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1 Einleitung

1.1  Definition der Polyneuropathie (PNP)

Der Begriff Polyneuropathie (PNP) beschreibt die Erkrankung mehrerer peri-
pherer Nerven unterschiedlicher Atiologie und Pathophysiologie, die mit einer
Funktionseinschrankung einhergeht.

PNP zahlen zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen. Die Pravalenz
der PNP variiert zwischen 2 und 4 %, in der Altersgruppe der Uber 55-jahrigen
steigt die Pravalenz auf bis zu 8% (Beghi & Monticelli, 1998; Martyn & Hughes,
1997).

PNP treten oftmals als Begleiterkrankung auf. Im Rahmen polytoper, systemi-
scher Erkrankungen kommt es zur primar axonalen Degeneration oder zu pri-
mar entmarkenden, demyelinisierenden segmentalen Prozessen peripherer

Nervenwurzeln, Nervenstamme und/oder Nervenaste.

Als generalisierte Erkrankungen des peripheren Nervensystems (PNS) konnen
PNP entsprechend der Funktionsweisen des PNS zu sensiblen, motorischen
und/oder autonomen Ausfall- oder Reizerscheinungen fuhren (Heuss et al.,
2012).

1.2 Aufbau des peripheren und zentralen Nervensystems

Das Nervensystem wird anatomisch in das zentrale und das periphere Nerven-
system unterteilt.

Zum zentralen Nervensystem (ZNS) zahlen Gehirn (ohne Hirnnervenkerne) und
Ruckenmark (ohne Vorderhornganglienzellen). Das periphere Nervensystem
(PNS) umfasst neben Hirnnervenkernen und Ruckenmark die motorischen,

sensiblen und autonomen Nervenfasern samt Schwann-Zellen und gangliona-



ren Satellitenzellen, Blut- und Lymphgefalie sowie Bindegewebszellen des Pe-
ri- und Epineuriums (Feldman et al., 2005; Heuss et al., 2012).

Je nach Grad der Myelinisierung und Geschwindigkeit der Ubertragung von Ak-
tionspotentialen afferenter Nervenfasern werden AB-, Ad- und C-Fasern unter-
schieden, die entsprechend ihrer sensiblen Modalitaten weiter differenziert wer-
den konnen. AB-Fasern innervieren als sensible Nervenendigungen die Mecha-
no- bzw. Druckrezeptoren (Merkel-Zellen) im Stratum basale der Epidermis. Als
berihrungsempfindliche Sensoren reagieren sie auf Druck, Dehnung oder Be-
wegung von Haarfollikeln. Ad- und C-Fasern beinhalten Thermo- und Nozizep-
toren. Thermosensoren reagieren auf Warme- und Kaltereize der Haut, die oft-
mals polymodalen Neurone der Nozizeptoren werden durch eine Vielzahl sen-
sorischer Stimuli aktiviert (Lumpkin & Caterina, 2007; Provitera et al., 2007).



1.3  Klinisches Erscheinungsbild der PNP

Das klinische Erscheinungsbild einer PNP ist vielfaltig. Je nach beteiligtem Nerven-

fasertyp und Schadigungsmuster kommt es zu einer Vielzahl an Symptomen.

PNP beginnen meist distal symmetrisch mit mehrheitlich sensibler Symptomatik. Je
nach Atiologie sind ein proximaler oder asymmetrischer Befall oder auch eine tber-
wiegend motorische Beteiligung moglich. Das distal symmetrische Verteilungsmuster
mit Uberwiegend sensomotorischer Komponente gehort zu den haufigsten Formen
der PNP. Motorische Nervenfasern sind seltener bzw. erst im fortschreitenden Ver-
lauf der Krankheit betroffen (Heuss et al., 2012).

Initiale Symptome fihren zumeist zu sensiblen Reiz- und Ausfallerscheinungen, die
zu Kribbeln, Jucken, Pelzigkeit, Brennen, Schmerzen, Taubheitsgefuhl der Zehen
bzw. FUl3e, Kalte- oder Warmeempfinden u.a. fuhren (Positiv-Symptomatik). Diese
Parasthesien sind uberwiegend ,sockenformig” an den unteren Extremitaten sowie

,handschuhformig“ an den oberen Extremitaten lokalisiert.

Daneben kommt es aufgrund von Schadigungen afferenter Nervenfasern zu sensib-
len Negativsymptomen, die vornehmlich distal zu einer Abnahme des Vibrationsemp-
findens oder zu einer Beeintrachtigung der epikritischen Qualitaten an Zehen, Ful3-
sohlen und Fingerkuppen fuhren. Koordinierte Bewegungsablaufe in Stand und Gang
sind gestort (Benatar, 2006; England & Asbury, 2004; Wasner, 2012; Watson &
Dyck, 2015).

Ein typisches Charakteristikum der PNP ist der Ausfall der Muskeleigenreflexe. Ein
beidseitig fehlender Achillessehnenreflex (ASR) tritt meist zuerst in Erscheinung. Re-
flexausfalle an Patellarsehne (PSR) oder an den oberen Extremitaten treten erst bei
fortschreitender Erkrankung auf, wohingegen pathologische Reflexe fur eine PNP

nicht typisch sind.

Die Beteiligung autonomer Nervenfasern fuhrt u.a. zu efferenten Ausfallerscheinun-
gen wie Hypo-/Anhydrosis, kardiovaskularen Stoérungen (Tachykardie), urogenitalen
Dysfunktionen (u.a. Blasenentleerungsstorungen) sowie zu Beeintrachtigungen der
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Afferenzen in Form einer fehlenden Reaktion des Organismus auf Schmerz (z.B. bei
einer Koronarischamie) oder metabolische Storungen (Hypoglykamie) (Gehlen &
Delank, 2010).

1.4 Klassifikationen und Atiologie der PNP

PNP konnen mit Hilfe folgender Kriterien eingeordnet werden (Heuss et al., 2012):

o zeitlicher Verlauf und Dauer der Symptomatik
akut (< 4 Wochen)
subakut (4-8 Wochen)
chronisch (> 8 Wochen)

e beteiligte Nervenfaserklassen

motorisch — sensibel — autonom — sensomotorisch

e Verteilung der Symptome

symmetrisch — asymmetrisch

distal — proximal

e Schadigungsmuster

axonal — demyelinisierend

e Atiologie
erworben - hereditar

Die Atiologie von PNP ist vielfaltig. Generell wird zwischen den erworbenen, d.h. als
Folge einer Erkrankung aufgetretenen PNP, und den selteneren hereditaren Neuro-

pathien unterschieden.



Die neurotoxischen Eigenschaften der metabolischen Stoérungen des Diabetes melli-
tus stellen mit einer Pravalenz 10-50% die haufigste Ursache fur erworbene PNP in
Industriestaaten dar (Beghi & Monticelli, 1998; Hughes, 2002; Partanen et al., 1995;
Watson & Dyck, 2015; Young et al., 1993). Daneben finden sich u.a. PNP exogen-
toxischer, infektioser, immunologischer, vaskularer, paraneoplastischer sowie heredi-
tarer Genese. Bei bis zu 20% der PNP bleibt die Atiologie unklar (Cifuentes-Diaz et
al., 2011; Heuss et al., 2012; Mold et al., 2004).

Die toxische Schadigung durch Medikamente, Genussmittel, industrielle Schadstoffe
und andere Noxen fuhrt Uberwiegend zu einer primar axonalen Schadigung mit ge-

mischt sensiblen und motorischen PNP.

Chronischer Alkoholabusus kann aufgrund der damit einhergehenden Toxizitat zu
axonalen, langsam progredienten, distal betonten PNP fuhren. In Kombination mit
dem bei Alkoholkranken haufig vorkommenden Thiaminmangel, bildet sich eine vor-
nehmlich axonale PNP heraus, die oftmals von motorischen Ausfallerscheinungen
begleiten wird und zunehmend progredient verlaufen kann (Blackstock et al., 1972;
Dyck et al., 1968; Tredici & Minazzi, 1975) .

Eine medikamenteninduzierte PNP kann bei einer Vielzahl von Arzneimitteln auftre-
ten. Immunmodulierende Medikamente (z.B. Thalidomid, Tacrolismus) konnen mitun-
ter zu sensiblen, polyneuropathischen Symptomen fuhren (England & Asbury, 2004;
Plasmati et al., 2007). Die neuroonkologischen Substanzen Vincristin und Cisplatin
konnen ebenfalls eine PNP hervorrufen (England & Asbury, 2004; Herrlinger et al.,
2010).

Autoimmun bedingte PNP wie das Guillain-Barré-Syndrom (GBS), die akute motori-
sche axonale Neuropathie (AMAN), akute motorische und sensible Neuropathie
(AMSAN), die chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
(CIDP), die multifokale motorische Neuropathie (MMN) sowie die multifokal erworbe-
ne, demyelinisierende sensible und motorische Neuropathie (MADSAM) resultieren
in einer entzindlichen Autoimmunreaktion gegen Komponenten des peripheren Mye-

lins.



Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) fuhrt mit einer jahrlichen Inzidenz von 0,5-2 Fal-
len pro 100000 Einwohnern zu einer akuten, inflammatorischen und demyelinisieren-
den PNP. Der Erkrankung gehen haufig virale oder bakterielle Infekte der oberen
Atemwege bzw. des Gastrointestinaltraktes voraus (Hughes et al., 2007; Loffel et al.,
1977). Die akute motorische axonale Neuropathie (AMAN) sowie die akute motori-
sche und sensorische Neuropathie (AMSAN) sind weitere, wenn auch seltene Ver-
laufs- und Sonderformen des Guillain-Barré-Syndroms. lhnen liegt oftmals eine
ebenso immunvermittelte Nervenaffektion zugrunde, die zu einer relativ schnellen
aufsteigenden Parese fuhren kann. Je nach Schwere des Befalls von Axonen als
auch Vorder-und Hinterwurzeln variiert der Grad der Wiederherstellung (Hiraga et al.,
2003; Hiraga et al., 2005)

Die CIDP tritt mit einer Pravalenz von 0,5 - 1 pro 100000 Einwohnern auf. Zwar ist
von einem Autoimmunprozess auszugehen, die genaue Pathogenese ist jedoch
noch weitgehend unklar (Ho et al., 1999; Vallat et al., 2010).

Die multifokale motorische Neuropathie (MMN) stellt eine rein motorische Form der
entzundlichen Neuropathien dar. Die Klinik umfasst neben progredienten, asymmet-
rischen Paresen mit Atrophien (Bein- und Armschwache, asymmetrische Paresen
der Arme) gelegentlich auch Faszikulationen. Atrophe Paresen und Faszikulationen
als Fruhzeichen der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) erschweren mitunter eine
differentialdiagnostische Unterscheidung zur MMN (Van Asseldonk et al., 2005).

Die multifokale erworbene, demyelinisierende sensible und motorische Neuropathie
(MADSAM) ist eine weitere Variante der immunvermittelten Neuropathien. Klinisch
zeigt sie sich als asymmetrische sensible und motorische Neuropathie an Armen und
Beinen. Zunehmend progredient, fuhrt die Erkrankung innerhalb von Monaten oder
Jahren oft zu erheblichen Einschrankungen. Als Differentialdiagnosen sind spinale
Muskelatrophie und amyotrophe Lateralsklerose abzugrenzen, welche jedoch rein
motorische Erkrankungen darstellen.

Die Gruppe der autoimmunbedingten Kollagenosen manifestiert sich in erster Linie
an Haut, Gelenken und inneren Organen, ein Befall des Nervensystems ist jedoch
nicht selten. Peripher kdnnen sowohl isolierte Mononeuropathien, eine Mononeuro-



pathia multiplex als auch symmetrische PNP in Erscheinung treten. Auch die primar
chronische Arthritis kann durch begleitende Arteriitiden zu PNP fuhren (Florica et al.,
2011; Hietaharju et al., 1993).

Das Sjogren-Syndrom, eine chronisch-entzundliche Autoimmunerkrankung mit pri-
marer Affektion von Speichel- und Tranendrisen sowie rheumatischen Gelenkbe-
schwerden, zeigt neben zentralnervosen Komplikationen z.T. auch Symptome einer
PNP (Gemignani et al., 1994).

Die atiologisch und morphologisch heterogene Gruppe der Vaskulitiden manifestiert
sich histologisch mit Entzindungen und Nekrosen von BlutgefalRen. Zentralnervose
sowie extrazerebrale Beteiligung in Form von Poly- und Mononeuropathien konnen
das Organ der ersten fokalen Manifestation sein (Weyand & Goronzy, 2003). Das
Churg-Strauss-Syndrom, eine granulomatose, nekrotisierende Vaskulitis mit Eosino-
philie, weist neben dem Leitsymptom der pulmonalen Manifestation haufig auch eine
periphere Beteiligung in Form einer Mononeuritis multiplex auf (Rosenbaum, 2001).
Neben PNP bei systemischen Vaskulitiden gibt es nicht-systemische Vaskulitiden,
die nur das periphere Nervensystem betreffen.

Mangel- und Fehlernahrung stellt in westlichen Landern eine seltene Ursache fur
PNP dar, mit Ausnahme des Vitamin-B12-Mangels, welcher vor allem bei alteren
Menschen haufig ist. In Industrielandern ist ein Vitaminmangel meist auf Alkoholabu-
sus zuruckzufuhren, die neurotoxische Wirkung ist unter anderem Folge einer Man-
gelernahrung. Ein Mangel an Thiamin (Vitamin-B1), Niacin, Vitamin-B12 und Vitamin-
E fGhrt mit einer Pravalenz von 2-8% zu PNP (Saperstein et al., 2003; Smith &
Singleton, 2004).

Paraproteinamien finden sich bei circa 10% der demyelinisierenden PNP. Mehr als
die Halfte der Betroffenen hat eine monoklonale Gammopathie ungeklarter Signifi-
kanz (MGUS), ein Drittel der Patienten hat eine diagnostizierte hamatologische
Grunderkrankung (Ropper & Gorson, 1998; Van den Bergh et al., 2010).

Bei den hereditaren PNP sind mehr als 40 verschieden Genmutationen beschrieben.
Die aulRerordentliche Heterogenitat der genetisch bedingten PNP erfordert zwecks



atiologischer Diagnostik eine eingehende Familienanamnese sowie neben Elektro-
physiologie gelegentlich auch nervenbioptische, stoffwechselchemische und geneti-
sche Untersuchungen. Die hereditare motorische und sensible Neuropathie (HMSN)
ist die haufigste Form der hereditaren Neuropathien mit einer Pravalenz von 1:2500.
HMSN unterteilt sich aufgrund unterschiedlicher Charakteristika u.a. hinsichtlich Erb-
gang, Krankheitsbeginn, Symptomatik, Ergebnisse aus Elektrophysiologie und Haut-
und Nervenbiopsie. CMT 1A ist der am haufigste vertretene HSMN-Typ gefolgt von
CMT X1, HNPP, CMT 1B sowie CMT 2A (Reilly & Shy, 2009; Saporta et al., 2011).



1.5 Diagnostik der PNP

Anamnese, Schilderung der Beschwerdesymptomatik und klinische Untersuchung
bilden die Basis der klinischen (Differential-) Diagnostik einer PNP sowie zu deren
Einteilung in unterschiedliche Manifestationstypen (England & Asbury, 2004; Heuss
et al., 2012; Watson & Dyck, 2015).

Die Anamnese bei Verdacht auf PNP beinhaltet eine Familienanamnese, Abklarung
internistischer Vorerkrankungen, Hinweise auf exogen-toxische Einflisse (Alkohol,
Drogen, Medikamente) sowie Exploration moglicher schadlicher Expositionen am
Arbeitsplatz. Die Erfassung des neurologischen Ausfallmusters wie Sensibilitats- und
Reflexstorungen, Gleichgewichts- und Koordinationsstorungen oder motorische Defi-

zite gibt erste Hinweise auf charakteristische polyneuropathische Muster.

Laboratorische Basisuntersuchungen sollten zunachst primar haufige Ursachen von
PNP erfassen. Dazu zahlt die Erhebung folgender Parameter: BSG, CRP, Differenti-
alblutbild, Elektrolyte, Nieren-/Leberwerte, TSH, Serumelektrophorese mit Immunfi-
xation, Bence-Jones-Proteinurie. Stets sollte mittels Nuchternblutzucker, oralem Glu-
kosetoleranztest sowie HbA1c ein Diabetes mellitus ausgeschlossen werden. Patho-
logische Werte fur Transaminasen und MCV kdnnen den Verdacht auf eine alkohol-
induzierte PNP lenken. Ein Vitamin B 12-Mangel konnte den Verdacht auf eine funi-
kulare Myelose begrinden. Je nach Untersuchungsergebnis und klinischem Ver-
dacht, kann die laboratorische Basisdiagnostik erweitert werden (Rheumafaktor, (Au-

to-) Antikorper, Immunkomplexe, Liquoranalyse u.a.).

Elektrophysiologische Untersuchungen (Elektromyographie, Elektroneurographie)
ermoglichen die Klassifikation der PNP nach Schadigungsmuster (axonal oder
demyelinisierend), beteiligten Nervenfaserklassen (motorisch, sensibel, sensomoto-

risch), sowie Verteilungsmuster (symmetrisch, asymmetrisch).

Erganzend kann mit quantitativen sensorischen Tests (QST) an Handen und FufRen
die Reizschwelle dunn-myelinisierter A-Delta Fasern und unmyelinisierter C-Fasern
erfasst werden (Magerl et al., 2010; Rolke et al., 2006). Die Funktion grof3- und klein-
kalibriger Nervenfasern in der Haut sowie die Weiterleitung und -verarbeitung von
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Stimuli in Rickenmark und Gehirn wird untersucht. Individuell unterschiedliche ther-
mische und mechanische Wahrnehmungs- und Schmerzschwellen in der Haut wei-
sen auf Symptome hin, die auf pathologischen neurobiologischen Mechanismen in
Folge von Neuropathien basieren (mechanische/thermische Hyperalgesie, mechani-
sche Allodynie u.a.). Die Testung der Sensibilitat der Haut gegenuber Warme- und
Kaltereizen, Beruhrungen, mechanischen Reizen (mittels spitzen und stumpfen Na-
deln) und Vibration liefert ein individuelles diagnostisches Profil, das wichtige Infor-
mationen uber neurologische Ausfallmuster im Rahmen von Nervenschadigungen

unterschiedlicher Genese liefert.

Hautstanzbiopsien kdnnen je nach Verteilungsmuster an ausgewahlten Stellen des
Korpers erfolgen und ermoglichen die quantitative bzw. semi-quantitative Analyse
der dermalen Innervation (Lauria, 2010). Kann bei progredienter PNP oder Verdacht
auf inflammatorische PNP mit weniger invasiven Methoden keine Diagnose gestellt
werden, bietet die Biopsie des rein sensiblen Nervus suralis eine weitere diagnosti-
sche Mdoglichkeit (Collins et al., 2000; Sommer et al., 2010).

Genetische Untersuchungen sind bei positiver Famillienanamnese und Anzeichen
hereditarer PNP indiziert (Reilly & Shy, 2009; Saporta et al., 2011).

1.6 Hautbiopsien als minimal-invasives Instrument der molekularen Analyse

von Nervenfasern

Die klinisch-neurologische PNP-Basisdiagnostik wird je nach Fragestellung um elekt-
rophysiologische Untersuchungen (Neurographie, Elektromyogramm) erganzt. Mit
der konventionellen Neurographie werden allerdings lediglich myelinisierte Nervenfa-
sern grof3eren Durchmessers erfasst. Nervenfasern kleineren Kalibers und freie Ner-
venendigungen, die sich in der Peripherie befinden, werden nicht erfasst (Heuss et
al., 2012; Provitera et al., 2007; Sommer, 2001).

