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1. Einleitung

1.1 Immunneuropathien

Die (Para)nodopathie ist eine spezielle Unterform der autoimmun vermittelten
Immunneuropathien. Diese Arbeit setzt sich zum Ziel, die Wirkung der (para)nodalen
Contactin-1- bzw.Neurofascin-Autoantikérper und ihren Einfluss auf das klinische Bild

sowie das Therapieansprechen betroffener Patientinnen zu charakterisieren.

Im Folgenden werden aktuelle Daten zum Krankheitsbild der Polyneuropathie mit Fokus
auf die Immunneuropathien dargestellt, wobei insbesondere auf aktuelle Daten zu
Pathophysiologie und Therapieoptionen eingegangen wird.

1.1.1 Systematik der Polyneuropathien

Polyneuropathien sind definiert als Erkrankungen, die auf systemisch bedingte
Schédigungen peripherer Nerven zuriickzufuhren sind. Die daraus resultierenden
Symptome umfassen Paresen, Sensibilitatsstérungen mit Hyp-, Par- und Dysasthesien,
Schmerzen sowie autonome Symptome wie beispielsweise eine
Kreislaufregulationsstérung. Es gibt eine Vielzahl an maoglichen Atiologien fiir
Polyneuropathien, unter anderem metabolische wie Diabetes mellitus, medikamentos-
toxische, paraneoplastische und entziindliche. Die Polyneuropathien werden neben der
Atiologie auch nach Zeitverlauf (akut, chronisch), nach den betroffenen
Nervenfasertypen (motorisch, sensibel, autonom) sowie nach dem Vorliegen einer primér
axonalen oder primédr demyelinisierenden Schadigung eingeteilt. Vor einigen Jahren
wurde der Begriff der (Para-)nodopathie zur Bezeichnung von Neuropathien mit primérer

Schadigung des Ranvierschen Schnirringes neu eingefiihrt (Uncini & Vallat, 2018).

1.1.2 Immunneuropathien als behandelbare Unterform der

Polyneuropathien

Die Atiologie der Immunneuropathie umfasst sowohl infektidse als auch autoimmune
Ursachen, wobei auch infektiose Erreger einen autoimmunen Prozess anstof3en kdnnen.
Die Immunneuropathie im engeren Sinne zeichnet sich dadurch aus, dass der

Immunprozess entscheidend fir die Pathogenese verantwortlich ist.



Immunneuropathien  sind  selten, dennoch ist die Diagnosestellung einer
Immunneuropathie von direkter Relevanz fur die Patientinnen, da diese im Gegensatz zu
vielen anderen Polyneuropathien, bei denen die Symptomkontrolle im VVordergrund steht,
haufig gut kausal behandelbar sind (Magy & Vallat, 2009).

Bei den Immunneuropathien ist fiir die Diagnosefindung der zeitliche Verlauf von hoher
Relevanz. Schreiten die Symptome fur hdchstens vier Wochen fort, so liegt eine akute
Neuropathie vor. Sind die Symptome dagegen Uber acht Wochen progredient, handelt es
sich um eine chronische Neuropathie. Um die Licke einer Symptomprogredienz
zwischen vier bis acht Wochen zu schlieBen, wurde zusétzlich der Begriff subakut
eingefihrt (Oh et al., 2003).

Die héufigste Form der Immunneuropathien ist die chronisch inflammatorische
demyelinisierende Polyradikuloneuropathie (CIDP). Aulerdem z&hlt auch die
multifokale motorische Neuropathie (MMN), die sich durch eine asymmetrische
motorische Neuropathie ohne sensible Beteiligung und die Assoziation mit GM1-IgM-
Autoantikorpern auszeichnet, und die vaskulitischen Immunneuropathie zu den
chronischen Immunneuropathien. Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) ist die haufigste
akute Immunneuropathie. Bei einzelnen Patientlnnen, die zunichst eine GBS-artige
Erkrankung zeigen, sind die Symptome allerdings Uber acht Wochen hinaus progredient,
sodass dann die Diagnose einer CIDP gestellt wird. Bei diesen Patientinnen mit einer
GBS-artig beginnenden CIDP koénnen haufiger (para-)nodale Autoantikorper
nachgewiesen werden (Burnor et al., 2018; Cortese et al., 2020; Devaux et al., 2016;

Doppler et al., 2015b; Querol et al., 2013), worauf in Kapitel 1.4 néher eingegangen wird.

