Uber die Bestimmung der Sub-
klasse das therapeutische Prozedere abgewogen werden: Beim Vorliegen von
IgG3-Antikorpern ware unter der Annahme eines komplementvermittelten Me-

chanismus (siehe Kapitel 6.2.2 und 6.2.3) eine initiale Therapie mit IVIG sinnvoll,
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in der chronischen Phase beim Vorliegen von IgG4-Antikdrpern ist wohimdglich
eine PE-Therapie einer Therapie mit IVIG vorzuziehen und bei fehlenden Kont-
raindikationen nach Abwagung eine Rituximab-Therapie einzuleiten. Ein adaqua-
tes Monitoring zum frahzeitigen Erkennen therapieinduzierter Nebenwirkungen
und regelmafRige Follow-Up-Untersuchungen sind allerdings essentiell. Ebenso
sind groldere, prospektive und randomisiert-kontrollierte Studien zur Evaluation
der Wirksamkeit von Rituximab bei Nodo-Paranodopathien nétig. Auch weitere,
neue Vertreter der B-Zell-zielgerichteten Immuntherapie wie Ocrelizumab oder
Ofatumumab (van Meerten & Hagenbeek, 2010) waren mdgliche, zu evaluie-

rende Therapieoptionen bei der IgG4-assoziierten Nodo-Paranodopathie.
6.5 Ausblick

Das Gebiet der Nodo-Paranodopathien mit Autoantikdrpern gegen nodale und
paranodale axogliale Proteine ist ein neues Konzept in der Klassifikation der a-
xonalen oder demyelinisierenden inflammatorischen Neuropathie. Die Anti-Neu-
rofascin-155-1gG4-positive Nodo-Paranodopathie wurde als erste Unterform die-
ser Entitat (Devaux et al, 2012; Ng et al, 2012; Pruss et al, 2011) beschrieben
und bisher am haufigsten, auch bereits im Rahmen einer multizentrischen Studie,
histopathologisch und klinisch charakterisiert (Cortese et al, 2016; Delmont et al,
2017; Devaux, 2012; Devaux et al, 2016; Itaya et al, 2016; Kadoya et al, 2016;
Kawamura et al, 2013; Koike et al, 2017; Mathey et al, 2017; Ng et al, 2012;
Ogata et al, 2015; Querol et al, 2014; Vallat et al, 2017). Hinweise auf die Patho-
genitat liefern Studien am Tiermodell der experimentellen autoimmunen Neuritis,
in denen eine klinische Verschlechterung (Ng et al, 2012; Yan et al, 2014) und
zusatzlich eine elektrophysiologische Leitungsstorung sowie Anti-Neurofascin-
155-Ablagerungen an den Schnurringen nach Antikdrperinjektion beobachtet
wurden (Ng et al, 2012; Yan et al, 2014). Bei der Anti-Contactin-1-positiven Neu-
ropathie wurden bisher von anderen Gruppen nur Studien mit einer Pradominanz
von 1gG4-Antikérpern veroffentlicht (Devaux et al, 2016; Koike et al, 2017,
Labasque et al, 2014; Miura et al, 2015; Querol et al, 2013a). Es zeigen sich hier

nicht nur Unterschiede in der Beschreibung des klinischen Phanotypes bezuglich
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der sensiblen Ataxie, des Tremors und des Therapieansprechens, sondern vor
allem Unterschiede in der Subklassenzusammensetzung und im Komplement-
bindungsverhalten durch Anti-Contactin-1-Autoantikorper. Unklar ist auRerdem
die Assoziation der Anti-Contactin-1-positiven Nodo-Paranodopathie mit autoim-
munen Nierenerkrankungen. Des Weiteren existiert bisher nur eine Studie am
Tiermodell, bei der eine klinische Verschlechterung, eine nodale Architektursto-
rung und eine Leitungsstorung nach IgG4-Antikorperinjektion beschrieben wurde
(Manso et al, 2016). Die Leitungsstorung wurde auf eine funktionelle Stérung am
axoglialen paranodalen Komplex durch die Antikorper zurtickgefuhrt (Labasque
et al, 2014). Sowohl zur weiteren klinischen Charakterisierung als auch beson-
ders zum Verstandnis des Pathomechanismus und dessen Abhangigkeit von der
IgG-Subklasse sind weitere klinische und experimentelle Daten notig. Anti-
Caspr-Autoantikorper wurden in dieser Studie erstmals isoliert nachgewiesen
und mit einem klinischen Phanotyp assoziiert, zuvor wurden nur Contactin-
1/Caspr-Komplexantikorper bei einem Patienten mit CIDP nachgewiesen (Querol
et al, 2013a). Kirzlich erfolgte auch in einer anderen Studie die Detektion von
Anti-Caspr-Autoantikérpern bei 1% (2 von 246) aller untersuchten CIDP-Patien-
ten, allerdings ohne die Angabe klinischer Daten (Delmont et al, 2017). Ange-
sichts der geringen Fallzahlen sind hier groRere Studien zum Screening auf Anti-
Caspr-Autoantikorper bei Patienten mit inflammatorischen Neuropathien natig.
Auch Studien zum Screening nach weiteren nodalen, paranodalen und juxtapa-
ranodalen Proteinen wie Neurofascin-140, Neurofascin-186, Gliomedin, Con-
nexin-32, Caspr2 oder Contactin-2 sind sinnvoll, da Uber die Pravalenzen dieser
Autoantikorper bei inflammatorischen Neuropathien bisher wenig bekannt ist
(vergleiche Tabelle 8). Multizentrische, prospektive Studien mit einer groReren
Fallzahl kdnnten auRerdem einen mdglichen Subklassenwechsel im Krankheits-
verlauf beurteilen sowie das Therapieansprechen bei der Nodo-Paranodopathie
abhangig von der Subklasse evaluieren und sind somit zum besseren Verstand-
nis dieser neuen Krankheitsentitat sowie zur Entwicklung neuer diagnostischer

und therapeutischer Strategien notwendig.
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