Sofern bei progredienter PNP mit weniger invasiven Methoden keine Diagnose ge-

stellt werden kann, erfolgt oftmals die invasive, chirurgische Biopsie des Nervus su-
ralis (England et al., 2009; Heuss et al., 2012; Sommer et al., 2010).
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Hautbiopsien haben sich als weniger invasive Erganzung zur Suralisbiopsie mit ei-
nem geringen Nebenwirkungsrisiko entwickelt. Die Analyse unmyelinisierter Nerven-
fasern in Hautproben wurde erstmals durch Antikorper gegen das zytoplasmatische,
neuronale Protein PGP 9.5 (protein gene product) ermdglicht (Dalsgaard et al., 1989;
Lauria et al., 2004; Nolano et al., 2003; Rode et al., 1985). Hautbiopsien erweitern
die Diagnostik bei einer progredienten, neuropathischen Symptomatik unbekannter
Ursache und z.B. klinischem Verdacht auf eine Small-fiber-Neuropathie (SFN)
(Baron et al., 2010).

Immunohistochemie ermdglicht die Analyse von kleinen und gro3en Nervenfasern.
Fasern kleinen Durchmessers sind in Form von freien, dunn-myelinisierten sowie
unmyelinisierten Nervenendigungen in dermalen und epidermalen Hautschichten
lokalisiert. Die Morphologie dermaler Nervenfasern Iasst sich in der Haut gezielt un-
tersuchen (Heuss et al., 2012; Polydefkis et al., 2002; Provitera et al., 2007).

Die Diagnose einer SFN aus der Hautbiopsie basiert auf der Ermittlung der intraepi-
dermalen Nervenfaserdichte (IENFD). Bei Patienten mit SFN konnte durch Nachweis
einer Reduktion der intraepidermalen Nervenfaserdichte (IENFD) die Erkrankung mit

hoher Sensitivitat und Spezifitat diagnostiziert werden (Koskinen et al., 2005;

VIckova-Moravcova et al., 2008).

Hautbiopsien waren lange Zeit auf die Analyse von unmyelinisierten, intraepiderma-
len Nervenfasern beschrankt. Myelinisierte Nervenfasern wurden bislang wenig un-
tersucht (Myers et al., 2013). Myelinisierte Nervenfasern innervieren in behaarter
Haut vor allem Haarfollikel und vaskulare Strukturen. Da Haarfolikel als Mechanore-
zeptoren fungieren, kann ein Verlust der Innervation durch myelinisierte Nervenfa-
sern ein Indiz fur eine PNP sein (Doppler et al., 2012; Myers et al., 2013; Nolano et
al., 2003; Provitera et al., 2007).

Struktur und genetische Codierung des Myelins von dermalen Nervenfasern und Su-
ralisnerv unterscheiden sich nicht (Sommer & Lauria, 2007). Die Uberprifung von
Krankheitsverlauf oder Therapieerfolg lasst sich mittels Hautstanzbiopsie im Gegen-
satz zur Nervenbiopsie wiederholt durchfuhren (Li et al., 2005; Polydefkis et al.,
2002).
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Das Potential von Hautbiopsien als minimal-invasive Erganzung zur Nervenbiopsie
bei der Untersuchung myelinisierter Nervenfasern wurde bereits in mehreren Studien
aufgezeigt (Nolano et al., 2003; Polydefkis et al., 2002; Provitera et al., 2007). Be-
haarte Haut verfugt Uber eine hohe Dichte unmyelinisierter Nervenfasern. Die Analy-
se myelinisierter Nervenfasern hingegen kann in behaarter Haut aufgrund ihres dort
geringeren Vorkommens erschwert sein (Li et al., 2005). Myelinisierte Nervenfasern
sind in hoherer Dichte in unbehaarter Haut (v.a. der oberen Extremitaten) lokalisiert,
wo sie u.a. die nur in unbehaarter Haut vorkommenden Meissner-Korperchen (Me-
chanorezeptoren fur den Tastsinn) innervieren (Ballin & Thomas, 1969; Bonnaud-
Toulze & Raine, 1980; Nolano et al., 2003; Provitera et al., 2007). Morphologisch
zeigen sich in behaarter und unbehaarter Haut keine Unterschiede (Arroyo &
Scherer, 2000; Myers et al., 2013; Nolano et al., 2003; Provitera et al., 2007; Scherer
& Arroyo, 2002).

Hautbiopsien konnen in der Regel die Ursache der meisten Neuropathien nicht
nachweisen. Oftmals stellt sich die dermale Innervation in demyelinisierenden Neu-
ropathien als normal dar, so dass v.a. bei entzindlichen Neuropathien wie der vasku-
litischen PNP und CIDP neben Elektrophysiologie eine Suralisbiopsie erforderlich
wird (Sommer & Lauria, 2007).
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1.7 Reorganisation nodaler Membranproteine infolge demyelinisierender
PNP

Myelinisierende Schwann-Zellen sind an der Organisation der axonalen Membran
malfdgeblich beteiligt (Arroyo et al., 2002). Die charakteristische Anordnung der mole-
kularen Organisation von Membranproteinen entlang myelinisierter Nervenfasern ist
fur die Fortleitung von Nervenimpulsen von grof3er Bedeutung (Dupree et al., 1999).
Fir die saltatorische Reizweiterleitung ist die molekulare Architektur der Ranvier-
Schnurringe substanziell fur die Axon-Schwann-Zell-Interaktion (Cifuentes-Diaz et
al., 2011; Dzhashiashvili et al., 2007). Myelinisierte Axone enthalten spezifische
strukturelle Regionen mit charakteristischen Membranproteinen: das axonale Initial-
Segment (AIS), Ranvier-Schnurringe (engl. ,Nodes®) sowie Para-, Juxta- und In-
ternodien (Salzer, 1997; Wang et al., 1993; Waxman & Ritchie, 1993).

Das Strukturprotein MBP (myelin basic protein) ist im internodalen Bereich lokalisiert.
MBP ist neben weiteren Myelin-Strukturproteinen an der Bildung des Myelin-Hulle
beteiligt (Poliak & Peles, 2003). Caspr (Contactin-associated-protein bzw. Paranodin)
ist in der paranodalen Region lokalisiert und partizipiert an der Interaktion von
Schwann-Zelle und Axon sowie der elektrischen Isolation der nodalen Region (Myers
et al., 2013; Poliak et al., 1999). Natrium-Kanale konzentrieren sich in der nodalen
Region und sind mafigeblich an der axonalen Depolarisation im Rahmen der Gene-
rierung von Aktionspotentialen beteiligt (Boiko et al., 2001; Caldwell et al., 2000;
Rasband et al., 2003; Sherman & Brophy, 2005). Neurofascin-155 ist an der Organi-
sation axo-glialer Verbindungsstellen der paranodalen Region durch Bindung an den
Caspr-Contactin-Komplex beteiligt (Charles et al., 2002; Sherman et al., 2005).

Bei demyelinisierender PNP erfolgt eine Reorganisation der nodalen Membranprote-
ine mit in der Folge fehlerhafter Axon-Schwann-Zell-Interaktionen. Juxtaparanodale
Proteine waren in vorherigen Studien nach Verlust der axonalen Myelin-Umhullung in
paranodalen Regionen nachweisbar (Arroyo et al., 2002; Poliak & Peles, 2003;
Rasband et al., 1998). Das paranodale Protein Caspr zeigte sich im Tiermodell nach
axonaler Reorganisation diffus Uber den internodalen Bereich verstreut (Scherer &
Arroyo, 2002).
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In humanen Nervenbiopsien wurde zuvor bereits die Moglichkeit der Unterscheidung
von CIDP bzw. CIAP (Chronisch idiopathische axonale PNP) durch Nachweis einer
Dispersion von Caspr als Indikator aufgezeigt (Cifuentes-Diaz et al., 2011). In Ner-
venbiopsien von CIDP-Patienten war Caspr mehrheitlich entlang des Axons nach-
weisbar wahrend sich die Caspr-Farbung in Fallen einer CIAP auf den paranodalen
Bereich beschrankte.

In einer weiteren Studie an humanen Hautbiopsien war eine Dispersion des axonalen
paranodalen Proteins Caspr mehrheitlich bei demyelinisierenden Neuropathien im
Vergleich zu axonalen Neuropathien nachweisbar (Doppler et al., 2013).

Daneben konnte in allen Fallen einer CIDP, die die diagnostischen Kriterien der In-
flammatory Neuropathy Cause and Treatment Group erfullten (INCAT positiv), eine
Dispersion von Caspr beobachtet werden. Zu den INCAT-Kriterien sei auf Hughes et
al. (2001) und Tabelle 18 im Anhang verwiesen. Proben von gesunden Kontrollpro-
banden zeigten hingegen eine symmetrische Anordnung von Caspr auf beiden Sei-
ten der Ranvierschen Schnurringe ohne Nachweis einer Dispersion.

Eine Arbeit an Hautbiopsien von Patienten mit CMT Typ 1A, einer distal symmetri-
schen sensomotorischen PNP infolge von Mutationen des Myelin-Proteins PMP22,
konnte keine Dispersion von Caspr nachweisen (Saporta et al., 2009). Caspr war
sowohl bei CMT-Patienten als auch in Hautproben gesunder Probanden bilateral der
Ranvierschen Schnurringe lokalisiert.

Eine im Tiermodell induzierte Demyelinisierung mit darauffolgender Remyelinisierung
zeigte eine Dispersion nodaler Natrium-Kanale (Dugandzija-Novakovi¢ et al., 1995;
Novakovic et al., 1996). In einer weiteren Studie konnte hingegen im Tiermodell auf-
gezeigt werden, dass die Verteilung von Natrium-Kanalen trotz gestorter Anordnung
von Caspr nahezu unbeeintrachtigt geblieben war (Boyle et al., 2001). Die Eliminati-
on des paranodalen Membranproteins Caspr im Tiermodell resultierte in einer zu-
nehmend diffusen, nodalen Anordnung der Natrium-Kanale (Sherman et al., 2005).
Daneben konnte in weiteren tierexperimentellen Studien eine Desorganisation der

Natrium-Kanale im Bereich von Ranvier-Schnurringen bei akuter inflammatorischer
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demyelinisierender Polyneuropathie (AIDP) und akuter motor axonaler Neuropathie
(AMAN) aufzeigt werden (Novakovic et al., 1998; Susuki et al., 2007).

Eine pathologische Veranderung der nodalen Distribution von Natrium-Kanalen in
menschlichen Haut- und Nervenproben als Folge demyelinisierender PNP war hin-
gegen in zahlreichen Studien nicht nachweisbar: Eine Studie an Biopsien des Nervus
peroneus von Patienten mit CIDP bzw. CIAP zeigte eine mehrheitlich unauffallige
Anordnung von Natrium-Kanalen (Cifuentes-Diaz et al., 2011). Sowohl in Nervenpro-
ben von CIDP- als auch von CIAP-Patienten lieRen sich allerdings punktuelle Vertei-
lungen von Natrium-Kanal-Anfarbungen entlang des gesamten Axons immunohisto-
chemisch nachweisen. Das hier beobachtete Verteilungsmuster von Natrium-Kanal-
Farbungen wurde zuvor bereits als Folge einer Remyelinisierung bei regenerieren-

den Axonen nach Nervenverletzung im Tiermodell beschrieben (Foster et al., 1980).

Eine weitere Arbeit untersuchte in Hautbiopsien von Patienten mit demyelinisierender
bzw. axonaler PNP u.a. die Verteilung der Natrium-Kanal-Distribution entlang von
myelinisierten Nervenfasern. Hier wurden keine pathologischen Verteilungsmuster
entlang des Axons beobachtet, die Lokalisation der Natrium-Kanale beschrankte sich
auf die nodale Region im Bereich der Ranvierschen Schnurringe (Doppler et al.,
2013)

In Hautproben von Patienten mit CMT konnte in myelinisierten Nervenfasern eben-
falls keine veranderte Distribution von Natrium-Kanalen nachgewiesen werden. Nat-
rium-Kanale konzentrierten sich im Bereich der Ranvier-Schnarringe (Li et al., 2005).
Eine Dispersion von Natrium-Kanalen vom Ranvier-Schnurring aus in paranodale
bzw. juxtanodale Regionen wurde in einer weiteren Studie an Proben myelinisierter
dermaler Nervenfasern von Patienten mit CMT und CIDP nicht beobachtet (Saporta
et al., 2009). Auch hier waren Natrium-Kanale auf die Region der Ranvier-

Schnurringe begrenzt.

Eine tierexperimentelle Studie zur experimentellen allergischen Neuritis (EAN), ei-
nem Tier-Modell des Guillain-Barré-Syndroms, konnte bei den meisten Nervenfasern
des Plexus lumbalis mit verlangerten Ranvier-Schnurringen eine diffuse Anfarbung
von Natrium-Kanalen aufzeigen (Lonigro & Devaux, 2009).
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Das Membranprotein Neurofascin in dermalen myelinisierten Nervenfasern gesunder
Probanden ist im nodalen und paranodalen Bereich lokalisiert (Doppler et al., 2013).
Eine Dispersion von Neurofascin war v.a. in Fallen demyelinisierender Neuropathien
zu beobachten. Der Nachweis einer Dispersion von Neurofascin entlang Axonen mit
Ranvierschen Schnirringe normaler Lange wurde in der 0.g. Arbeit als ein mdgliches

frhes pathologisches Zeichen gewertet.

Eine weitere Arbeit zur pathologischen Reorganisation des Membranproteins Neuro-
fascin beschrankt sich auf Tierexperimente. Hier konnte im Tiermodell einer demyeli-
nisierenden, experimentellen allergischen Neuritis (EAN) eine verminderte Anfarbung
von Neurofascin an Nerven des Plexus lumbalis aufgezeigt werden (Lonigro &
Devaux, 2009).

Als ein weiteres mogliches Zeichen einer veranderten nodalen Organisation infolge
demyelinisierender PNP wurden in mehreren Arbeiten verlangerte Ranvier-
Schnurringe in dermalen Nervenfasern beschrieben. Autoimmunvermittelte Neuropa-
thien wie z.B. das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) greifen teilweise spezifische Memb-
ranproteine der nodalen und paranodalen Region an. Als frihes pathologisches Zei-
chen einer veranderten nodalen Organisation wurden verlangerte Ranviersche
Schnurringe beschrieben (Griffin et al., 1996). Verlangerte Ranvier-Schnurringe
konnten in Fallen INCAT-positiver CIDP nachgewiesen werden (Doppler et al., 2013;
Saporta et al., 2009). Eine Studie konnte verlangerte Ranvier-Schnurringe in weni-
gen Fallen demyelinisierender Neuropathien nachweisen, axonale Neuropathien wa-
ren hingegen nicht betroffen (Doppler et al., 2012). Eine weitere Arbeit konnte ver-
langerte Ranvier-Schnurringe mehrheitlich in Hautproben von Patienten mit einer
demyelinisierenden Neuropathie aufzeigen. Nur wenige Falle axonaler und gemisch-

ter Neuropathien waren betroffen (Doppler et al., 2013).

Verlangerte Ranviersche Schnirringe wurden in einer weiteren Arbeit bei der Mehr-
zahl der Schnarringe in Hautbiopsien von CIDP-Patienten mit positivem Nachweis
von Anti-Contactin-1 Autoantikdrpern beschrieben (Doppler et al., 2015). Daneben
konnten bei dieser vermutlich durch Autoantikdrper vermittelten Form einer in-
flammatorischen Neuropathie auch eine verminderte Anfarbung der paranodalen
Membranproteine Caspr und Neurofascin beobachtet werden. Patienten mit GBS
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zeigten keine derartig verlangerten Schnurringe bzw. keine verminderte Anfarbung
0.9. Membranproteine. CIDP-Patienten mit negativem Autoantikbrpernachweis wie-
sen eine im Median geringere Anzahl an verlangerten Schnurringen sowie keine

verminderte Anfarbbarkeit 0.g. Membranproteine auf.

1.8 Gewebeinfiltration durch Entziindungszellen bei PNP

Makrophagen und T-Zellen sind als inflammatorische Zellen an der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Entzindungsprozessen durch Ausschuttung pro- und antiin-
flammatorischer Zytokine des Immunsystems (TNF-alpha, Interleukin-Familie IL-1,

IL-2, IL-6, IL-10 u.a.) beteiligt.

Makrophagen gelten als wesentliche Mediatoren inflammatorischer Neuropathien.
Als ein Zeichen demyelinisierender Neuropathien siedeln sich neben den ortsansas-
sigen Makrophagen weitere Makrophagen am Ort der peripheren Nervenschadigung
an. Eine Untersuchung von Patienten mit GBS und CIDP konnte Makrophagen elekt-
ronenmikroskopisch in unmittelbarer Nahe zu Nervenfasern nachweisen. (Griffin et
al., 1993; Griffin et al., 1990). Eine weitere Arbeit wies in peripheren Nervenfasern
von Patienten mit AMAN Makropagen in unmittelbarer Nahe der Ranvierschen
Schnurringe elektronenmikroskopisch nach (Griffin et al., 1996).

T-Zellen setzen nach Schadigung peripherer Nerven proinflammatorische Zytokine
frei und sind u.a. an der Entwicklung neuropathischer Schmerzen beteiligt (Cui et al.,
2000; Moalem et al., 2004). Im Tiermodell demyelinisierender bzw. axonaler PNP
konnte nach mechanisch induzierter Nervenlasion eine Infiltration von T-Zellen und
Makrophagen in naher Beziehung zu peripheren Nerven aufgezeigt werden (Stoll et
al., 2002).
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1.9 Zielsetzung und Fragestellung der Studie

Es sollte untersucht werden, ob sich in Hautproben von PNP-Patienten Veranderun-
gen der nodalen und paranodalen Struktur darstellen lassen. Zudem wurde die Fra-
ge gestellt, ob myelinisierte Nervenfasern in der Haut bei PNP mit Entzindungszel-
len (Makrophagen und T-Zellen) kolokalisiert sind.

1.9.1 Zielsetzung

1. Analyse nodaler Auffalligkeiten an Ranvier-Schnurringen myelinisierter
Nervenfasern
2. Untersuchung myelinisierter Nervenfasern auf Kolokalisation von Ent-

zundungszellen (Makrophagen und T-Zellen)
3. Evaluation der Nutzung von Hautbiopsien als zusatzliches diagnosti-
sches Instrument der PNP-Diagnostik

1.9.2 Hypothese

1. Ranvier-Schnurringe und ihre paranodalen Regionen unterscheiden
sich nach PNP-Subgruppen und Schadigungsmuster.

2. Entzindungszellen (Makrophagen und T-Zellen) sind an myelinisierten
Nervenfasern bei PNP-Patienten lokalisiert.

3. Als minimal-invasives Diagnoseinstrument bieten Hautbiopsien bei

Verdacht auf PNP einen zusatzlichen Nutzen zur Basisdiagnostik.
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2 Material und Methoden

2.1 Einschlusskriterien fiir die Studienteilnahme

Die Teilnahme der Patienten an der Studie erfolgte freiwillig. Nach ausfuhrlicher
mundlicher und schriftlicher Aufklarung sowie ausreichender Bedenkzeit erfolgte das
schriftliche Einverstandnis der Patienten zur Teilnahme an der Studie. Die Befurwor-
tung der Studie durch die Ethikkomission der Universitatsklinik Wurzburg lag vor (Ak-
tenzeichen 1/11).

Im Zeitraum zwischen Oktober 2012 und November 2013 erfolgte die prospektive
Rekrutierung von 92 Patienten, die sich zur diagnostischen Abklarung oder Therapie
einer PNP in der neurologischen Klinik des Universitatsklinikums Wurzburg aufhiel-
ten. Die klinische Diagnostik der Patienten erfolgte analog zu den Leitlinien der Deut-

schen Gesellschaft fur Neurologie (Heuss et al., 2012).