Da sich diese Promotion auf Patientinnen mit GBS und CIDP fokussiert, konzentrieren

sich die folgenden Kapitel zundchst auf diese beiden Krankheitsbilder.

1.1.2.1 Definition und Unterformen des GBS

Das Guillain-Barré-Syndrom wurde 1916 von den franzdsischen Arzten Georges
Guillain, Jean-Alexandre Barré und André Strohl zum ersten Mal bei zwei Soldaten mit
akut aufgetretener Tetraparese mit folgender Erholung beschrieben. (Guillain, 1953;
Guillain et al., 1999). Die h&ufigste Unterform des GBS stellt die akute inflammatorische

demyelinisierende Neuropathie (AIDP) dar, bei der bereits 1969 fokale Demyelinisierung



mit begleitenden inflammatorischen Infiltraten nachgewiesen wurde (Asbury et al., 1969;
Hughes & Cornblath, 2005). Daneben existieren seltenere axonale Unterformen. Die
akute motorisch axonale Neuropathie (AMAN) zeichnet sich durch ein rein motorisches
Defizit aus (McKhann et al., 1991), wahrend bei der akuten motorisch-sensiblen axonalen
Neuropathie (AMSAN) zusétzlich eine sensible Beteiligung besteht (Griffin et al., 1996).
Das Miller-Fisher-Syndrom, das sich klassischerweise mit der Trias aus Ataxie, Areflexie
und Ophtalmoplegie présentiert (Fisher, 1956) und mit GQ1b-IgG-Autoantikdrpern
assoziiert ist (Wakerley et al., 2014), wird als Uberlappungssyndrom des GBS angesehen
(Hughes & Cornblath, 2005).

1.1.2.2 Definition und Unterformen der CIDP

Dyck fiihrte flir eine Gruppe von PatientInnen mit sensomotorischer Polyneuropathie und
dem Nachweis einer durch Makrophagen induzierten segmentalen Demyelinisierung bei
monophasischem, schubférmigen oder chronisch progredientem Verlauf den Begriff der
CIDP ein (Dyck et al., 1975; Dyck et al., 1982). Im Gegensatz zum GBS ist die CIDP
chronisch und schreitet Gber mindestens 8 Wochen fort.

Neben der klassischen CIDP wurden weitere atypische Unterformen definiert. Das
Lewis-Sumner-Syndrom, das auch als multifokale erworbene demyelinisierende sensible
und motorische Neuropathie (MADSAM) bezeichnet wird, stellt eine Variante der CIDP
mit asymmetrischer Verteilung und dem h&ufigen Auftreten von Leitungsblocken dar
(Lehmann et al., 2019; Lewis et al., 1982). Die Unterform der distal erworbenen
demyelinisierenden symmetrischen Polyneuropathie (DADS) manifestiert sich vor allem
distal an Hand- sowie Fumuskulatur, geht elektrophysiologisch mit deutlich
verlangerten distal motorischen Latenzen einher und ist mit IgM-Autoantikdrpern gegen
Myelin assoziiertes Glykoprotein (MAG) bei monoklonaler IgM-Gammopathie
assoziiert, wobei sie beim Nachweisen eben dieser Autoantikdrper dann auch als Anti-
MAG-Neuropathie bezeichnet wird (Katz et al., 2000; Lehmann et al., 2019; Saperstein
et al.,, 2001). Eine sehr seltene Unterform ist die CANOMAD-Neuropathie, was als
Akronym flr eine chronisch ataktische Neuropathie, assoziert mit Opthalmoplegie, IgM-
Paraprotein, Kaélteagglutininen sowie Disialosyl-Gangliosid-Autoantikorpern, steht
(Lehmann et al., 2019; Willison et al., 2001). Weitere Unterformen sind die rein
motorische bzw. rein sensible CIDP (Lehmann et al., 2019).



1.1.3 Epidemiologie von GBS und CIDP

Immunneuropathien sind insgesamt sehr seltene Erkrankungen. Fir die Darstellung der
Hé&ufigkeit wird hier bei GBS als akute Erkrankung die Inzidenz und bei der CIDP als
chronische Erkrankung die Pravalenz angegeben.