Von jedem Patienten wurden Anamnese, korperliche und neurologische Untersu-
chung sowie neurophysiologische Diagnostik erhoben. An Laboruntersuchungen
wurden kleines Blutbild und Differentialblutbild erhoben, Elektrolyte, Nieren-, Leber-,
Schilddrasenfunktionsparameter, die Entzindungsparameter C-reaktives Protein
(CRP) sowie die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG). Zum Ausschluss einer Gluko-
severwertungsstorung im Sinne eines Diabetes mellitus oder einer Glukoseintoleranz
wurden Nuchternblutzucker und HbA1c-Wert bestimmt sowie ein oraler Glucosetole-
ranztest durchgefuhrt. Zur Abklarung einer funikularen Myelose wurde der Vitamin-B-
12-Spiegel bestimmt. Wahrend des stationaren Aufenthalts erhielten die Patienten
eine erweiterte laboratorische Diagnostik um Hinweise auf Vaskulitiden, Neuroborre-
liose, Paraproteinamie, Sarkoidose, Malresorption oder eine multifokale motorische
Neuropathie zu erhalten. Zur Erganzung der klinischen Untersuchung erhielten die
Patienten eine neurophysiologische Untersuchung der oberen und unteren Extremi-
taten.
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Die Hautstanzbiopsie von Ober- und Unterschenkel wurden als Teil der Standarddi-
agnostik enthommen. Fur die Studie erfolgte als zusatzliche Lokalisation eine Biopsie
des Fingers. Sofern bei progredienter PNP oder Verdacht auf inflammatorische PNP
mit weniger invasiven Methoden keine Diagnose gestellt werden konnte, erfolgte die

Biopsie des Nervus suralis.

Ausschlusskriterien der Studie waren bekannte Kontraindikationen zur Durchfuhrung
einer Hautbiopsie wie z.B. Wundheilungsstorungen oder Entziindungszeichen im zu
biopsierenden Hautgebiet. Patienten mit einer Medikation von Marcumar-Derivaten
sowie therapeutischen Antikoagulantien wie z.B. Heparin wurden aufgrund maoglicher
Blutungskomplikationen nach einer Biopsie von der Studienteilnahme ausgeschlos-
sen. Patienten mit Gewebeproben von Ober- und Unterschenkel jedoch ohne Biopsie
des lateralen Zeigefingers wurden nicht in die Studie einbezogen. Weitere Aus-
schlusskriterien der Studie waren eine bekannte Unvertraglichkeit auf das zu ver-

wendende Haut-Desinfektionsmittel sowie das Lokalanasthetikum.
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2.2 Klinisch-diagnostische Testverfahren zur Erfassung des Schweregrades
von PNP

Der Schweregrad der PNP wurde bei den Studienteilnehmern anhand der klinisch-
diagnostischen Bewertungstests Medical Research Council Score, Overall Disability
Sum Score und dem modifizierten Toronto Clinical Neuropathy Score evaluiert.

2.2.1 Medical Research Council Score (MRC)

Der Medical Research Council Score (MRC) erfasst die Muskelkraftgrade von jeweils
sechs Muskelgruppen der unteren und oberen Extremitat auf einer Skala von 0 (voll-
standige Paralyse) bis 5 (normale Muskelkraft). Anschliel3end erfolgt die Summie-
rung der einzelnen Kraftgrade und Einordnung der Werte auf einer Skala von 0 (Ple-
gie) bis 60 (normale Kraft) (Merkies et al., 2003).

2.2.2 Overall Disability Sum Score (ODSS)

Der Overall Disability Sum Score (ODSS) misst den Grad der Beeintrachtigung der
Arm- und Beinfunktion durch neuropathische Symptome (Merkies et al., 2002). Obe-
re und untere Extremitat werden gesondert bewertet. Die Funktion der Arme wird auf
einer Skala von 0 (normale Funktion) bis 5 (Schwere Symptome in einem oder bei-
den Armen) erfasst. Die Beeintrachtigung fur Beine wird auf einer Skala von 0 (nor-
male Funktion) bis zu einem Maximalwert von 7 evaluiert (Patient verbringt die meis-
te Zeit im Rollstuhl oder Bett, zielgerichtete Bewegungen mit den Beinen nicht mog-
lich). Durch Addition der Werte fur Arme und Beine ergibt sich der ODSS-
Gesamtwert mit einer Spannweite von 0 (Keine Anzeichen einer Funktionsbeein-

trachtigung) bis 12 (maximale Funktionsbeeintrachtigung).

2.2.3 Toronto Clinical Neuropathy Score (TCNS)

Der modifizierte Toronto Clinical Neuropathy Score (TCNS) erfasst quantitativ neuro-
pathische Symptome und sensible Beeintrachtigungen (Bril et al., 2009).
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Symptomale Komponenten wie Fulischmerz, Taubheitsgefuhl, Parasthesien, Mus-
kelschwache, Ataxie und Symptome an der oberen Extremitat werden auf einer Ska-
la von 0 (keine Symptomatik) bis 3 (Symptom vorhanden, interferiert sowohl mit
Wohlbefinden als auch mit Alltagsaktivitaten) erfasst.

Daneben erfolgt die sensible Testung mittels Pinprick, Vibration, Berthrung, Lage-
sinn, Warm-/Kaltdiskrimination auf einer Skala von 0 (normal) bis 3 (Sensorik redu-
ziert bis oberhalb Kndchel und/oder abwesend an den Zehen). Der maximal zu errei-
chende Wert der insgesamt elf Komponenten des TCNS liegt bei 33 Punkten.

2.3 Durchfiihrung der Hautstanzbiopsien

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten erhielten analog zu vorherigen Studien
(Doppler et al., 2013; Li et al., 2005; Myers et al., 2013; Ugeyler et al., 2010) Haut-
stanzbiopsien von folgenden Korperstellen: proximaler Oberschenkel (OS) circa 10-
15 cm distal der Spina iliaca anterior superior, distaler Unterschenkel (US) circa 10
cm proximal des Malleolus lateralis sowie lateraler Zeigefinger (Fi) zwischen inter-
phalangealen und palmophalangealen Gelenk. Jede der in die Studie eigeschlosse-
nen Hautbiopsien enthielt Epidermis und oberflachliche Dermis mit subpapillaren und
retikularen Anteilen (Sommer & Lauria, 2007).

Die praoperative Hautdesinfektion wurde mit dem farblosen Hautantiseptikum Cuta-
sept F® (arzneilich wirksame Bestandteile laut Hersteller Bode Chemie: Propan-2-ol,
Benzalkoniumchlorid, gereinigtes Wasser) ausgefuhrt. Nach initialer Desinfektion
mittels Spruhverfahren erfolgte ein Anrieb der Hautareale mittels Tupfer. Die vom
Hersteller empfohlenen Einwirkzeiten wurden eingehalten. Anschliel3end wurde die
Lokalanasthesie mittels Injektion von Lidocain durchgefuhrt. Die Einweg-Stanzen
(Firma Stiefel GmbH, Offenbach, Deutschland) in den Grofien 5 mm Durchmesser
(fur behaarte Haut an Ober-und Unterschenkel) und 3 mm Durchmesser (unbehaarte
Haut am lateralen Zeigefinger) wurden im rechten Winkel auf die entsprechenden
Hautstellen aufgesetzt. Unter simultanen Vorschieben und Drehung im Uhrzeigersinn
wurde die Stanze bis zu einer Tiefe von ca. 5 mm (OS und US) bzw. 3 mm (Fi) in der
Haut platziert. Anschlie3end konnten die Hautproben nach Zurtickziehen der Stanze

mittels einer Pinzette entnommen werden.
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Die Wunde wurde nach initialer Kompression mit sterilen Tupfern mit 3M ™ Steri-

Strip™-Wundverschlussstreifen und Wundpflastern versorgt.

2.4 Gewebeaufbereitung der Hautstanzbiopsien

Die Gewebeprobe wurde unmittelbar nach Entnahme in jeweils zwei Halften geteilt
und in Probenbehaltern platziert. Jeweils eine Probenhalfte von Ober- und Unter-
schenkel wurde fur zukunftige Studien mit quantitativer real-time PCR nativ tiefgefro-
ren. Die andere Halfte der Hautproben von Oberschenkel, Unterschenkel und die
ganze Biopsie vom Finger wurden fur die folgende histologische Weiterverarbeitung

in Probenbehaltern mit 4% Paraformaldehyd (PFA) deponiert.

Die Hautproben wurden fur 30 Minuten in PFA bei Raumtemperatur fixiert. Danach
wurde das Gewebe dreimal fur 10 Minuten mit PBS gewaschen und Uber Nacht in 10
% Saccharose-Losung (10g Saccharose in 100ml Phosphatpuffer) bei Kihlschrank-
temperatur (+4° Celsius) gelagert. Am Folgetag wurden die Biopsien nach Verwerfen
der Saccharose-LOsung in das Medium Tissue Tek (Sakura Finetek Europe B.V.,
Niederlande) eingebettet. Im Anschluss wurde das Einbettmedium in einen mit 2-
Methylbutan (M:72,15 g/mol; Dichte 0,62; Fa. Roth, Karlsruhe) befullten Behalter
platziert, der danach fur 30 Sekunden in ein weiteres Behaltnis mit Flussigstickstoff

gegeben wurde um die Hautbiopsien einzufrieren.

Nach Lagerung bei -20°C fur 10 Minuten, wurden die Proben in Rohrchen gelegt mit
folgender Lagerung bei -80°C bis zur weiteren Verwendung. Mithilfe eines Cryostats
(Leica Biosystems, Wetzlar) wurden die Hautproben in 50 ym dinne Schnitte ge-
schnitten. Drei Serienschnitte wurden anschliel3end auf einen mit Super Frost be-
schichteten Objekttrager platziert (Fa. R. Langenbrick, Emmendingen), fir 30 Minu-
ten luftgetrocknet und Uber Nacht bei -20°C gelagert.
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2.5 Immunohistochemische Aufbereitung der Hautstanzbiopsien

Die zuvor eingefrorenen 50pm Schnitte wurden fur mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut. Um die gewlnschte Menge an Antikorperlosung im Ziel-
bereich zu halten und einen Verlust durch Verlaufen der Flussigkeit auf dem Objeki-
trager zu minimieren, wurden die Gewebeproben mit einem hydrophoben PAP-Stift

(Peroxidase-Anti-Peroxidase) umrandet und in eine feuchte Kammer gelegt.

Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen des Primarantikorpers im Gewebe
und einer daraus resultierenden, unspezifischen Hintergrundfarbung wurde eine L6-
sung aus 10% BSA (Bovines Serum Albumin; Fa. Sigma) in PBS auf die Objekttrager
pipettiert und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde
BSA/PBS von den Objekttragern abgekippt.

Die immunohistochemische Doppelfarbung erfolgte an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen. Die Inkubation der Primarantikorper verlief an Tag 1, die des Sekundaranti-
korpers an Tag 2.
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Tabelle 1 zeigt die fur die immunohistochemischen Doppelfarbungen verwendeten

Antikorper-Kombinationen.

Tabelle 1: Antikorper-Kombinationen fiir die Imnmunofluoreszenz

Kombination Spezifitat Antikorper 1 Konzentration | Antikdrper 2 Konzentration
1 Primarantikérper Caspr (rabbit) | 1:1000 MBP 1:200
(mouse)
Sekundarantikérper | Alexa-Fluor 1:200 Cy3 (donkey- | 1:50
488 (donkey- anti-mouse)
anti-rabbit)
2 Primarantikdrper Neurofascin 1:400 MBP 1:200
(rabbit) (mouse)
Sekundarantikérper | Alexa-Fluor 1:200 Cy3 (donkey- | 1:50
488 (donkey- anti-mouse)
anti-rabbit)
3 Primarantikérper MBP (rabbit) | 1:1000 Pan-Na'- 1:100
Kanal
(mouse)
Sekundarantikérper | Alexa-Fluor 1:200 Cy3 (donkey- | 1:50
488 (donkey- anti-mouse)
anti-rabbit)
4 Primarantikérper PGP (rabbit) | 1:800 MBP 1:200
(mouse)
Sekundarantikérper | Alexa-Fluor 1:200 Cy3 (donkey- | 1:50
488 (donkey- anti-mouse)
anti-rabbit)
5 Primarantikdrper MBP (rabbit) | 1:1000 CD3 (mouse) | 1:100
Sekundarantikérper | Cy3 (donkey- | 1:50 Alexa-Fluor 1:200
anti-rabbit) 488 (donkey-
anti-mouse)
6 Primarantikdrper MBP (rabbit) | 1:1000 CD68 1:1000
(mouse)
Sekundarantikérper | Cy3 (donkey- | 1:50 Alexa-Fluor 1:200
anti-rabbit) 488 (donkey-
anti-mouse)

An Tag 1 wurde zunachst der Primarantikorper (siehe Tabelle 1) in 1% BSA/PBS
(1Tml 10% BSA + 9ml PBS) verdunnter Losung unter Zugabe von 0,3% Triton-X-100
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(1ml der 1% BSA/PBS-Lésung in 3 ul Triton-X) zu je 50-100 ul auf die Objekttrager
aufgetragen. Uber Nacht erfolgte die Inkubation in feuchter Kammer bei 4° Celsius
im Kahlschrank (siehe Abbildung 1).

Abbildung 1: Objekttrager in feuchter Kammer

An Tag 2 erfolgte zunachst eine dreimalige, je 5-minltige Waschung der Objekttra-

ger in PBS um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2: Waschung der Objekttrager in PBS

Der jeweilige Sekundarantikorper (siehe Tabelle 1) wurden in 1% BSA/PBS verdinn-
ter Lésung zu je 50-100 pl auf die Objekttrager aufgetragen und anschlief3end fir die

Dauer von zwei Stunden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.
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Durch diesen Vorgang bindet der Sekundarantikorper spezifisch an den Primaranti-
korper und kann mit Hilfe eines fluoreszierenden Farbstoffes am Fluoreszenzmikro-

skop sichtbar gemacht werden.

Nach der Inkubation erfolgte ein erneutes dreimaliges Waschen der Objekttrager in
PBS. Im Anschluss daran wurde zur Stabilisierung der Fluoreszenz und zur Hem-
mung der Ausbleichung von Fluorochrom-Konjugaten sowie zur Anfarbung von Zell-
kernen das Reagenz Vectashield® mit DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol) auf die
Objekttrager pipettiert.

Abbildung 3: Eindecken der Objekttrager mit Vectashield, DAPI und Deckglas

Nachfolgend wurden die Objekttrager mit Deckglasern versehen und mit lichtharten-
dem Deckglaslack umrandet (siehe Abbildung 3). Als mikroskopische Dauerprapara-
te konnten die Objekttrager anschlieRend bis zur mikroskopischen Auswertung in der

Kihlkammer bei -20° Celsius aufbewahrt werden.
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2.6 Histologische Auswertung der Hautstanzbiopsien

Das histologische Hautmaterial umfasste jeweils drei Serienschnitte von 92 Patien-
ten. Jeder Studienteilnehmer erhielt Hautstanzbiopsien von Oberschenkel, Unter-
schenkel sowie Finger. Die standardisierte Auswertung des zahlencodierten Biop-
siematerials erfolgte verblindet. Weder klinische noch histologische Diagnose waren

fur den Untersucher einsehbar.

Die immunohistochemische Farbung umfasste folgende sechs Doppelfarbungen:

¢ anti-MBP/anti-Caspr,

e anti-MBP/anti-Neurofascin
e anti-MBP/anti-Pan-Natrium
e anti-MBP/anti-PGP 9.5

e anti-MBP/anti-Leu4-CD3

e anti-MBP/anti-CD68

Die Analyse der 50 ym Serienschnitte erfolgte unter gleichen Bedingungen am Fluo-

reszenzmikroskop Axiophot 2 (Fa. Carl Zeiss, Jena).

Die gesamte Dermis der Serienschnitte wurde analog zu vorherigen Studien analy-
siert (Doppler et al., 2013). Ranvier-Schnurringe wurden in den Doppelfarbungen
MBP/Caspr, MBP/Neurofascin und MBP/Pan-Natrium aufgesucht. Anschlief3end
wurde die Anzahl der Schnurringe, die Anzahl verlangerter Schnurringe sowie die
Anzahl der Schnurringe mit einer Dispersion der Caspr-Farbung und verbreiterten
Neurofascin-Farbung gezahlt. Die Farbung von Caspr galt als dispers sobald die
Farbung die paranodale Region Uberschritten hatte und vereinzelt Caspr im inter-
bzw. juxtaparanodalen Bereich lokalisiert war. Neurofascin galt auf einer Lange >
10,6 um als verbreitert angefarbt. Ranvier-Schnurringe > 6,1 ym galten als verlangert
(Doppler et al., 2012).

Mit der Farbung MBP/PGP 9.5 wurden zunachst Bundel myelinisierter und unmyeli-
nisierter Nervenfasern in 40-facher VergroRerung betrachtet. Als ein Bundel galten
mehr als 5 gruppierte Nervenfasern. Anschlieend wurde die Dermis in 2,5-facher
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Vergrofderung fotodokumentiert und mit der Software Spot32 vermessen. Die Dichte
myelinisierter und unmyelinisierter Bundel wurde jeweils durch Berechnung des Quo-
tienten aus der Anzahl myelinisierter und unmyelinisierter Bundel und der dermalen

Flache berechnet und in Anzahl der Biindel pro mm? Dermisflache angegeben.

Der Nachweis inflammatorischer Zellinfiltration erfolgte anhand der Doppelfarbungen
MBP/Leu4-CD3 (T-Zellen) und MBP/CD68 (Makrophagen). Gruppierte myelinisierte

Nervenfasern von mehr als 5 Stuck wurden als ein Blndel gezahlt. Eine Kolokalisati-
on von mehr als 5 inflammatorischen Zellen wurde zunachst als ,pathologisch auffal-

lig“ interpretiert und daraufhin Uberpruft.
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2.6.1 Aufstellung der histologischen Auswertung der Hautstanzbiopsien

Hautschnitte mit qualitativ schlechter immunohistochemischer Farbung, ohne Epi-
dermis oder mit umgeklappter Epidermis bzw. Dermis wurden nicht in die Auswer-
tung einbezogen. Tabelle 2 und Tabelle 3 zeigen eine Ubersicht der auswertbaren
und nicht auswertbaren Hautbiopsate, aufgeteilt nach immunohistochemischer Far-
bung und Lokalisation (Ober-, Unterschenkel, Finger). Pro Objekttrager wurde jeweils
ein Schnitt ausgewertet.

Tabelle 2: Aufstellung 1 liber die Anzahl der Patienten mit auswertbaren/nicht auswertbaren Hautbiopsien nach

Farbung und Lokalisation.

NF NF NF Fi | Caspr Caspr | Caspr Pan- Pan- Pan-

oS us (015 us Fi Na OS Na Na
us Fi
Anzahl Patienten 91 88 89 92 92 92 70 69 78
mit auswertbaren
Hautbiopsien
Anzahl| Patienten 1 4 3 0 0 0 22 23 14

mit
nicht auswertba-

ren Hautbiopsien

Tabelle 3: Aufstellung 2 iiber die Anzahl der Patienten mit auswertbaren/nicht auswertbaren Hautbiopsien nach

Farbung und Lokalisation

Leu4 | Leud | Leud | CD68 | CD68 | CD 68 PGP PGP PGP
CD3 CD3 CD3 oS us Fi 0os us Fi
0s us Fi

Anzahl Patienten 90 89 90 92 88 91 87 85 88
mit auswertbaren

Hautbiopsien

Anzahl Patienten 2 3 2 0 4 1 5 7 4
mit
nicht auswertba-

ren Hautbiopsien

30




2.6.2 Aufstellung der histologischen Merkmalsauspragungen der Nervus sura-

lis Biopsien

Aus dem histologischen Befundbericht der Nervus suralis Biopsien (n=40) wurden

folgende Merkmalsauspragungen erfasst und Skalen zugeordnet:

e ,Auftreten von Axonuntergangen® (ja — nein)

e ,Haufigkeit dunn myelinisierter Nervenfasern® (viele — wenige)

e ,Vorhandensein von Regenerationsgruppen® (ja — nein)

e ,Vorhandensein von Zwiebelschalen® (ja — nein)

e ,Nachweis einer Vermehrung von T-Zellen in der CD3-/ Leu4-Farbung” (ja —
nein)

e ,Nachweis einer Vermehrung von Makrophagen in der CD68-Farbung” (ja —

nein)

2.7 Statistische Auswertung und Fallzahlplanung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistik- und Analyse-
Software SPSS 23 (IBM, Ehningen). Die Daten wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-
Test auf Normalverteilung Uberpruft und als nicht-normalverteilt befundet. Der bei
nicht-normalverteilten Daten durchgefuhrte statistische Gruppenvergleich fur unab-
hangige Stichproben erfolgte anhand des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-
Tests und des Kruskal-Wallis-Tests. Bei allen durchgefuhrten Tests lag das Signifi-

kanzniveau bei p< 0,05.

Zur Berechnung der Korrelation zwischen zwei Merkmalsauspragungen wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman ausgewahlt. Eine Korrelation wurde bei ei-
nem Wert von p< 0,05 als signifikant angenommen. Als Signifikanztest auf Unabhan-
gigkeit in einer Kontingenztabelle wurde der Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest und

der exakte Fisher-Test verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei p< 0,05.

Die Fallzahlplanung erfolgte mit dem Programm GPower 3.1 (Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf, Dusseldorf, Deutschland). Fur die Fallzahlplanung wurde die

primare Hypothese herangezogen, dass sich Subgruppen demyelinisierender Neu-
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ropathien im Anteil an Fallen mit nodalen/paranodalen Auffalligkeiten unterscheiden,
da der Vergleich der Subgruppen eine grolere Fallzahl erfordert, als der Vergleich
der demyelinisierenden und axonalen Neuropathien. Basierend auf Vorlauferstudien,
die hier einen deutlichen Unterschied zwischen INCAT-positiver CIDP und heredita-
ren Neuropathien nahelegen (Doppler et al., 2013; Saporta et al., 2009), wurde eine
EffektgroRe von 85% positiven CIDP-Fallen und 10% positiven Fallen bei hereditarer
Neuropathie zugrunde gelegt. Fur Verwendung des exakten Fisher-Test ergibt sich
bei einem Signifkanzniveau von 0.05 und einer Power von 0.9 eine notige Fallzahl
von 10 Fallen pro Gruppe. Da die Rekrutierung der Patienten bei Entnahme der
Hautbiopsie erfolgte, einem Zeitpunkt, zu dem die Gruppenzuordnung der Patienten
mangels diagnostischer Daten noch nicht getroffen werden konnte, erfolgte gemaf
der Pravalenz der CIDP und der hereditaren Neuropathie in der Patientenpopulation
unserer Klinik zunachst die Rekrutierung von 92 Patienten, aus denen die entspre-
chenden Subgruppen dann im Verlauf nach dem Vorliegen aller diagnostischen Da-
ten gebildet wurden.
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2.8 Materialien

Tabelle 4: Verwendete Primadrantikorper

Antikorper Katlog- Hersteller Host Klonalitét Konzentra- Verwendungszweck
Nr./Clone tion
Neurofascin ab31457 Abcam plc, Rabbit Polyklonal 1:400 Marker fir das para-
Cambridge, nodale Protein Neu-
UK rofascin-155 und
das nodale Protein
Neurofascin-186
CDh3 347340 BD Biosci- Mouse Mono- 1:100 Komplexbildung mit
ences, San klonal CD3-Antigen/ T-Zell-
Jose, USA Antigen-Rezeptor-
Komplex
CD 68 M 0814 DakoCyto- Mouse Mono- 1:1000 Marker fir Makro-
mation klonal phagen und weitere
Denmark Mitglieder der mo-
A/S, Glos- nonuklearen Pha-
trup, Dane- gozytenlinie
mark
Protein Gene | RA95101 UltraClone Rabbit Polyklonal 1:800 Panaxonaler Marker
Product 9.5 Limited,
(PGP 9.5) Wellow, UK
Contactin ab34151 Abcam pilc, Rabbit Polyklonal 1:1000 Paranodaler Marker
associated Cambridge, der axo-glialen Ver-
Protein UK bindungsstellen
(Caspr)
Pan-Sodium- | K58/35 Sigma, Saint | Mouse Mono- 1:100 Marker fiir Na™-
Channel S8809 Louis, USA klonal Kanale in Zellmemb-
ranen des periphe-
ren Nervensystems
Myelin Basic | AB980 Merck Millip- | Rabbit Polyklonal 1:1000 Marker fiir isoforme
Protein ore, Billerica, Proteinkomponenten
(MBP) USA der Myelinmembran/
Farbung der Myelin-
scheide
Myelin Basic | GTX11159 Biozol Diag- | Mouse Mono- 1:200 Marker fiir isoforme
Protein Clone 2 nostica klonal Proteinkomponenten
(MBP) GmbH, der Myelinmembran
Eching,

Deutschland
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Tabelle 5: Verwendete Sekundarantikorper

Antikorper | Katlog- Hersteller Host Klonalitit | Konzentration | Verwendungszweck
Nr./Clone
Alexa Fluor | 715-545- Jackson Immu- Donkey | Polyklonal | (1:400) 1:200 Anti-mouse IgG
©488 150 noResearch (H+L)
Labs Inc., West (1+1 mit Gly-
Grove, USA cerol vorver-
dinnt)
Alexa Fluor | 711-545- Jackson Immu- Donkey | Polyklonal | (1:400) 1:200 Anti-rabbit IgG (H+L)
© 488 152 noResearch
Labs Inc., West (1+1 mit Gly-
Grove, USA cerol vorver-
dinnt)
Cy™3 711-165- Jackson Immu- Donkey | Polyklonal | (1:100) 1:50 Anti-rabbit 1I9G (H+L)
152 noResearch
Labs Inc., West (1+1 mit Gly-
Grove, USA cerol vorver-
dinnt)
Cy™3 715-165- Jackson Immu- Donkey | Polyklonal | (1:100) 1:50 Anti-mouse IgG
151 noResearch (H+L)
Labs Inc., West (1+1 mit Gly-
Grove, USA cerol vorver-
dinnt
Tabelle 6 Puffer und Lésungen
Bezeichnung Bestandteile/Zusatze | Zusammensetzung
1x Phosphatgepufferte | ¢ NaCl e 137 mM
Salzlésung (PBS) e Na2HPO4*H20 e 8,1 mM
o KCI e 2,7 mM
o KH2PO4 e 1,5 mM in ddH20, pH
6,
Blockierldsungen BSA 10g/100 ml PBS
Triton X-100 0,3% (v/v)
in 1x PBS
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Tabelle 7: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie Katalog-Nr. Hersteller

Triton X-100 X100 Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA

Paraformaldehyd 158127 Sigma-Aldrich,

(PFA) St.Louis, USA

Vectashield™ mit DAPI | H-1200 Vector Lab. Inc, Burlin-
game, USA

Tabelle 8: Gerate

Geriat Bezeichnung Hersteller

Fluoreszenz-Mikroskop

Axiophot 2

Carl Zeiss Jena GmbH,

Jena, Deutschland

Kamera SPOT Pursuit™ USB SPOT Imaging Solu-
Camera tions, Burroughs, USA
Objektive ePlan-Apochromat

20x/0.8 Ph2
ePlan-Apochromat
40x/0.95 Ph3
ePlan-Apochromat
63x/1.4 Qil Ph3
ePlan-Apochromat
100x/1.4 QOil Ph4

Carl Zeiss Jena GmbH,

Jena, Deutschland

Konfokalaufsatz

X-Light Confocal Ima-

ger

Crestoptics s.r.l., Rom,

Italien
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Tabelle 9: Software

Software Hersteller Version
EndNote‘B Thomson Reuters, X7.7.1 (BId9529)
New York, USA

Imaged National Institute of 1.44n

Health, Bethesda, USA

Microsoft® Excel fir
Mac 2010

Microsoft Corp.,
Redmond, USA

14.4.5 (141003)

Microsoft® Word fiir

Mac 2010

Microsoft Corp.,
Redmond, USA

14.4.5 (141003)

VisiView Visitron Systems 211
GmbH, Puchheim,
Deutschland

SPSS IBM Deutschland 23

GmbH, Ehningen
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der klinischen Daten

3.1.1 Demographische Daten

Im Zeitraum November 2012 bis Oktober 2013 wurden 92 Patienten, die sich zur Di-
agnostik einer PNP am Universitatsklinikum Wurzburg befanden, zur Teilnahme an
der Studie rekrutiert.

55 Manner (59,8%) und 37 Frauen (40,2%) befanden sich unter den Patienten. Das
mediane Alter betrug 64,0 Jahre, bei einer Spannweite von 62 Jahren (jungste/r Pa-
tient/in 28 Jahre, alteste/r Patient/in 90 Jahre. Manner waren im Median 66,0 Jahre

alt, das Alter der Frauen betrug im Median 60,0 Jahren.

Die Krankheitsdauer bis zur Entnahme der Hautbiopsie betrug im Median 3,0 Jahre
(0,1-40). Die geringste Dauer wies ein Patient mit einem progredienten Krankheits-
verlauf von wenigen Wochen auf, das Maximum war eine Krankheitsdauer von 40
Jahren. Die mediane Krankheitsdauer bis zu Biopsie betrug bei den weiblichen Pati-
enten 4,0 Jahre (1-30) und bei den mannlichen Patienten 3,0 Jahre (0,1-40).

Innerhalb der ersten beiden Jahre nach Symptombeginn wurden 39 von 92 Patienten

biopsiert (42%), bei 70% wurde die Hautbiopsie in den ersten funf Jahren nach Er-
krankungsbeginn durchgefuhrt.
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3.1.2 Atiologische Einteilung der Patienten nach PNP-Diagnostik

Die endgultige atiologische Einteilung erfolgte nach Sichtung der gesamten Klini-
schen PNP-Diagnostik.

Tabelle 10 zeigt eine Auflistung der Atiologie der Krankheitsbilder nach erfolgter PNP-
Diagnostik.

Tabelle 10: Atiologische Einteilung der Patienten nach PNP-Diagnostik

Anzahl der betroffenen Patienten
Atiologie nach PNP-Diagnostik (n=92)

PNP unklarer Atiologie 22

—_
—_

V.a. CIDP (INCAT negativ)

hereditare PNP

SFN

diabetische PNP

Vaskulitische PNP

chronisches Schmerzsyndrom

CIDP (INCAT positiv)

MADSAM

MMN

paraneoplastische PNP

PNP mit Anti-MAG-Autoantikdrpern

Erythromelalgie

GBS

Hinterstranglasion

Myeloradikuloneuropathie

Neurolues

spastische Spinalparalyse

paraproteinamische PNP (ohne anti-MAG)

PNP bei Vit.-B-12-Mangel

PNP bei rheumatoider Arthritis

PNP bei Sarkoidose

SFN bei SLE

SFN bei Diabetes mellitus

Al Al Al Al Al Al A Al Al A Al Al NN DN DN o o o o o

SFN bei Sjogren Syndrom
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Abkiirzungen Tabelle Atiologische Einteilung nach PNP-Diagnostik: Anti-MAG= Antikérper gegen Myelin-associated
glycoprotein (MAG); CIDP= chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie; GBS = Guillain-Barré-
Syndrom; INCAT= Kriterien fiir die Diagnose CIDP der Arbeitsgruppe INCAT (Inflammatory Neuropathy Cause and
Treatment); MADSAM= Multifocal acquired demyelinating sensory and motor neuropathy; MMN= Multifokale motori-

sche Neuropathie; PNP= Polyneuropathie; SLE= Systemischer Lupus Erythematodes

Die groRte Gruppe umfasste PNP unbekannter Atiologie mit 22 betroffenen Patienten
(24%). Zweithaufigste Ursache war die entzundliche PNP in Form einer CIDP mit
insgesamt 15 betroffenen Patienten (16%), die anhand der klinisch-
elektrophysiologischen INCAT-Kriterien in zwei Subgruppen unterschieden werden
konnten (Hughes et al., 2001). INCAT-negative erfullten diese Kriterien zwar nicht,
wurden jedoch aufgrund des klinischen, elektrophysiologischen Befundes, der Ner-
venbiopsie und/oder eines Therapieansprechens als CIDP eingestuft und bildeten
mit 11 betroffenen Patienten (12%) im CIDP-Patientenkollektiv den grofdten Anteil. 4
Patienten (4%) erfullten hingegen die Kriterien fur eine INCAT-positive CIDP.

40 von 92 Patienten (43,5%) erhielten eine Biopsie des Nervus suralis. In diesem
Patientenkollektiv war die PNP unklarer Atiologie mit 11 betroffenen Patienten
(27,5%) die haufigste Krankheitsursache. INCAT negative CIDP (8 Patienten; 20%)
und INCAT positive CIDP (4 Patienten; 10%) folgten an zweiter bzw. dritter Stelle.
Addiert erhielten somit 30% der CIDP diagnostizierten Patienten eine Nervenbiopsie.
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Tabelle 11 zeigt die atiologische Einteilung der Patienten mit Suralisbiopsie nach er-
folgter PNP-Diagnostik.

Tabelle 11: Atiologische Einteilung der Patienten mit Suralisbiopsie nach PNP-Diagnostik

Anzahl der betroffenen
Atiologie PNP (n=40) Patienten
PNP unklarer Atiologie 11
CIDP (INCAT negativ)
CIDP (INCAT positiv)
hereditare PNP
Vaskulitische PNP
diabetische PNP
PNP bei Anti-MAG

chronisches Schmerzsyndrom
MADSAM

Neurolues

paraneoplastischen PNP

paraproteinamische PNP
PNP bei rheumatoider Arthritis

= | Al 2] A 2l NN W NN

Abkiirzungen Tabelle Atiologische Einteilung der PNP-Patienten mit Suralisbiopsie: Anti-MAG= Antikdrper gegen
Myelin-associated glycoprotein (MAG); CIDP= chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie; GBS =
Guillain-Barré-Syndrom; INCAT= Kriterien fiir die Diagnose CIDP der Arbeitsgruppe INCAT (Inflammatory Neuropathy
Cause and Treatment); MADSAM= Multifocal acquired demyelinating sensory and motor neuropathy; PNP= Polyneuro-

pathie
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3.2  Auswertung der klinisch-diagnostischen Testverfahren (MRC, ODSS,
TCNS)

Der MRC-Gesamtwert (n=92) des Patientenkollektivs lag im Median mit 59 Punkten
(30-60) naherungsweise an der maximalen Punktzahl von 60 (normale Kraft). Der
Median unterschied sich nach Geschlecht mit jeweils 59,0 Punkten nicht (Spannwei-
te m=30-60 Punkte; w=49-60 Punkte). Der MRC-Wert fur Arme und Beine erreicht im
Median den Maximalwert (normale Kraft) von jeweils 30,0 Punkten (Spannweite Ar-
me: 11-30 Punkte; Spannweite Beine: 8-30 Punkte).

Der mediane ODSS-Gesamtwert (n=92) lag bei 2,0 Punkten (0-11) als Zeichen fur
eine moderate Beeintrachtigung von Armen und Beinen. Manner hatten im Median
einen ODSS von 2,0 Punkten, Frauen erreichten einen Median von 3,0 Punkten. Der
gesondert Median von ODSS fur Arme betrug 1,0 Punkte (0-5) sowie fur Beine 2,0
Punkte (0-7). 57 Patienten (62,0%) hatten keine bzw. nur leichtgradige Symptome an
den Armen. 28 Patienten zeigten maldiggradige Symptome (30,4%). Schwere Symp-
tome fanden sich bei lediglich 7 Patienten (7,6%). Das Gehen war bei lediglich 19
Patienten (20,7%) unbeeintrachtigt. Bei 13 Patienten (14,1%) im Rahmen der kili-
nisch-neurologischen Untersuchung Gangbild normal, die Patienten klagten aber
subjektiv Uber ein gestortes Gehverhalten in Form von Dysasthesien, Parasthesien
u.a. 45 Patienten (48,9%) zeigten ein auffalliges Gangbild, bendtigten aber keine
Gehhilfe. 13 Patienten (14,1%) waren auf mindestens eine Gehhilfe angewiesen. 2
Patienten (2,2%) waren aufgrund der Schwere der Symptomatik dauerhaft auf einen

Rollstuhl angewiesen.

Der mediane Gesamtwert des TCNS lag bei den Studienteilnehmern bei 18,0 Punk-
ten (1-32). Manner und Frauen wiesen jeweils einen Median von 18,0 Punkten. Der
Symptomkomplex lag mit einem medianen Wert von 10,5 Punkten (0-18) Uber denen
des sensiblen Komplexes mit einem Median von 8,0 Punkten (0-15). In allen Einzel-
kategorien des TCNS zeigten sich in der Mehrzahl pathologische Ergebnisse mit Ab-
stufungen nach Schweregrad. Schmerzhafte Symptome an den Fuf3en hatten 65 von
92 Patienten (70,6%), uber Taubheitsgefuhle berichteten 73 Patienten (79,3%), Krib-
belsymptome beschrieben 63 Patienten (68,5%). Muskelschwache war bei 48 Pati-
enten (52,2%) anzutreffen. Bei 59,7% (55 Patienten) war eine Ataxie vorhanden. 59
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Patienten (64,1 %) zeigten auch Symptome an den Armen. Die sensible Testung
lieferte ebenfalls in der Mehrzahl Auffalligkeiten mit Abstufungen nach Schweregrad.
Bei lediglich 49 von 92 Patienten (53,2%) war die Stumpf-Spitz-Diskrimination patho-
logisch auffallig. Die Thermotestung war bei lediglich 37 von 92 Patienten (40,2%)
normal. Die Oberflachensensibilitat war in 66 Fallen (71,7%) beeintrachtigt. Das Vib-
rationsempfinden war bei 68 Patienten (73,9%) eingeschrankt. Lediglich der Lage-
sinn war in der Mehrheit der Falle bei 56 von 92 Patienten (60,9%) ohne pathologi-

schen Befund.
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3.3 Analyse der histologischen Daten

3.3.1 Ubersicht Nervus Suralis Biopsien

Im histologischen Befundbericht der Biopsien des N. suralis (n= 40) zeigten 23 von
40 Patienten (57,5%) das Bild einer axonalen Neuropathie. An zweiter Stelle folgte
die demyelinisierende Neuropathie mit 14 betroffenen Patienten (35,0%). Gemischte
Neuropathien waren in 3 Fallen (7,5%) anzutreffen. Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht

der histologischen Befunde der Patienten mit einer Nervus Suralis Biopsie.

Tabelle 12: Ubersicht histologische Befundung Nervus Suralis Biopsien

Histologie Nervus Suralis Biopsie

Anzahl der betroffenen
Patienten (n=40)

axonal 23
demyelinisierend 14
gemischt 3

Einen hochgradigen Faserverlust verzeichneten 18 von 40 Patienten (45,0%). 20
weitere Patienten zeigten eine mittelgradigen Faserverlust (50,0%). 1 Patient (2,5%)
hatte einen leichtgradigen Faserverlust, ein weiterer Patient (2,5%) zeigte keinen

Faserverlust im Nervenbiopsat.
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3.3.2 Pathologische Auffalligkeiten an Ranvier-Schniirringen in Hautbiopsien
nach Diagnosegruppen

Tabelle 13 zeigt eine Ubersicht der pathologischen Auffalligkeiten an Ranvierschen

Schndrringen unterteilt nach Diagnosegruppen.