Das GBS tritt mit einer Inzidenz zwischen 0,8-2,0 pro 100.000 Einwohnern auf, wobei
eine Zunahme der Inzidenz mit dem Alter nachgewiesen wurde (Chio et al., 2003; Hughes
& Cornblath, 2005; Rees et al., 1998; Sejvar et al., 2011a; Van Koningsveld et al., 2000).
Bei den Unterformen zeigen sich regionale Unterschiede in der Inzidenz. Die AIDP tritt
haufiger in Europa und Nordamerika auf, wéhrend die axonalen Formen AMAN und
AMSAN in Asien hdufiger vorkommen (Goodfellow & Willison, 2016; Griffin et al.,
1995).

Die Pravalenz der CIDP zeigt in verschiedenen Studien eine Pravalenz zwischen 1,6-7,7
pro 100.000 Einwohnern (Chio et al., 2007; lijima et al., 2008; Lefter et al., 2017; Lunn
et al., 1999; McLeod et al., 1999; Mygland & Monstad, 2001), wobei das
durchschnittliche Erkrankungsalter bei etwa 50 Jahren liegt (Nobile-Orazio et al., 2017;
Vedeler et al., 2013).

Im Gegensatz zu vielen anderen Autoimmunerkrankungen sind sowohl bei der CIDP als
auch beim GBS Manner deutlich haufiger betroffen als Frauen (Hughes & Cornblath,
2005; lijima et al., 2008; McLeod et al., 1999; Sejvar et al., 2011a; Vallat et al., 2010).

Beim GBS, nicht aber bei der CIDP konnte eine deutliche Assoziation mit
vorausgehenden Infekten nachgewiesen werden (Vallat et al., 2010; Winer et al., 1988).
Die Infektsymptomatik vor dem Auftreten des GBS ist am h&ufigsten grippeartig oder
gastrointestinal (GBS-Study-Group-Italy, 2000; Winer et al., 1988), wobei als mit dem
GBS assoziierte Erreger Campylobacter jejuni, das Cytomegalie-, das Epstein-Barr-, das
Zika-Virus sowie Mycoplasma pneumoniae identifiziert wurden (Cao-Lormeau et al.,
2016; Jacobs et al., 1998).



1.1.4 Pathophysiologie von Immunneuropathien mit speziellem

Fokus auf Autoantikorpern

Zur Schédigung des peripheren Nervensystems kdnnen sowohl humorale Mechanismen
mit Autoantikorpern und Komplementaktivierung als auch zellulare Effekte durch
autoreaktive T-Zellen und Makrophagen beitragen (Dalakas, 2015). Durch autoreaktive
T-Zellen, die Chemokine und Proteasen sekretieren, kommt es zu einem Zusammenbruch
der Blutnervenschranke, sodass inflammatorische Zellen und Autoantikorper die
nervalen Strukturen direkt schadigen konnen. (Kieseier et al., 2018).

Sowohl bei GBS- als auch CIDP-Patientinnen wurden in Suralisbiopsien
inflammatorische Zellen mit Makrophagen und T-Zellen nachgewiesen, die die Nerven
infiltrieren (Kiefer, 1998; Kiefer et al., 2001; Kieseier et al., 2018; Schmidt et al., 1996;
Sommer et al., 2005). Die Makrophagen sezernieren proinflammatorische Zytokine und
wirken als Effektor der Demyelinisierung (Dalakas, 2015; Kiefer et al., 2001; Mathey et
al., 2015).

Die haufig schnelle Besserung von Immunneuropathien durch Plasmapherese oder
intravendse Immunglobuline (IVIG) legt nahe, dass humorale Faktoren wie
Autoantikdrper und Komplementaktivierung einen wichtigen Beitrag zur Pathogenese
leisten (Kieseier et al., 2018). Allerdings ist der Einfluss der Autoantikdrper bisher nur
bei den axonalen GBS-Formen gut verstanden. Bei 80 % der Patientinnen mit AMAN
oder AMSAN konnen Autoantikérper gegen die Ganglioside GM1, GD1a, GalNAc-
GDla oder GM1b nachgewiesen werden (Dalakas, 2015). Ganglioside sind
Glykosphingolipide, die mit ihrem Fettanteil in der zelluldren Membran verankert sind
und einen verzweigten Zuckeranteil an der Zelloberflache exponieren, wobei GM1 ein
und GD1 zwei Sialinsduremolekiile enthdlt (Hughes & Cornblath, 2005). Ganglioside
kommen in allen Gewebearten vor, werden aber in Nerven besonders stark exprimiert
(Hughes & Cornblath, 2005). Teilweise besteht eine Assoziation bestimmter
Unterformen mit speziellen Gangliosid-Autoantikdrpern. So ist die AMAN mit GM1-
sowie GDla-Autoantikorpern (Ho et al., 1999; Yuki & Kuwabara, 2007) und das Miller-
Fisher-Syndrom mit GQ1b-AutoantikOrpern assoziiert (Shahrizaila & Yuki, 2013;
Wakerley et al.,, 2014). Gerade die axonalen GBS-Formen gehen héaufig mit

vorausgehenden Infektionen insbesondere mit Campylobacter jejuni einher (vgl. Kapitel