Tabelle 13: dtiologische Diagnosgruppen und Anzahl der Patienten mit pathologischen Auffilligkeiten an den Ranvier-

Schniirringen

Atiologische Diag- Anzahl Pat. mit Anzahl Pat. mit | Anzahl Pat. mit

nosegruppe verldngerten Ran- Dispersion Dispersion Neuro-
vier-Schniirringen | Caspr (n=8/92) [ fascin (n=20/92)
(n=55/92)

CIDP INCAT neg. 6 0 2

(n=11)

CIDP INCAT pos. 1 0 0

(n=4)

PNP sonstige (n=23) 15 2 5

PNP unklarer Atiolo- 14 4 6

gie (n=22)

PNP vaskulitisch 4 1 1

(n=5)

SFN (n=6) 3 1 1

Sonstige Diagnosen 12 0 5

(Chron. Schmerzsyn-

drom, Erythromelal-

gie, MADSAM u.a.)

(n=21)

Ein moglicher Zusammenhang zwischen der Zugehorigkeit zu einer Diagnosegrup-
pen und dem Auftreten von verlangerten Ranvier-Schnurringen sowie Dispersion von
Neurofascin und Caspr wurde untersucht. Es konnte kein signifikanter Zusammen-
hang zwischen Diagnosegruppe und pathologischer Auffalligkeit an Schnurringen
nachgewiesen werden (p> 0,05; Chi-Quadrat-Test).
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3.3.3 Verlangerte Ranvier-Schniirringe in Hautbiopsien

Verlangerte Ranviersche Schnurringe in mindestens einer immunohistochemischen
Farbung in der Hautbiopsie (siehe Abbildung 4 Pan-Natrium-Kanalfarbung) fanden
sich bei 55 von 92 Patienten (59,8%).

MBP/ Na

Abbildung 4: Immunohistochemische Doppelfarbungen mit MBP (griin) und Pan-Natrium (rot)

Die Pan-Natrium-Kanalférbung ist in der zentralen Region eines verlangerten Ranvier-Schniirringes lokalisiert. Nicht-
angefarbte Regionen zwischen Pan-Natrium-Farbung und Beginn der Myelinscheide.

3.3.3.1 Analyse verlangerter Ranvier-Schnurringe nach diagnostischen Sub-
gruppen

Die Mehrzahl der Patienten mit verlangerten Schnurringen hatten eine unklare PNP
(14/55) oder gehorten zur Gruppe ,sonstige PNP“ (15/55). 7 von 55 (12,7%) Patien-
ten mit verlangerten Schnurringen hatten eine CIDP. 1 von 7 Patienten erfullte die
INCAT-Kriterien einer CIDP, 6 Patienten hatten eine INCAT-negative CIDP. Eine va-
skulitische PNP war bei 4 von 55 (7,3%) Patienten mit verlangerten Schnurringen
anzutreffen. Bei 3 von 55 Patienten (5,5%) mit verlangerten Schnurringen handelte
es sich um eine SFN.

3.3.3.2 Analyse verlangerter Ranvier-Schnurringe nach Schadigungsmuster
axonal/demyelinisierend

Bei 27 der 40 Patienten mit Suralisbiopsie (67,5%) zeigten sich in mindestens einer
Farbung verlangerte Ranvierschnurringe im Hautbiopsat. Davon hatten 14 Patienten
(51,9%) eine axonale PNP, 12 Patienten (44,4%) eine demyelinisierende PNP und 1
Patient (3,7%) eine gemischte PNP.

3.3.3.3 Analyse Patientengruppen ,verlangerte Ranvier-Schurringe®

Ein signifikanterer Unterschied zwischen den Patientengruppen mit bzw. ohne ver-
langerte Schnurringe in Hautbiopsien in Bezug auf die histologischen Merkmalsaus-

pragungen in Suralisbiopsien ,Regenerationsgruppen®, ,Axonuntergange®, ,dunn
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myelinisierte Nervenfasern® und ,Zwiebelschalen® bestand nicht (p> 0,05; exakter
Fisher-Test). Die Merkmalsauspragung ,dunn myelinisierte Nervenfasern® deutet al-
lerdings auf einen Trend hin (p=0,143; exakter Fisher-Test). 11 von 13 Patienten
(84,6%) hatten verlangerte Schnarringe in mind. einer Farbung und viele dunn myeli-
nisierte Nervenfasern. Lediglich 2 Patienten (15,4%) ohne verlangerte Schnurringe
verfugten ebenfalls Gber eine Vielzahl dunn myelinisierter Fasern.

Die statistische Analyse der klinisch-diagnostischen Tests (TCNS, MRC, ODSS) und
der Krankheitsdauer ergab keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der Pati-
entengruppen mit und ohne verlangerte Schnurringe (p> 0,05; Mann-Whitney-U-
Test). Des Weiteren wurde das Schadigungsmuster (axonal/demyelinisierend) an-
hand der Suralisbiopsie analysiert und auf Unabhangigkeit von der Gruppenzugeho-
rigkeit untersucht. Hier lieR sich kein signifikantes Ergebnis nachweisen (p>0,05;
exakter Fisher-Test). Die histologischen Merkmalsauspragungen der Nervenbiopsie

sind unabhangig vom Vorliegen verlangerter Schnurringe.
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3.3.4 Dispersion Caspr

Eine Dispersion von Caspr war bei 8 von 92 Patienten (8,7%) nachweisbar (siehe
Abbildung 5). Einschrankend soll an dieser Stelle erwahnt werden, dass in der Caspr-
Farbung aufgrund der hohen Anzahl an Biopsien ohne Nervenfasern nur selten eine
Dispersion anzutreffen war. 38 von 92 Patienten (41,3%) wiesen an mindestens ei-
ner Biopsiestelle keine Nervenfasern auf.

Caspr

Caspr

Abbildung 5: Immunohistochemische Doppelfarbungen mit MBP (rot) und Caspr (griin)

Lokalisation von Caspr in der paranodalen Region (Pfeile). Verlangerter Ranvier-Schniirring mit Dispersion von Caspr
(Stern).
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3.3.4.1 Analyse Dispersion Caspr nach diagnostischen Subgruppen

Die Mehrzahl der Diagnosefalle stellten Patienten mit PNP unklarer Atiologie (4/8)
und sonstige PNP (2/8). Je ein Patient mit SFN (1/8) und vaskulitischer PNP (1/8)
waren von einer Caspr-Dispersion betroffen. Bei Patienten mit CIDP war eine Caspr-

Dispersion nicht nachweisbar.

3.3.4.2 Analyse Dispersion Caspr nach Schadigungsmuster axonal/ demyelini-
sierend

4 von 40 Patienten mit Suralisbiopsie (10%) zeigten an mindestens einer Biopsiestel-
le eine Dispersion von Caspr. Davon hatte 1 Patient (25%) eine demyelinisierende
PNP, 1 Patient eine gemischte PNP und 2 Patienten eine axonale PNP (50%).

3.34.3 Analyse Patientengruppen ,Dispersion Caspr®

Die Analyse der histologischen Befundberichte der Suralisbiopsien zeigte keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen der Patientengruppe mit bzw. ohne Caspr-
Dispersion. Hinsichtlich der Haufigkeit des Vorkommens von Regenerationsgruppen,
Axonuntergangen, dunn myelinisierten Nervenfasern und Zwiebelschalen gab es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen. Bei der histologi-
schen Merkmalsauspragung ,Zwiebelschalen zeigte sich jedoch ein Trend hin zu
einem haufigeren Vorkommen von Zwiebelschalen bei Patienten mit einer Dispersion
von Caspr (p = 0,091; exakter Fisher-Test; Tabelle 14).

Tabelle 14: Kreuztabelle Anzahl Patienten ,,Dispersion Caspr ja/nein“ und ,Vorkommen Zwiebelschalen Suralisbiopsie

ja/nein“

Anzahl Patienten mit Dispersion Caspr

an mind. 1 Biopsiestelle

Vorkommen von Zwiebel- nein ja

schalen in Suralisbiopsie

nein 24 1
ja 9
Gesamt 33

48




Die Analyse der klinisch-diagnostischen Tests (ODSS, MRC, TCNS) und der Krank-
heitsdauer zeigte keine signifikanten Unterschiede (p>0,05; Mann-Whitney-U-Test).
Allerdings lief3 sich ein Trend hin zu einer langeren Krankheitsdauer bei Patienten mit
einer Dispersion von Caspr erkennen (p= 0,068; Mann-Whitney-U-Test). Der Ver-
gleich des Schadigungsmusters (axonal/demyelinisierende PNP) zeigte keinen signi-

fikanten Unterschied (p>0,05; exakter Fisher-Test).
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3.3.5 Dispersion Neurofascin

Eine Dispersion von Neurofascin lieR sich bei 20 von 92 Patienten (21,7%) an min-

destens einer Biopsiestelle nachweisen (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6:: Inmunohistochemische Doppelfarbungen mit MBP (rot) und Neurofascin (griin)

Neurofascin-Farbung ist in der Mitte des Ranvier-Schniirringes unterbrochen (Pfeil). Asymmetrische Anfarbung von
Neurofascin im Sinne einer Dispersion (Stern).

3.3.5.1 Analyse Dispersion Neurofascin nach diagnostischen Subgruppen

Die Mehrzahl der Falle fiel auf die Diagnosegruppen ,sonstige PNP* (5/20) und PNP

unklarer Atiologie (6/20). Zwei Patienten mit einer INCAT-negativen CIDP (2/20) so-

wie ein Patient mit SFN (1/20) waren von einer Neurofascin-Dispersion betroffen. Die
Gruppe ,sonstige Diagnosen® umfasste insgesamt 5 Patienten mit einer Neurofascin-
Dispersion.

3.3.5.2 Analyse Dispersion Neurofascin nach Schadigungsmuster axonal/
demyelinisierend

7 von 40 Patienten mit Suralisbiopsie (17,5%) zeigten an mindestens einer Biopsies-
telle eine Dispersion von Neurofascin. Ein Patient (14,3%) hatte eine gemischte
PNP, drei Patienten (42,9%) hatten eine axonale PNP und weitere drei Patienten
(42,9%) eine demyelinisierende PNP.
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3.3.5.3 Analyse Patientengruppen ,Dispersion Neurofascin®

Der Vergleich der Patientengruppen mit und ohne Dispersion von Neurofascin zeigte
keine signifikanten Unterschiede bei der Betrachtung der histologischen Merkmals-
auspragungen der Nervenbiopsiebefunde (p>0,05; exakter Fisher-Test). Das Vor-
kommen von Regenerationsgruppen, Axonuntergangen, dunn myelinisierten Nerven-

fasern und Zwiebelschalen war unabhangig von der Dispersion von Neurofascin.

Die klinisch-diagnostischen Tests (ODSS, MRC, TCNS) sowie die Krankheitsdauer
unterschieden sich bei den Patienten mit und ohne Dispersion von Neurofascin nicht
signifikant voneinander (p>0,05; Mann-Whitney-U-Test).

Das Schadigungsmuster (axonale/ demyelinisierende PNP) von Patienten mit bzw.
ohne Dispersion von Neurofascin unterschied sich nicht signifikant voneinander. Die
histologischen Merkmalsauspragungen der Nervenbiopsie waren unabhangig vom
Vorliegen einer Dispersion von Neurofascin (p>0,05; exakter Fisher-Test).
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3.3.6 Entzundungszellen in Haut- und Nervenbiopsien

Die Gruppe entzindlicher PNP umfasste 31 von 92 Patienten (33,7%). Darunter hat-
te die Mehrzahl der Falle eine CIDP (15/31 Patienten) sowie 5 Falle (16,1%) eine
vaskulitische PNP. Nicht-entzundliche PNP stellten mit 61 von 92 Patienten (66,3%)
die groBte Fallgruppe. PNP unklarer Atiologie (22 Patienten; 36,1%) stellte die hau-
figste Diagnose, gefolgt von 9 Patienten (14,8%) mit hereditarer PNP sowie je 6 Pa-
tienten (9,8%) mit SFN bzw. Diabetes.

3.3.6.1 Analyse Kolokalisation von Entzindungszellen in Hautbiopsien nach
diagnostischen Subgruppen

Eine Kolokalisation von Makrophagen an Nervenbundeln in Hautbiopsien war ledig-
lich bei 1 von 92 Patienten (1,1%) maoglich. In diesem einen Fall handelte es sich um
eine nicht-entzindliche PNP (siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: Immunohistochemische Doppelfarbungen mit MBP (rot) und CD 68 (griin)

Kolokalisation CD 68-positive Makrophagen (griin) mit Pfeil markiert

T-Zellen lie3en sich kolokalisiert in 26 von 92 Hautbiopsien (28,3%) nachweisen
(siehe Abbildung 8). Davon waren 9 Falle (34,6 %) einer entziundlichen PNP zuzu-
ordnen, in 17 Fallen (65,4%) handelte es sich laut Suralisbiopsie um eine nicht-
entzundliche Form der PNP.

52



Abbildung 8: Immunohistochemische Doppelfarbungen mit MBP (rot) und Leu4CD3 (griin)

Kolokalisation CD 3-positive T-Zellen (griin) mit Pfeil markiert

3.3.6.2 Analyse Vermehrung von Entzindungszellen in Suralisbiopsien nach
diagnostischen Subgruppen

In 24 von 39 Suralisbiopsien (61,5%) konnten laut histologischem Befund vermehrt
Makrophagen (CD-68-positive Farbung) nachgewiesen werden. 15 von 39 Suralisbi-
opsien (38,5%) zeigten keine vermehrten Entzindungszellen. Eine Suralisbiopsie
war in der CD-68-Farbung nicht auswertbar.

In Suralisbiopsien von Patienten mit PNP unklarer Atiologie sowie Patienten mit
INCAT negativer CIDP waren mit jeweils 7 Fallen (29,2 %) am haufigsten Makropha-
gen vermehrt nachweisbar. Bei 3 Patienten (12,5 %) mit vaskulitischer Neuropathie
war eine erhohte Anzahl Makrophagen in der Suralisbiopsie nachweisbar. Jeweils 1
Fall (4,2 %) bei PNP rheumatoider Genese, Neurolues, Anti-MAG, paraproteinami-
sche PNP, diabetische PNP, MADSAM und INCAT positiver CIDP war nachweisbar.

T-Zellen lie3en sich vermehrt bei 22 von 40 (55,0 %) Suralisbiopsien nachweisen
(Leud4/CD3-positiv). 18 Suralisbiopsien (45,0 %) zeigten keine Vermehrung von T-
Zellen. In 5 Fallen (22,7 %) handelte es sich um PNP unklarer Atiologie und jeweils 4
Falle (18,2 %) INCAT negativer CIDP sowie INCAT positiver CIDP. 3 Suralisbiopsien
(13,6 %) von Patienten mit vaskulitischer Neuropathie wiesen eine erhdohte Anzahl an
T-Zellen auf. Suralisbiopsien von Patienten mit MADSAM, diabetische PNP, parapro-
teinamische PNP und chronischem Schmerzsyndrom waren in je 1 Fall (4,5 %) von
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einer erhohten Anzahl T-Zellen betroffen.

3.3.6.3 Analyse Korrelation von Entziindungszellen in Haut- und Nervenbiop-
sien

Weder fur T-Zellen noch fur Makrophagen konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Entzundungszellen in Haut- und in Nervenbiopsaten nachgewiesen werden
(p>0,05; exakter Fisher-Test). Zusatzlich wurden entzindliche und nicht-entzindliche
Formen der PNP in Bezug auf Entzindungszellen in Hautbiopsien miteinander ver-
glichen. Auch hier konnte kein Zusammenhang zwischen dem Diagnosekriterium
entzundliche bzw. nicht-entziindliche PNP und dem Nachweis von kolokalisierten
Entzindungszellen an Nervenbundeln in Hautbiopsien aufgezeigt werden (p>0,05;
exakter Fisher-Test).

3.3.7 Doppelte Anfarbbarkeit von Natrium-Kanalen an Ranvierschen Schniir-
ringen

Als ein mogliches pathologisches Merkmal an Ranvierschen Schnurringen wurde
eine doppelte Anfarbbarkeit von Natrium-Kanalen bei 7 von 92 Patienten (7,6 %) be-
obachtet. Bei 4 von 40 Patienten, die neben der Haut- auch eine Suralisbiopsie er-
hielten, lie3en sich doppelt angefarbte Natrium-Kanale an mindestens einer Hautbi-
opsiestelle nachweisen. Alle 4 Patienten hatten eine axonale PNP.

Patienten mit und ohne doppelt angefarbte Natrium-Kanale zeigten im Vergleich kei-
ne signifikanten Unterschiede in den histologischen Merkmalsauspragungen der Su-
ralisbiopsien (p>0,05; exakter Fisher-Test). Die klinischen-diagnostischen Tester-
gebnisse (ODSS, MRC, TCNS) sowie die Krankheitsdauer unterschieden sich nicht
signifikant voneinander (p>0,05; Mann-Whitney-U-Test). Die diagnostischen Merk-
malsauspragungen ,axonal“ und ,demyelinisierend“ sind unabhangig vom Auftreten

doppelt angefarbter Natrium-Kanale im Hautbiopsat (p>0,05; exakten Fisher-Test).
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3.3.8 myelinisierte/ nicht-myelinisierte Nervenfaserdichte in Hautbiopsien

3.3.8.1 Analyse Nervenfaserdichte SFN- und PNP-Patienten

Der Vergleich der Dichte myelinisierter und nicht-myelinisierter Nervenbindel von
SFN- und PNP-Patienten ergab zum Teil signifikante Unterschiede. PNP-Patienten
wiesen am Unterschenkel im Vergleich zu SFN-Patienten eine hohere Dichte nicht-
myelinisierter Nervenbundel auf (p= 0,032; Mann-Whitney-U-Test; Abbildung 9).
SFN-Patienten wiesen am Finger eine hohere Dichte myelinisierter Nervenbundel im
Vergleich zu PNP-Patienten auf (p= 0,022; Mann-Whitney-U-Test; Abbildung 10).
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40
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,00

Flache (in mm2) Unterschenkel

MBP/PGP nicht-myel. dermale Nervenbiindel pro

SFN PNP

Abbildung 9: Vergleich Faserdichte nicht-myelinisierter Nervenbiindel Unterschenkel zwischen PNP- und SFN-

Patienten

*

- = signifikanter Unterschied
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Abbildung 10: Vergleich Faserdichte myelinisierter Nervenbiindel Finger zwischen PNP- und SFN-Patienten

*

- = signifikanter Unterschied

Der gesonderte Vergleich zwischen Patienten aus den PNP-Subgruppen und SFN-
Patienten ergab keine signifikanten Unterschiede (p>0,05; Mann-Whitney-U-Test).
Allerdings lasst sich ein Trend hin zu einer hoheren Dichte nicht-myelinisierter Ner-
venfasern des Fingers bei Patienten mit SFN sowie bei Patienten mit vaskulitischer
PNP erkennen (p=0,059; Mann-Whitney-U-Test).
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3.3.8.2

Analyse der Nervenfaserdichte nach Schadigungsmuster

Die Dichte myelinisierter und nicht-myelinisierter Nervenbundel in Hautbiopsien un-

terschied sich nicht signifikant zwischen axonaler und demyelinisierender PNP. Ein-

zig die Analyse des Unterschenkels deutete auf einen Trend zu einer hoheren Dichte

nicht-myelinisierter Nervenbundel bei Patienten mit demyelinisierender PNP hin (p=
0,059; Mann-Whitney-U-Test).

3.3.8.3

Analyse der Nervenfaserdichte nach Biopsielokalisation

Es erfolgte eine Zuteilung in Gruppen anhand der Biopsiestelle (Oberschenkel, Un-

terschenkel, Finger) sowie der Anzahl der Bundel pro Flache (jeweils fur myelinisierte

und nicht-myelinisierter Nervenfasern (Tabelle 15 und Tabelle 16).

Tabelle 15: Ubersicht Haufigkeitsverteilung Gruppenkategorie myel. Biindel nach Lokalisation

Gruppenkategorie Anzahl Patien- Anzahl Patienten Unter- | Anzahl Patienten Ober-
Anzahl myelinisierte ten Finger schenkel schenkel

Biindel pro Flache (in

mm2)

0 3 5 1

<1 9 49 61

1 bis <2 20 21 15

2 bis <3 23 5 6

>3 32 5 4

Tabelle 16: Ubersicht Haufigkeitsverteilung Gruppenkategorie nicht-myel. Biindel nach Lokalisation

Gruppenkategorie Anzahl Patienten Anzahl Patienten Anzahl Patienten Ober-
Anzahl nicht-myelinisierte | Finger Unterschenkel schenkel

Biindel pro Fliche (in mm?)

<1 20 26 29

1 bis <2 6 2 1

2 bis <3 5 1

>3 1 0 0
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Beim Vergleich der drei Biopsiestellen zeigte sich ein hoch signifikanter Unterschied
in der Dichte an myelinisierten und nicht-myelinisierten Nervenbundeln (p< 0,01;
Kruskal-Wallis-Test; Abbildung 11; Abbildung 12). Fingerbiopsate wiesen im Ver-
gleich zu Hautproben von Ober- und Unterschenkel eine hohere Dichte an myelini-

sierten und nicht-myelinisierten Bandeln auf.
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Abbildung 11: Vergleich der myelinisierten Nervenfaserdichten nach Lokalisation

°= AusreiBer; *= extremer AusreiBer; = hochsignifikanter Unterschied
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Abbildung 12: Vergleich der nicht-myelinisierten Nervenfaserdichten nach Lokalisation

°= AusreiBer; *= extremer AusreiBer; = hochsignifikanter Unterschied

3.3.84 Analyse klinisch-diagnostische Testverfahren und Nervenfaserdichte

Ein Gruppenvergleich der klinisch-diagnostischen Testverfahren (ODSS, MRC,
TCNS) zeigte keine signifikanten Unterschiede (p>0,05; Kruskal-Wallis-Test). Wei-
terhin wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen den klinisch-diagnostischen
Testergebnissen und der Anzahl myelinisierter/ nicht-myelinisierter Nervenbundel pro
Flache vorlag. Hier konnten keine signifikanten Zusammenhange aufgezeigt werden
(p>0,05; Korrelationskoeffizient nach Spearman).

3.3.8.5 Analyse Krankheitsdauer und Nervenfaserdichte

Die Analyse der Anzahl myelinisierter/ nicht-myelinisierter Bundel pro Flache und der
Krankheitsdauer ergab kein signifikantes Ergebnis (p>0,05; Kruskal-Wallis-Test). Die
Krankheitsdauer von Patienten mit einer geringen bzw. vermehrten Anzahl an Ner-
venbundeln unterschied sich nicht signifikant voneinander. Eine Korrelation zwischen
der Krankheitsdauer und der Anzahl an Nervenbundeln konnte ebenfalls nicht nach-

gewiesen werden (p>0,05; Korrelationskoeffizient nach Spearman).
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3.3.8.6 Analyse histologische Merkmalsauspragungen N. suralis und Nervenfa-
serdichte

Signifikante Unterschiede in den histologischen Merkmalsauspragungen von Suralis-
biopsien zeigten sich einzig fur die Merkmalsauspragung ,Regenerationsgruppen®.
Patienten mit Nervenbiopsaten ohne Regenerationsgruppen wiesen am Oberschen-
kel im Vergleich zu Patienten mit Regenerationsgruppen eine héhere Dichte myelini-
sierter Nervenbundel (p=0,041; Mann-Whitney-U-Test) und eine hohere Dichte nicht-
myelinisierter Nervenbundel auf (p=0,026; Mann-Whitney-U-Test).

3.3.8.7 Analyse Faserverlust in Suralisbiopsien und Nervenfaserdichte

Die gesonderte Betrachtung der Anzahl myelinisierter/ nicht-myelinisierter Bundel pro
Flache und des Faserverlust-Schweregrades in Suralisbiopsien lieferte keine signifi-
kanten Ergebnisse (p>0,05; Kruskal-Wallis-Test). Allerdings deutet die Verteilung
nicht-myelinisierter Nervenbindel am Finger mit p= 0,086 auf einen Trend hin. Pati-
enten mit einem mittelgradigen Faserverlust im Suralisbiopsat wiesen am Finger im
Median eine hohere Dichte nicht-myelinisierter Nervenbundel im Vergleich zu Patien-
ten mit einem hochgradigen Faserverlust im Nervenbiopsat auf.

3.38.8 Entziindliche/ nicht-entziindliche PNP und Nervenfaserdichte

Die Nervenfaserdichte ausgewahlter nicht-entzindlicher und entzundlicher Formen
der PNP wurde miteinander verglichen. Die Gruppe ,nicht-entzindlichen PNP* (n=
21; 51,2%) umfasste die Diagnosen SFN, hereditare PNP und diabetische PNP. Die
Gruppe ,entziundliche PNP“ (n= 20; 48,8%) bestand aus Patienten mit den Diagno-
sen CIDP und vaskulitische PNP.

Im Vergleich beider Gruppen zeigten sich signifikante Unterschied bei der Dichte
myelinisierter Bundel an Ober- und Unterschenkel sowie bei der Dichte nicht-
myelinisierter Nervenbundel des Oberschenkels (p< 0,05, Mann-Whitney-U-Test).
Patienten mit einer entzindlichen PNP-Form zeigten im Vergleich zu Patienten mit
nicht-entztndlichen PNP-Formen sowohl am Ober- als auch am Unterschenkel eine
im Median hohere Dichte an myelinisierten Nervenbundeln (siehe Abbildung 13 und

Abbildung 14). Beim Vergleich der Dichte nicht-myelinisierter Nervenbindel an Ober-
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und Unterschenkel wiesen Patienten mit entztndlichen PNP-Formen ebenfalls signi-
fikant hohere Medianwerte als Patienten mit nicht-entzindlichen PNP-Formen auf
(siehe Abbildung 15). Am Finger zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen Patienten mit entziindlichen und nicht-entziindlichen Formen der PNP.

3.00

MBP /PGP myel. dermale Nervenbiindel pro Fliche
(in mm2) Oberschenkel

— 1T

entzindliche PNP nicht entziindliche PNP

Abbildung 13: Vergleich der Dichte myelinisierter Nervenbiindel des Oberschenkels zwischen Patienten mit

entziindlicher und nicht-entziindlicher PNP

°= AusreiBer; *= extremer AusreiBer; -—-— = signifikanter Unterschied
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1,00

MBP/PGP myel. dermale Nervenbiindel pro Flache
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entziindliche PNP nicht entziindliche PNP

.00 E—

Abbildung 14: Vergleich der Dichte myelinisierter Nervenbiindel des Unterschenkels zwischen Patienten mit

entziindlicher und nicht-entziindlicher PNP

°= AusreiBBer; *= extremer AusreiBer; —— = signifikanter Unterschied
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Abbildung 15: Vergleich der Dichte nicht-myelinisierter Nervenbiindel des Oberschenkels zwischen Patienten mit

entziindlicher und nicht-entziindlicher PNP

*

- = signifikanter Unterschied

3.3.9 Faserverlust in Hautbiopsien

In den Farbungen MBP/Caspr und MBP/Neurofascin befand sich eine Vielzahl an

Schnitten ohne Nervenfasern.

33 von 92 Patienten (35,9%) zeigten in der Farbung MBP/Neurofascin an mindes-
tens einer von drei Biopsiestellen einen Verlust aller myelinisierten Fasern. 17 von 40
Patienten (42,5%), die zudem eine Nervus suralis Biopsie erhalten haben, hatten in
der Farbung MBP/Neurofascin an mindestens einer Biopsiestelle einen Faserverlust.
Davon hatten 3 Patienten (17,6%) eine demyelinisierende PNP, 13 Patienten
(76,5%) eine axonale PNP und 1 Patient eine gemischte PNP (5,9%).

38 von 92 Patienten (41,3%) zeigten an mindestens einer Biopsiestelle der Farbung
MBP/Caspr einen Nervenfaserverlust. 23 von 40 Patienten (57,5%), die neben der
Haut- auch eine Suralisbiopsie erhalten hatten, hatten an mindestens einer Biopsies-
telle der Farbung MBP/Caspr einen Nervenfaserverlust. 9 Patienten (39,1%) hatten
eine demyelinisierende PNP, 13 Patienten (56,5%) eine axonale PNP und 1 Patient
(4,3%) eine gemischte PNP.
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Bei 17 von 92 Patienten (18,5%) lieRen sich an mindestens einer Biopsiestelle weder
in der Farbung MBP/Neurofascin noch in der Farbung MBP/Caspr Nervenfasern
nachweisen. Bei 12 von 40 Patienten (30%), die neben der Haut- auch eine Suralis-
biopsie erhielten, konnte sowohl in der Farbung MBP/Caspr als auch in der Farbung
MBP/Neurofascin an mindestens einer Biopsiestelle ein Nervenfaserverlust festge-
stellt werden. Hier hatten 3 Patienten (25,0%) eine demyelinisierende PNP, 8 Patien-
ten (66,7%) eine axonale PNP und 1 Patient eine gemischte PNP (8,3%).

Es konnte kein Zusammenhang zwischen den Merkmalsauspragungen der Suralis-
biopsie (Regenerationsgruppen, dinn myelinisierte Nervenfasern, Axonuntergange,
Zwiebelschalen) und der Zuordnung zu einer Gruppe anhand des Vorkommens ei-

nes Faserverlustes im Hautbiopsat nachgewiesen werden (p>0,05; exakter Fisher-

Test).

Die Analyse der klinisch-diagnostischen Testergebnisse von Patientengruppen mit
und ohne Nervenfasern zeigte fur die Tests ODSS und MRC keine signifikanten Un-
terschiede (p>0,05; Mann-Whitney-U-Test). Die TCNS- Werte unterschieden sich
hingegen signifikant zwischen den Patienten mit und ohne Nervenfasern. Patienten,
die sowohl in der immunohistochemischen Farbungen MBP/Neurofascin als auch in
der Farbung MBP/Caspr einen Faserverlust verzeichneten, wiesen signifikant hdhere
TCNS-Werte auf als Patienten ohne Faserverlust im Hautbiopsat (p= 0,03; Mann-
Whitney-U-Test; Abbildung 16). Die gesonderte Betrachtung der Farbung
MBP/Neurofascin zeigte im Vergleich von Patienten mit und ohne Nervenfasern
ebenfalls einen signifikanten Unterschied (p = 0,08; Mann-Whitney-U-Test; Abbildung
17). Patienten mit Hautbiopsaten ohne Nervenfasern (an mindestens einer Biopsies-
telle) erzielten signifikant hohere TCNS-Werte als Patienten die keinen Nervenfaser-
verlust im Hautbiopsat verzeichneten. Auch in der Farbung MBP/Caspr zeigten Pati-
enten mit Serienschnitten ohne Nervenfasern (an mindestens einer Biopsiestelle)
signifikant hohere TCNS-Werte als solche Patienten ohne Nervenfaserverlust im
Hautbiopsat (p = 0,014; Mann-Whitney-U-Test; Abbildung 18).
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Abbildung 16: Gruppenvergleich TCNS-Gesamtscore Biopsien mit/ohne Fasern Farbung Neurofascin und Caspr

*
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Abbildung 17: Gruppenvergleich TCNS-Gesamtscore Biopsien mit/ohne Fasern Farbung Neurofascin

*

--—-- = signifikanter Unterschied
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Abbildung 18: Gruppenvergleich TCNS-Gesamtscore Biopsien mit/ohne Fasern Farbung Caspr

*

- = signifikanter Unterschied

Im Vergleich der Krankheitsdauer konnte kein Unterschied zwischen Patienten mit
und ohne Faserverlust im Hautbiopsat ermittelt werden (p>0,05; Mann-Whitney-U-
Test).

22 von 37 Patienten (59,5%), die eine Suralisbiopsie erhielten, zeigten in der Caspr-
Farbung an mindestens einer Hautbiopsielokalisation keine Nervenfasern. 10 von 22
Patienten (45,5%) zeigten in der Suralisbiopsie einen hochgradigen Faserverlust. Die
restlichen 12 Patienten (54,5%) verfugten Uber einen mittelgradigen Faserverlust. Bei
15 von 37 Patienten (40,5%), die eine Suralisbiopsie erhielten, war der Nachweis von
Nervenfasern in der Neurofascin-Farbung an mindestens einer Hautbiopsielokalisati-
on nicht moglich. 7 von 15 Patienten (46,7%) zeigten in der Suralisbiopsie einen
hochgradigen Faserverlust. Weitere 8 Patienten (53,3%) hatten einen mittelgradigen

Faserverlust im Nervenbiopsat.

11 von 37 Patienten (29,7%) zeigten sowohl in der Caspr- als auch in der Neuro-
fascin-Farbung an mindestens einer Hautbiopsielokalisation einen kompletten Ner-
venfaserverlust. 4 Patienten (36,4%) hatten einen hochgradigen Faserverlust in der
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Suralisbiopsie, weitere 7 Patienten (63,6%) zeigten einen mittelgradigen Faserverlust

im Nervenbiopsat.

AnschlieRend wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der Schwere
des Faserverlusts in der Suralisbiopsie und dem Faserverlust in der Hautbiopsie gab.
Betrachtet wurden die Haut- und Nervenbiopsate von Patienten mit axonaler und
demyelinisierender PNP (n=37). Patienten mit gemischter PNP (n=3) wurden hier
nicht betrachtet. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Schwere des Faser-
verlusts in der Suralisbiopsie und dem Faserverlust in der Hautbiopsie konnte nicht
nachgewiesen werden (p>0,05; Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest).

Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen Faserverlust in der Hautbiopsie
und dem Schadigungsmuster einer axonalen bzw. demyelinisierenden PNP, unter-
sucht. Hier konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Diagnosekriterium
axonale/ demyelinisierende PNP und dem Faserverlust in Hautbiopsien der Neuro-
fascin-Farbung aufgezeigt werden (p= 0,048; Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest; Ta-
belle 17). Patienten mit einer axonalen PNP waren haufiger von einem Nervenfaser-

verlust betroffen.

Tabelle 17: Zusammenhang zwischen dem Faserverlust in der Hautbiopsie und dem Diagnosekriterium axonale bzw.

demyelinisierende PNP

Anzahl Patienten mit Nervenfaserverlust an
mind. 1 Biopsiestelle

(Farbung MBP/Neurofascin)

Diagnosekriterium nein ja
demyelinisierende 11 3
PNP
axonale PNP 10 13
Gesamt 21 16
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4 Diskussion

41 Zu den histopathologischen Auffalligkeiten an Ranvier-Schniirringen

4.1.1 Verlangerte Ranviersche Schniirringe

Verlangerte Ranvierschnurringe wurden in einer vorherigen Studie (Doppler et al.,
2013) in der Mehrzahl bei demyelinisierenden PNP sowie in einigen Fallen axonaler
PNP beobachtet. Eine weitere Studie (Doppler et al., 2012) konnte verlangerte Ran-
vier-Schnurringe einzig bei demyelinisierenden PNP nachweisen. In der hier vorlie-
genden Arbeit erhielten 40 von 92 Patienten (43,5%) neben der Hautbiopsie zusatz-
lich eine Suralisbiopsie. Verlangerte Ranvier-Schnurringe in Hautbiopsien liel3en sich
bei 27 der o0.g. 40 Patienten (67,5%) nachweisen. Hier waren Patienten mit einer a-
xonalen PNP mehrheitlich von verlangerten Schnurringen betroffen (14/27). 12 Pati-
enten hatten eine demyelinisierende PNP (12/27). Nur in einem Fall lie3en sich ver-

langerte Ranvier-Schnurringe bei gemischter PNP beobachten.

Bei 1 von 4 Patienten (25%) mit INCAT-positiver CIDP lief3en sich verlangerte
Schnurringe nachweisen. In zuvor veroffentlichten Arbeiten konnten verlangerte
Ranvier-Schnurringe in 80-100% der Falle bei INCAT-positiver CIDP nachgewiesen
werden (Doppler et al., 2013; Saporta et al., 2009).Eine Erklarung fur die unter-
schiedlichen Ergebnisse konnte sein, dass die geringe Anzahl von nur vier Patienten
in unserer Studie mit INCAT-positiver CIDP nicht reprasentativ ist. Zudem lie3en sich
bei 3 von 4 Patienten (75%) mit INCAT-positiver CIDP aufgrund eines vollstandigen
Verlusts der myelinisierten Nervenfasern in den Hautbiopsaten nicht alle Biopsiestel-
len auswerten, wodurch die Aussagekraft der Ergebnisse beeintrachtigt ist. Die in der
zuvor genannten Arbeit verwendete Free-Floating-Farbetechnik kann ein moglicher
Grund fur abweichende Ergebnisse in der hier vorliegenden Studie mit konventionel-
ler immunohistochemischer Farbung sein. Vermutlich dringen mittels Free-Floating-
Technik Antikdrper besser in das Gewebe ein, wodurch mehr Gewebefasern ange-

farbt und quantifizierbar werden.
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4.1.2 Dispersion von Caspr und Neurofascin

Eine Dispersion von Caspr in Hautbiopsien war bei 8 von 92 Patienten (8,7%) nach-
weisbar. Davon hatten 4 Patienten eine PNP unklarer Atiologie, sowie in jeweils ei-
nem Fall die Diagnosen diabetische PNP, vaskulitische PNP, hereditare PNP und
SFN. In keinem Fall konnte eine Dispersion bei INCAT positiven CIDP-Patienten
nachgewiesen werden. Bei 4 von 40 Patienten (10%), die eine Suralisbiopsie erhiel-
ten, konnte eine Caspr-Dispersion in Hautbiopsien nachgewiesen werden. 50% der
Falle mit Caspr-Dispersion waren Patienten mit axonaler PNP (2 von 4 Patienten).
Nur in jeweils einem Fall konnte eine Caspr-Dispersion bei Patienten mit demyelini-

sierender PNP sowie gemischter PNP beobachtet werden.

Diese Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit einer vorherigen Studie, in der eine
Caspr-Dispersion mehrheitlich bei Patienten mit demyelinisierender PNP sowie bei
INCAT positiven Fallen einer CIDP anzutreffen war (Doppler et al., 2013). Eine weite-
re Arbeit konnte in Biopsien des N. peroneus superficialis eine Caspr-Dispersion bei
CIDP-Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne Anzeichen einer PNP
feststellen (Cifuentes-Diaz et al., 2011). In 0.g. Studien wurden u.a. unterschiedliche
Farbetechniken (Free-Floating-Technik) sowie Probenmaterial (Nervus peroneus)
verwendet, was mitunter ein moglicher Grund fur die abweichenden Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit sein kann.

Eine Dispersion von Neurofascin liel3 sich in unserer Arbeit bei 20 von 92 Patienten
(21,7%) an mindestens einer Hautbiopsiestelle nachweisen. 7 von 40 Patienten
(17,5%), die neben einer Haut- auch eine Suralisbiopsie erhielten, wiesen eine Dis-
persion von Neurofascin an mindestens einer Lokalisation auf. Davon hatten jeweils
3 Patienten eine demyelinisierende bzw. axonale Neuropathie. Nur in einem Fall wa-

ren Patienten mit gemischter PNP von einer Neurofascin-Dispersion betroffen.

Eine verminderte Dichte von Neurofascin in der paranodalen Region wurde im Tier-
modell bei akuter inflammatorischer demyelinisierender PNP beschrieben (Lonigro &
Devaux, 2009). Veranderungen der Distribution des paranodalen Membranproteins
Neurofascin wurden in einer weiteren Studie als Vorlaufer von demyelinisierenden

Erkrankungen des ZNS beschrieben (Howell et al., 2006). Eine weitere Studie konnte
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die Dispersion von Neurofascin mehrheitlich bei Patienten mit demyelinisierender
PNP nachweisen (Doppler et al., 2013). Patienten mit gemischter PNP waren analog

zu unserer Arbeit am wenigsten von einer Neurofascin-Dispersion betroffen.

Im Gegensatz zu o.g. Arbeit konnte in unserer Arbeit eine Neurofascin-Dispersion bei
Patienten mit INCAT-positiver CIDP nicht nachgewiesen werden. Allerdings liel3en
sich, wie zuvor bereits beschrieben, bei 3 von 4 Patienten (75%) mit INCAT-positiver
CIDP aufgrund eines Faserverlusts in den Hautbiopsaten nicht alle Biopsiestellen
auswerten, wodurch die Aussagekraft der Ergebnisse beeintrachtigt wurde. Daneben
erscheint auch hier die geringe Anzahl von nur vier Patienten mit CIDP als nicht re-
prasentativ. Da sich aber eine Neurofascin-Dispersion bei Patienten mit INCAT-
negativer CIDP sowie bei anderen Krankheitsformen der PNP beobachten liel3,
konnte eine zukunftige Studie mit einer grolReren Anzahl an Studienteilnehmern zu

eindeutigeren Ergebnissen gelangen.

Des Weiteren sollte einschrankend erwahnt werden, dass sowohl in der Caspr- als
auch in der Neurofascin-Farbung aufgrund der hohen Anzahl an Biopsaten mit Fa-
serverlust nur selten eine Dispersion nachweisbar war. Die Analyse der Krankheits-
dauer als mogliche Ursache fur die abweichenden Ergebnisse lieferte keinen Auf-
schluss. Unsere Patienten wiesen mit einer medianen Krankheitsdauer von 3,0 Jah-
ren eine lediglich um 0,5 Jahre geringere Dauer auf als die Patientenkohorte der o.g.
Vergleichsarbeit von Doppler et al. (2013) mit einer Krankheitsdauer von 3,5 Jahren.

4.2 Zu den kolokalisierten Entziindungszellen in Haut- und in Nervenbiopsa-
ten

Periphere Neuropathien kdnnen inflammatorische Signalketten in der Haut initiieren,
die zu einem Anstieg pro- und anti-inflammatorischer Zytokine fuhren. Mechanismen,
die infolge peripherer Nervenschadigung zu einer Invasion von Entzindungszellen
entlang kutaner Nervenfasern flhren, sind bislang unklar. Eine chemisch induzierte
Zellinfiltration infolge lokal produzierter Faktoren durch ortsansassige Makrophagen,
Fibroblasten, kutaner Langerhans-Zellen u.a. wird aktuell diskutiert (Ugeyler et al.,
2016). Die Persistenz perivaskularer, postphagozytischer Zellen wurde zuvor als
wahrscheinlichste Ursache fur vermehrte Makrophagencluster in Suralisbiopsien bei
entzundlichen Neuropathien angenommen (Sommer et al., 2005).
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In vorherigen Studien erfolgte ein Nachweis von T-Zellen und Makrophagen in Sura-
lisbiopsien mehrheitlich bei entzindlichen und vaskulitischen Neuropathien Uberwie-
gend im Bereich von epineuralen Blutgefalen (Lindenlaub & Sommer, 2003;
Sommer et al., 2005). Bei Patienten mit nicht-systemischer vaskulitischer Neuropa-
thie (NSVN) konnte eine hohere perivaskulare Infiltration von T-Zellen und Makro-
phagen im Vergleich zu Patienten mit nicht-entziindlicher axonaler Neuropathie und
gesunden Kontrollpatienten beobachtet werden (Ugeyler et al., 2010). Eine weitere
Arbeit konnte in Suralisbiopsien vermehrt Makrophagencluster entlang endoneuraler
Blutgefalle bei inflammatorischen Neuropathien nachweisen (Sommer et al., 2005).
Im Vergleich zu hereditaren Neuropathien waren Makrophagencluster vermehrt in
Fallen von CIDP zu beobachten.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Kolokalisation von Makrophagen und T-
Zellen an myelinisierten Nervenfasern in Hautproben untersucht. Bei lediglich 1 von
92 Patienten (1,09%) konnte eine Kolokalisation von Makrophagen und myelinisier-
ten Nervenbundeln nachgewiesen werden. Hier handelte es sich atiologisch aller-
dings um eine nicht-entzindliche PNP-Form. Eine Kolokalisation von T-Zellen und
myelinisierten Nervenbundeln war bei nahezu einem Drittel der Studienteilnehmer zu
beobachten (26 von 92 Falle). Entzindliche PNP-Formen stellten dabei allerdings die
Minderheit (9 von 26 Falle). Entzindungszellen waren in der Mehrheit der Falle bei
nicht-entzindlichen Formen der PNP mit Nervenbundeln kolokalisiert (17 von 26 Fal-
le).

Als maogliche Ursache fur den geringen Nachweis von kolokalisierten Entziindungs-
zellen in der Nahe peripherer Hautnerven kann angenommen werden, dass Entzun-
dungszellen zunachst aus Blutgefal’en in das umliegende Gewebe der Haut emigrie-
ren und somit mehrheitlich perivaskular nachweisbar sind (Ugeyler et al., 2016).

Weder fur T-Zellen noch fur Makrophagen konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen von Entzundungszellen in Haut- und in Nervenbiopsaten
nachgewiesen werden. Der Vergleich von entziundlichen und nicht-entzindlichen
Formen der PNP konnte keinen Zusammenhang mit der Kolokalisation von Entzun-

dungszellen an Nervenbundeln in Hautbiopsien aufzeigen.

70



Die Krankheitsdauer unseres Patientenkollektivs bis zur Entnahme von Hautbiopsien
betrug im Median 3,0 Jahre. Mdglicherweise hatte die Biopsie zu einem friheren
Zeitpunkt zu einem vermehrten Nachweis einer Kolokalisation von Entzindungszel-
len beitragen konnen. In tierexperimentellen Arbeiten zu inflammatorischen Neuropa-
thien konnte eine Gewebeinfiltration durch Makrophagen vor allem in Fruhphasen
nach einer Nervenschadigung nachgewiesen werden (Mueller et al., 2001; Susuki et
al., 2007). Eine weitere Studie konnte allerdings nachweisen, dass die Anzahl der
Entzindungszellen in Hautbiopsien von PNP-Patienten nicht mit Krankheitsdauer
und -aktivitat korrelieren (Ugeyler et al., 2016).

Des Weiteren sei erwahnt, dass in Hautbiopsien nur sensible Nervenfasern unter-
sucht werden kdnnen. Entzundliche Neuropathien, die vermehrt motorische Nerven-
fasern beeintrachtigen, werden somit moglicherweise nicht optimal erfasst. Anzu-
merken ist zudem, dass in den 0.g. Arbeiten unterschiedliche Methoden in Hinblick
auf immunohistochemische Farbungen, gewahlter Schnittdicke der Biopsate und
Quantifizierungsmethoden von Entzindungszellen angewendet wurden, weshalb die

Ergebnisse nur eingeschrankt miteinander vergleichbar sind.

In der vorliegenden Arbeit bestand die Gruppe ,entzundliche PNP* aus insgesamt 20
Patienten mit den Diagnosen CIDP und vaskulitische PNP. Die Reproduktion der

Daten in einer groReren Kohorte ware wunschenswert.

4.3 Zur Dichte der myelinisierten Nervenfasern in Hautbiopsien

Beim Vergleich der drei Biopsieentnahmestellen wiesen die distalen Nervenendigun-
gen aus Fingerbiopsien (unbehaarte Haut) im Vergleich zu den distalen Nervenendi-
gungen aus Ober- und Unterschenkel (behaarte Haut) eine signifikant hohere Dichte
myelinisierter und nicht-myelinisierter Nervenbundel pro Flache Dermis auf. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit zuvor veroffentlichten Studien, die ebenfalls eine ho-
here Dichte myelinisierter Nervenfasern in unbehaarter Haut nachweisen konnten
(Doppler et al., 2017; Doppler et al., 2012; Provitera et al., 2007). Anzumerken ist
allerdings, dass die Analyse myelinisierter Nervenfasern in behaarter Haut generell
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aufgrund ihres dort geringeren Vorkommens mitunter erschwert sein kann (Li et al.,
2005).

PNP-Patienten wiesen im Vergleich zu SFN-Patienten eine signifikant hohere Dichte
nicht-myelinisierter Nervenfaserbundel am Unterschenkel auf. An Oberschenkel und
Finger gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen PNP- und SFN-Patienten.
SFN-Patienten zeigten am Finger eine signifikant hohere Dichte myelinisierter Ner-
venbundel im Vergleich zu PNP-Patienten. Diese Beobachtung entspricht den Erwar-
tungen, da bei einer SFN myelinisierte Nervenfasern in der Regel nicht betroffen
sind. An Ober- und Unterschenkel gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
PNP- und SFN-Patienten. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Fingerbi-
opsien am ehesten zur Untersuchung der Dichte myelinisierter Nervenfasern geeig-
net sind. Angemerkt sei allerdings die relativ geringe Anzahl an Patienten mit SFN
(n=9), wodurch die Aussagekraft der Ergebnisse eingeschrankt wird.

Doppler et al. (2012) konnten am Oberschenkel eine geringere Dichte myelinisierter
Nervenbuindel bei PNP-Patienten und eine hohere Dichte unmyelinisierter Bundel im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden aufzeigen. Ein signifikanter Unterschied
zwischen SFN-und PNP-Patienten war nicht nachweisbar. Das Vorherrschen nicht-
myelinisierter Nervenbundel in Hautbiopsien wird als das Distinktionsmerkmal zur
Unterscheidung zwischen PNP-Patienten und gesunden Probanden beschrieben.
Daneben wurde in der 0.g. Studie eine hohere Dichte myelinisierter Nervenbundel
des Oberschenkels bei SFN-Patienten im Vergleich zu PNP-Patienten aufgezeigt,
allerdings ohne den Nachweis einer statistischen Signifikanz.

Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten sei angemerkt, dass
eine relativ geringe Anzahl an Patienten mit SFN analysiert wurden und es sich um
ein eher homogenes Studienkollektiv mit mehrheitlich PNP handelt. Die Untersu-
chung erfolgte anhand einer unterschiedlichen Anzahl an Biopsielokalisationen. Im
Gegensatz zur oben genannten Studie wurden in dieser Arbeit neben Biopsien vom
Oberschenkel auch Hautproben von Unterschenkel und Finger analysiert. Angemerkt
sei allerdings, dass der Oberschenkel bei den meisten Patienten nicht von polyneu-
ropathischen Symptomen betroffen ist.
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Auch an dieser Stelle sei auf die Verwendung unterschiedlicher Methoden der immu-
nohistochemischen Farbung hingewiesen, die die unterschiedlichen Ergebnisse er-
klaren konnten. Im Vergleich zu 0.g. Studie wurde in dieser Arbeit statt der Free-
floating-Methode die konventionelle Immunohistochemie verwendet. Moglicherweise
dringen Antikdrper durch Einsatz der Free-Floating-Technik besser in das Gewebe
ein, wodurch mehr Gewebefasern bzw. Fasern verstarkt angefarbt und somit quanti-
fizierbar gemacht werden. Eine kurzere Erkrankungsdauer unserer Patientenkohorte
konnte ein potentieller Grund fur die divergierenden Ergebnisse sein. SFN-Patienten
(2,0 Jahre) und PNP-Patienten (4,00 Jahre) in unserer Studie wiesen im Vergleich zu
0.9. Arbeit (SFN 4,74 Jahre; PNP 4,88 Jahre) eine kirzere Krankheitsdauer auf.
Moglicherweise lief3en sich bei ahnlicher hoher Krankheitsdauer vergleichbare Er-

gebnisse erzielen.

Die weitere Analyse ergab fur Patienten ohne den Nachweis von Regenerations-
gruppen im Nervenbiopsat eine signifikant hohere Dichte myelinisierter und nicht-
myelinisierter Nervenbundel im Hautbiopsat. Da Regenerationsgruppen Anzeichen
einer chronischen axonalen Schadigung sind und mit einer Reduktion von Nervenfa-
sern einhergehen, entspricht dieses Ergebnis unseren Erwartungen (Taylor et al.,
2004).

4.4 Zu den Faserverlusten in Hautbiopsien

Der Nachweis myelinisierter Nervenfasern in Hautbiopsien war bei 33 von 92 Patien-
ten (35,9%) in der Farbung MBP/Neurofascin und bei 38 von 92 Patienten (41,3%) in
der Farbung MBP/Caspr nicht moglich. Sowohl in der Farbung MBP/Neurofascin als
auch in der Farbung MBP/Caspr waren mehrheitlich Patienten mit einer axonalen
PNP von einem Verlust myelinisierter Nervenfasern an mindestens einer Hautbiop-
sielokalisation betroffen. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Faserverlust und
axonalen Schadigungsmuster konnte in Hautbiopsien der Farbung MBP/Neurofascin
nachgewiesen werden (p<0,05; exakter Fisher-Test).

Ein Faserverlust war mehrheitlich bei PNP-Patienten und nur in wenigen Fallen bei
Patienten mit SFN zu beobachten. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Fa-
serverlust und der Diagnose PNP/SFN war nicht nachweisbar (p>0,05; exakter Fis-
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her-Test). Eine zuvor veroffentlichte Studie konnte ebenfalls einen vermehrten Ver-
lust myelinisierter Nervenfasern in Hautbiopsien von Patienten mit axonaler PNP so-
wie eine Verringerung der dermalen myelinisierten Nervenfasern bei Patienten mit
PNP im Vergleich zu SFN-Patienten beobachten (Doppler et al., 2012).

Ein Zusammenhang zwischen dem Verlust myelinisierter Nervenfasern in Hautbiop-
sien und dem Faserverlust in Nervenbiopsien (klassiert nach Schweregraden) konnte
in unserer Arbeit im Gegensatz zur o0.g. Studie nicht aufgezeigt werden. Ein Einfluss
der Krankheitsdauer auf die Biopsieergebnisse war nicht nachweisbar. Einschran-
kend fur die Ergebnisse der Analyse von Hautbiopsien sei erwahnt, dass Patienten
mitunter an einer derart schweren neuropathischen Storung leiden, die zu einem so
starken Faserverlust fuhrt, dass der Nachweis und somit die Analyse myelinisierter
Nervenfasern erschwert bzw. unmdoglich ist, wodurch die Interpretation der Ergebnis-
se signifikant beeintrachtigt werden konnte (Myers et al., 2013).

4.5 Zu den histologischen Merkmalsauspragungen in Haut- und Nervenbiop-
sien

Die Analyse der histologischen Merkmalsauspragungen der Suralisbiopsie bei Pati-
enten mit und ohne pathologische Auffalligkeiten in Hautbiopsien (Gruppenvergleich
Patienten mit bzw. ohne verlangerte Ranvierschnurringe, Caspr-Dispersion, Neuro-
fascin-Dispersion, Nervenfaserverlust in Hautbiopsien) zeigte keine signifikanten Un-

terschiede.

Des Weiteren wurde das Vorkommen eines Faserverlustes in Hautbiopsien mit der
Schwere des Faserverlustes in Biopsien vom Nervus suralis verglichen. Ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen den Merkmalsauspragungen in Haut- und Nerven-
biopsie konnte nicht festgestellt werden. In einer zuvor veroffentlichten Arbeit konnte
keine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl myelinisierter Nervenfasern in
Hautbiopsien und der Schwere des Faserverlustes in Nervenbiopsien beobachtet
werden. Ein schwacher Zusammenhang zwischen der Anzahl myelinisierter Nerven-
bindel und der Schwere des Faserverlustes in Nervenbiopsien wurde allerdings be-
schrieben (Doppler et al., 2012).
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Myelinisierte Nervenfasern der Haut reprasentieren die distalen Nervenendigungen,
der Nachweis pathologischer Veranderungen in Hautbiopsien als Zeichen eines dis-
talen Schadigungsmusters einer PNP kann im Rahmen der Diagnostik genutzt wer-
den. Wahrend die molekulare Architektur der Ranvier-Schnurringe in Hautbiopsien
infolge demyelinisierender PNP pathologisch verandert sein kann, zeigt sich im Ner-
venbiopsat oftmals eine normale Morphometrie. Moglicherweise ist der biopsierte
Nervus suralis vom Krankheitsprozess ausgespart, pathologische Veranderungen
sind nicht darstellbar. Zudem ware es durchaus moglich, dass dermale Nervenfasern
aufgrund ihrer distalen Lokalisation fruher als der Suralisnerv von einer Schadigung
betroffen sind.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Hautbiopsien mitunter morphologische
Veranderungen infolge einer PNP aufzeigen konnen, die in einer Nervenbiopsie nicht
bzw. noch nicht zu identifizieren sind. Anzumerken ist allerdings, dass in unserer
Studie lediglich 40 von 92 Patienten (43,5%) neben einer Haut- auch eine Suralisbi-
opsie erhielten, wodurch die Aussagekraft der Ergebnisse einzuschranken ist.

Des Weiteren sei angemerkt, dass Hautstanzbiopsien nur einen kleinen Ausschnitt
von kleinkalibrigen myelinisierten Axonen liefern. Ranvier-Schnurringe sind aufgrund
des Nervenfaserverlaufs nicht immer Uber die gesamte Nervenlange zu beurteilen
bzw. zu erfassen. Fokale bzw. segmental ablaufende Krankheitsprozesse werden in
der Regel nicht erfasst. Die Entnahme des Nervus Suralis hingegen erlaubt die Ana-
lyse von klein- und grof3kalibrigen Nervenfasern im Verlauf, u.a. durch Beurteilung
des gesamten Nervs im Querschnitt sowie durch das Einzelfaser-Zupfen von Axo-
nen. Der Einsatz von Hautbiopsien kann erganzend zu einer Nervenbiopsie die Sen-

sitivitat fur pathologische Veranderungen im Rahmen der PNP-Diagnostik erhohen.

4.6 Zuden Unterschieden in den klinisch-diagnostischen Tests

Mit im Median 59,0 Punkten lag der MRC-Gesamtwert unseres Patientenkollektivs
naherungsweise an der zu erreichenden Hochstpunktzahl von 60,0 Punkten (media-
ne Krankheitsdauer 3,0 Jahre), die Patienten wiesen mehrheitlich eine Normalkraft
auf. Motorische Defizite an den Muskelgruppen der unteren und oberen Extremitat in
Folge von PNP lie3en sich mittels MRC-Test nicht darstellen. Die Ergebnisse deuten
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darauf hin, dass unsere Studienteilnehmer mehrheitlich eine sensible sowie relativ
milde Form der PNP aufwiesen. In einer weiteren Arbeit zeigten Patienten ebenfalls
milde neurologische PNP-Symptome bei nicht naher beschriebener Krankheitsdauer
und einem medianen MRC-Gesamtwert von 54,0 Punkten (Molenaar et al., 1999).
Eine weitere Studie konnte bei Patienten mit immunbedingten PNP und einer Krank-
heitsdauer von 6,9 Jahren ebenfalls eher milde motorische Defizite bei einem MRC-
Gesamtwert von 53,3 Punkten beobachten (Merkies et al., 2003). Im Vergleich der
MRC-Werte der 0.g. Studien zeigte sich, dass Patienten eher von sensiblen, relativ
milden PNP-Formen ohne motorische Beteiligung betroffen sind. Anzumerken ist
zudem, dass motorische Defizite besser durch den Overall Disability Sum Score
(ODSS), vor allem bei immunbedingten PNP, erfasst werden konnen (Merkies et al.,
2002).

Der mediane ODSS-Gesamtwert unseres Patientenkollektivs lag bei 2 Punkten (0-
11) als Zeichen fur eine moderate Beeintrachtigung von Armen und Beinen durch
neuropathische Symptome. Die ODSS-Gesamtwerte unterschieden sich nicht signifi-
kant zwischen PNP- und SFN-Patienten. Beide Patientengruppen wiesen bei der
Messung des Grades der Beeintrachtigung von Armen und Beinen durch neuropathi-
sche Symptome moderate Werte auf. In einer Studie zu Patienten mit immunvermit-
telten PNP lag der ODSS-Median bei einem hoheren Wert von 4 Punkten (Merkies et
al., 2000; Merkies et al., 2002). Die Krankheitsdauer unterschied sich in den o.g.
Studien allerdings im Vergleich zur unserer Arbeit. Die Krankheitsdauer unserer Pa-
tienten betrug im Median 3,0 Jahre gegenuber 5,1 Jahre in den o.g. Arbeiten. Aller-
dings waren die Patienten unserer Studie mit medianen 64,0 Jahren um 8 Jahre alter
als die Vergleichspatienten der o.g. Studien. Im Vergleich der Arbeiten lassen sich
die unterschiedlichen Ergebnisse in den klinisch-diagnostischen Tests moglicher-
weise anhand der unterschiedlichen Zusammensetzung des Patientenkollektivs hin-
sichtlich Alter, Krankheitsdauer und Atiologie der neuropathischen Symptome erkla-

ren.

Die TCNS-Werte von PNP-Patienten waren signifikant hoher als die von SFN-
Patienten. PNP-Patienten waren starker von neuropathischen Symptomen betroffen
in Form von sensiblen Beeintrachtigungen und symptomalen Komponenten

(Schmerzen, Muskelschwache, Ataxien u.a.).
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Des Weiteren wurde untersucht, ob sich Patienten mit und ohne pathologische Auf-

falligkeiten in den immunohistochemischen Doppelfarbungen der Hautbiopsie in Be-
zug auf die klinisch-diagnostischen Testergebnisse unterscheiden. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich von Patienten mit und ohne verlan-
gerte Ranvierschnurringe, Dispersion von Caspr und Dispersion von Neurofascin

festgestellt werden.

Beim Vergleich der Dichte myelinisierter und nicht-myelinisierter Nervenbundel in
Hautbiopsien mit den Ergebnissen der klinisch-diagnostischen Tests zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang. In einer zuvor veroffentlichten Studie konnte allerdings
bei Patienten mit diabetischer sensomotorischer PNP eine negative Korrelation zwi-
schen der Hohe des TCNS-Scores und der Nervenfaserdichte in Biopsien des Ner-
vus suralis nachgewiesen werden (Bril et al., 2009). Der Verlust myelinisierter Fasern
peripherer Nerven hatte in der 0.g. Studie einen Einfluss auf das Ergebnis des kli-

nisch-diagnostischen Tests.

Patienten mit einem vollstandigen Faserverlust im Hautbiopsat wiesen signifikant
hohere TCNS-Werte auf als Patienten ohne Faserverlust. Diese Beobachtung ent-
spricht unseren Erwartungen. Der Verlust von myelinisierten Nervenfasern gilt als
charakteristisches Merkmal einer Vielzahl neuropathischer Erkrankungen. Die
Schwere klinischer Symptome kann durch einen erhohten TCNS-Wert quantifizierbar
gemacht werden. Eine Korrelation von Faserverlust und klinischen Symptomen bei
Patienten mit Charcot-Marie-Tooth Typ 1A, einer erblichen Form peripherer Neuro-
pathien, wurde bereits beschrieben (Krajewski et al., 2000; Saporta et al., 2009).

4.7 Zu den Unterschieden der Krankheitsdauer im Gruppenvergleich

Im Vergleich von Patienten mit und ohne pathologische Auffalligkeiten (verlangerte
Ranvier-Schnurringe, Dispersion von Caspr/ Neurofascin, Faserverlust in Hautbiop-
sien) zeigte sich kein signifikanter Unterschied in Hinblick auf die Krankheitsdauer.
Des Weiteren wurde der Einfluss der Krankheitsdauer auf die Dichte myelinisierter
und nicht-myelinisierter Nervenbundel an den Biopsiestellen von Ober- und Unter-
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schenkel sowie Finger untersucht. Die Reduktion myelinisierter Nervenfasern als
Folge von PNP liee einen Einfluss der Krankheitsdauer auf die Nervenfaserdichte
erwarten. In unserer Arbeit zeigte sich allerdings kein signifikanter zeitabhangiger
Zusammenhang zwischen Krankheitsdauer und Nervenfaserdichte. Der Einfluss der
Krankheitsdauer auf die Dichte myelinisierter Nervenfasern und -bundel wurde zuvor
von Doppler et al. (2012) untersucht. Im Gegensatz zu unserer Studie konnte dort
aufgezeigt werden, dass Patienten mit einer langeren Krankheitsdauer eine geringe-
re Dichte myelinisierter Nervenfasern und -bundel aufwiesen.

Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse ist die Tatsache, dass
in der o.g. Studie lediglich eine Biopsiestelle (Oberschenkel) untersucht worden ist.
In behaarter Haut ist allerdings eine vergleichsweise geringe Anzahl myelinisierter
Nervenfasern anzutreffen, was bei der Interpretation der Ergebnisse berucksichtigt
werden sollte. In unserer Arbeit lieBen sich am Oberschenkel keine signifikanten Er-
gebnisse nachweisen. Lediglich am - ebenfalls behaarten - Unterschenkel liel3 sich
ein nicht signifikanter Trend beobachten. Hier zeigte sich, dass Patienten (n=2) mit
einer Krankheitsdauer unter einem Jahr die hochste Dichte an myelinisierten Nerven-
fasern aufwiesen (p=0,123; Kruskal-Wallis-Test). Patienten mit einer langeren
Krankheitsdauer (n=83) wiesen folglich eine geringere Dichte myelinisierter Nerven-
fasern auf. Als weitere Erklarung der 0.g. Ergebnisse sei darauf hingewiesen, dass
die Mehrzahl der PNP langenabhangig ist und daher dermale Nervenfasern des Un-
terschenkels starker von einer Schadigung betroffen sein kdnnten als die des Ober-

schenkels.

Einschrankend fur die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sei erwahnt, dass
die Studienkohorte mitunter sehr heterogen in Hinblick auf Diagnosen und Schwere
der Krankheit ist. Zukunftige Studien mit einem homogeneren Patientenkollektiv wa-

ren notwendig, um die o0.g. Daten zu bestatigen bzw. zu widerlegen.

78



4.8 Kiritikpunkte der vorliegenden Studie und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Hautbiopsien und Ergebnisse aus klinisch-
diagnostischen Tests von 92 Patienten sowie Nervenbiopsien von 40 Patienten un-
tersucht und miteinander verglichen. Eine groRere Anzahl an Probanden mit sowohl
Haut- als auch Nervenbiopsie ware zur Verbesserung der Aussagekraft der vorlie-

genden Ergebnisse winschenswert gewesen.

Das Patientenkollektiv bestand ausschlieRlich aus Probanden mit bereits bestehen-
den neuropathischen Symptomen. Im Gegensatz zu vorherigen Studien wurden kei-
ne gesunden Kontrollprobanden rekrutiert, da das Ziel in der aktuellen Studie nicht
der Vergleich mit einem Kontrollkollektiv, sondern verschiedener Subklassen von
Polyneuropathien untereinander war. In der vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse
aus Haut-und Nervenbiopsien diverser Untergruppen von PNP miteinander zu ver-
gleichen. Daher Iasst es sich nicht immer eindeutig klaren, ob es sich bei den von

uns beobachteten Ergebnissen um Pathologien oder um Normvarianten handelt.

Hinsichtlich des Patientenkollektivs sei angemerkt, dass die Studienteilnehmer in
Bezug auf Geschlecht und Alter ungleich verteilt waren. Probanden der Alterskatego-
rie von 66-70 Jahren stellten die grofldte Gruppe. An zweiter Stelle folgten Patienten
im Alter von 71-75 Jahren. 79,3% der Patienten waren uber 50 Jahre alt. Nur 20,7%
der Patienten waren unter 50 Jahre alt. In der Altersgruppe der unter 30-jahrigen be-
fand sich lediglich 1 von 92 Patienten (1,1%). Das im vorliegenden Patientenkollektiv
gehaufte Auftreten von neuropathischen Symptomen in der Gruppe der Uber 50-
jahrigen stimmt jedoch mit der in der Literatur beschriebenen erhohten Pravalenz der
PNP mit zunehmenden Alter allerdings uberein (Beghi & Monticelli, 1998; Martyn &
Hughes, 1997), so dass die Studienkohorte dem durchschnittlichen Patientenkollektiv
von Patienten mit Polyneuropathien entspricht.

In Bezug auf das Geschlecht der Studienteilnehmer Uberwog der Anteil mannlicher
Patienten (Manner: 59,8%) im Vergleich zu weiblichen Studienteilnehmern (Frauen:
40,2%). In vorherigen Arbeiten wurde ebenfalls ein mehrheitliche Vorkommen von
PNP beim mannlichen Geschlecht beschrieben (Engelhardt, 1994; Koren et al.,
2013).
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Aufgrund der Technik der Hautstanzbiopsie kann lediglich ein relativ kleines Schnitt-
bild der Dermis mit kleinkalibrigen myelinisierten Axonen analysiert werden. Der un-
dulierende Nervenfaserverlauf erlaubt oftmals keine vollstandige Analyse Uber die
gesamte Nervenlange hinweg. Ranvier-Schnurringe werden mitunter nicht alle er-

fasst und entziehen sich somit einer Analyse.

Oftmals stellt sich die dermale Innervation in demyelinisierenden Neuropathien als
normal dar, so dass v.a. bei entzundlichen Neuropathien wie Guillain-Barré-Syndrom
und CIDP neben Elektrophysiologie und Klinik auch eine Nervus Suralis Biopsie in
der PNP-Diagnostik zu berucksichtigen sind. Daneben konnen Neuropathien so
schwer ausgepragt sein, dass Nervenfasern nicht mehr nachweisbar sind und sich
somit einer Evaluation entziehen, wodurch die Aussagekraft der Analyse des Einsat-
zes von Hautbiopsien als Erganzung in der PNP-Diagnostik eingeschrankt sein kann.

Als weitere Einschrankung sei erwahnt, dass - vor allem in behaarten - Hautbiopsa-
ten lediglich eine relativ kleine Anzahl myelinisierter Nervenfasern im Vergleich zu
Biopsien des Nervus Suralis enthalten sind, wodurch die Analyse dermaler Nerven-
fasern im Rahmen der PNP-Diagnostik signifikant beeintrachtigt werden kann.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die Hypothese Uberpruft, ob pathologisch auffallige
Ranvier-Schnurringe Hinweise auf Unterschiede bei PNP-Subgruppen und Schadi-
gungsmuster liefern. Daneben wurden die Hypothesen Uberpruft, ob Entzindungs-
zellen an myelinisierten Nervenfasern kolokalisiert nachweisbar sind und ob Hautbi-

opsien einen zusatzlichen Nutzen zur PNP-Basisdiagnostik liefern.

92 Patienten wurden prospektiv im Zeitraum von Oktober 2012 bis November 2013
rekrutiert. Hautbiopsien von Finger, Ober-und Unterschenkel wurden entnommen
und daraus gewonnene myelinisierte Nervenfasern der Haut mittels immunohisto-
chemischer Antikorper-Doppelfarbungen analysiert. 40 Studienteilnehmer erhielten
im Rahmen der Routinediagnostik zusatzlich Biopsien des Nervus suralis, pathologi-
sche Veranderungen der Nervenbiopsien wurden den histologischen Befundberich-
ten entnommen. Alle Studienteilnehmer erhielten neben Hautbiopsien klinisch-
neurologische, elektrophysiologische sowie laborchemische Basisuntersuchungen im
Rahmen der PNP-Diagnostik.

Verlangerte Ranviersche Schnurringe in mindestens einer immunohistochemischen
Farbung in der Hautbiopsie lieRen sich bei 55 von 92 Patienten (59,8%) nachweisen.
Atiologisch waren Patienten mit unklarer PNP sowie die Patientengruppe ,sonstige
PNP“ mehrheitlich von verlangerten Ranvier- Schnurringen betroffen. Axonale und
demyelinisierende Schadigungsmuster zeigten sich nahezu gleichermalfien. Signifi-
kante Unterschiede zwischen den Patientengruppen mit bzw. ohne verlangerte
Schndrringe in Bezug auf die histologischen Merkmalsauspragungen der Suralisbi-
opsie und den Ergebnissen aus klinisch-diagnostischen Tests ergaben sich nicht.

Eine Dispersion des nodalen und paranodalen Proteins Neurofascin lie3 sich bei 20
von 92 Patienten (21,7%) beobachten. Die Mehrzahl der Falle fiel auf die Diagnose-
gruppen ,sonstige PNP“ und PNP unklarer Atiologie. Axonale und demyelinisierende
Schadigungsmuster waren gleichermalf3en von einer Neurofascin-Dispersion betrof-
fen. Signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen mit bzw. ohne Dis-
persion von Neurofascin in Bezug auf die histologischen Merkmalsauspragungen der
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Suralisbiopsie und den Ergebnissen aus klinisch-diagnostischen Tests ergaben sich

nicht.

Eine Dispersion des paranodalen Proteins Caspr war bei 8 von 92 Patienten (8,7%)
nachweisbar. PNP unklarer Atiologie und die Gruppe ,sonstige PNP* waren mehr-
heitlich von Caspr-Dispersion betroffen. Caspr-Dispersion konnte mehrheitlich bei
axonaler PNP aufgezeigt werden. Infolge der hohen Anzahl an Biopsaten ohne Ner-
venfasern war allerdings nur selten eine Caspr-Dispersion anzutreffen. Signifikante
Unterschiede zwischen den Patientengruppen mit bzw. ohne Dispersion von Caspr in
Bezug auf die histologischen Merkmalsauspragungen der Suralisbiopsie und den

Ergebnissen aus klinisch-diagnostischen Tests ergaben sich nicht.

Wir konnten zeigen, dass neuropathische Schadigungsformen vom axonalen und
demyelinisierenden Typ keine signifikante Korrelation mit dem Auftreten von verlan-
gerten Ranvier-Schnurringen und der Dispersion charakteristischer paranodaler und
nodaler Membranproteine (Neurofascin, Caspr, Pan-Natrium-Kanale) aufwiesen.

Eine Kolokalisation von Entzindungszellen und myelinisierten Nervenfasern in Haut-
proben gelang lediglich in wenigen Fallen. Makrophagen lie3en sich nur in einem Fall
einer nicht-entzundlichen PNP kolokalisiert mit myelinisierten Nervenfasern nachwei-
sen. Die Kolokalisation von T-Zellen und myelinisierten Nervenfasern hingegen konn-
te bei einem Drittel der Patienten nachgewiesen werden. Hier waren allerdings
mehrheitlich nicht-entziindliche PNP-Formen von einer T-Zell-Kolokalisation betrof-
fen. Die gleichzeitige Kolokalisation von Entzindungszellen in Hautbiopsien und der
vermehrte Nachweis von Entzindungszellen in Suralisbiopsien konnte keinen signifi-

kanten Zusammenhang aufweisen.

Die Uberpriifung der eingangs gestellten Hypothese, dass PNP-Subgruppen Unter-
schiede in Hinblick auf eine pathologische nodale oder paranodale Organisation auf-
zeigen, konnte nicht bestatigt werden. Wir konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen axonalen und demyelinisierenden Schadigungsformen und pathologisch
veranderter Ranvier-Schnurringe sowie disperser nodaler und paranodaler Memb-
ranproteine feststellen. Es lasst sich allerdings feststellen, dass bei einer Vielzahl an
Hautbiopsien insgesamt eine geringe Anzahl an Ranvier-Schnurringen nachweisbar
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und somit zu analysieren war, wodurch die Aussagekraft der vorliegenden Studien-
ergebnisse erheblich eingeschrankt wird.

Der in der Hypothese vermutete Nachweis einer Kolokalisation von Entziindungszel-
len an myelinisierten Nervenfasern bei entztndlichen PNP konnte nicht bestatigt
werden. Der Vergleich von entzundlichen und nicht-entzindlichen Formen der PNP
konnte keinen Zusammenhang mit der Kolokalisation von Entziindungszellen an

Nervenbindeln in Hautbiopsien aufzeigen.

Der als Hypothese aufgestellte Zusatznutzen von Hautbiopsien in der PNP-
Basisdiagnostik kann in Bezug auf die vorliegende Arbeit nur eingeschrankt bestatigt
werden. In zahlreichen Hautbiopsien von Ober- und Unterschenkel waren nur wenige
Nervenfasern nachweisbar und einer Evaluation zuganglich. Da Fingerbiopsien im
Vergleich zu Proben aus Ober- und Unterschenkel eine signifikant hohere Dichte
myelinisierter Nervenbundel pro Flache Dermis aufweisen, ware es durchaus denk-
bar, zukunftig primar Fingerbiopsien zu entnehmen um diese auf etwaige pathologi-
sche Veranderungen infolge neuropathischer Erkrankungen zu untersuchen. Neben
einer Zeitersparnis bei der Diagnostik konnte der Fokus auf eine anstatt auf zwei o-
der drei Biopsielokalisation das potentielle Risiko biopsieassoziierter Wundheilungs-
storungen, v.a. bei Patienten mit einem Diabetes mellitus, verringern. Auch koénnte
die in dieser Arbeit verwendeten, konventionellen immunohistochemischen Farbeme-
thoden einer Free-Floating-Farbetechnik unterlegen sein. Moglicherweise dringen
mittels Free-Floating-Technik AntikOrper besser in das zu untersuchende Gewebe
ein, wodurch mehr Nervenfasern angefarbt und quantifizierbar gemacht werden kon-

nen.

Anamnese, Basisdiagnostik und klinischer Befund erbringen nach wie vor den wich-
tigsten Beitrag zur PNP-Diagnostik. Aufgrund der minimal-invasiven Eigenschaften
und der Moglichkeit, Hautproben an unterschiedlichen Lokalisationen des Patienten
wiederholt zu entnehmen, ist der Einsatz von Hautbiopsien allerdings zur Analyse
morphologischer Veranderungen im Zeitverlauf durchaus denkbar.
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6 Anhang

6.1 diagnostische INCAT Kriterien zur Diagnose einer CIDP

Tabelle 18: diagnostische Kriterien der INCAT zur Diagnose einer CIDP

Klinik

Symptome

Motorische und sensorische Dysfunktionen, von mehr
als einer Gliedmale; signifikante Dysfunktionen in

Funktion von Arm oder Bein

Dauer der Symptomatik

Mind. 2 Monate andauernd. Stabile oder progrediente

Symptomatik

Reflexstatus

Hypo-/ Areflexie

Elektrophysiologie (Hughes et al., 2001)

Entweder

Partieller Leitungsblock oder abnormale

zeitliche Dispersion in mindestens zwei Nerven. Signi-
fikant reduzierte NLG oder

verlangerte dmL oder fehlende bzw.

verlangerte minimale F-Wellen Latenz in

mindestens einem Nerven.

Oder

In Abwesenheit eines Leitungsblocks oder einer Dis-
persion muss eine signifikant reduzierte NLG oder eine
signifikant verlangerte dmL oder eine fehlende oder
verlangerte

minimale F-Wellen Latenz in mind. drei

Nerven vorhanden sein.

Oder

Bei Vorhandensein signifikanter
neurophysiologischer Anomalitéaten in maximal zwei
Nerven, muss zuséatzlich ein histologischer Nachweis
einer Demyelinisierung oder von demyelinisierenden

Nervenfasern erfolgen

Peripher zu messende Nerven

N. tibialis

Fossa poplitea, Malleus

N. peroneus

Malleus, ober- und unterhalb des Caput fibulae

N. medianus

Articulatio radio-/ mediocarpalis, Regio cubitalis, Axilla
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