1.1.3). Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Epitope der Ganglioside GM1 und
GQ1b auch in Lipopolysachariden von Campylobacter jejuni vorhanden sind (Yuki,
1993; Yuki et al., 1994). Dadurch kénnen die gegen den Erreger gebildeten Antikdrper
dann auch die nervalen Ganglioside erkennen, was in der Immunologie als Phanomen des

molekularen Mimikry bezeichnet wird (Ang et al., 2004).

Es finden sich einige Hinweise, dass diese Gangliosid-Autoantikorper pathogen wirken.
Bei einer Fallserie von sieben Patientlnnen trat nach einer kommerziellen, damals
therapeutischen Gangliosid-Infusion eine AMAN Erkrankung auf, wobei hochtitrig an
den Ranvierschen-Schnirring bindende Gangliosid-1gG-Autoantikérper nachgewiesen
wurden (llla et al., 1995). Auch mit GM-1 immunisierte Tiere entwickelten eine mit
AMAN vergleichbare Erkrankung sowie eine nachweisbare axonale Schadigung (Yuki
et al., 2001) und in einem Tiermodell mit Gangliosid-Immunisierung konnte eine

Zerstorung der Schnirringarchitektur gezeigt werden (Susuki et al., 2007b).

Bei den demyelinisierenden Immunneuropathien, der AIDP und der CIDP, konnten
bisher bei einem geringen Prozentsatz der Patientinnen spezifische Autoantikdrper gegen
nervale Strukturen identifiziert werden (Kieseier et al., 2018). Allerdings konnte bei 43 %
der GBS-Patientinnen und 30 % der CIDP-Patientinnen eine Bindung des Serums an
Strukturen des Ranvierschen Schnirringes nachgewiesen werden (Devaux et al., 2012).
Einige Proteine des Ranvierschen Schnirringes konnten als Zielantigene bei
demyelinisierenden Immunneuropathien identifiziert werden (Querol & Illa, 2015;
Stathopoulos et al., 2015; Tang et al., 2020; Vural et al., 2018), (siehe Kapitel 1.4).

1.1.5 Klinische Manifestation von GBS und CIDP

In diesem Kapitel werden die klinischen Merkmale von GBS und CIDP vergleichend

gegenubergestellt.

Wiéhrend sich die CIDP meist schleichend tber Monate entwickelt und mindestens 8
Wochen progredient ist, nehmen die Symptome beim GBS innerhalb von Tagen zu,
wobei spatestens nach 4 Wochen ein Symptomnadir erreicht wird (Kieseier et al., 2018).
Allerdings beginnt die Erkrankung auch bei 2-18 % der CIDP-Patientlnnen akut, womit
diese Falle in der Abgrenzung zur AIDP eine diagnostische Herausforderung darstellen
(Mathey et al., 2015; Odaka et al., 2003; Ruts et al., 2010; Viala et al., 2010).



Sowohl CIDP als auch GBS zeichnen sich typischerweise durch im Vordergrund
stehende motorische Symptome aus. Bei der CIDP treten allméhlich zunehmende
proximale sowie distale Paresen mit meist symmetrischer Verteilung auf (Dyck et al.,
1975; Dyck & Tracy, 2018), wéhrend sich die Schwache beim GBS rasch progredient
und meist von distal aufsteigend symmetrisch manifestiert (Willison et al., 2016). Sowohl
beim GBS als auch bei der CIDP zeigen sich in der klinischen Untersuchung
abgeschwachte oder ausgefallene Reflexe (Dyck & Tracy, 2018; Fokke et al., 2014;
McOmbe et al., 1987; Willison et al., 2016). Eine Hirnnervenbeteiligung tritt bei etwa
50 % der GBS-PatientInnen auf (Asbury & Cornblath, 1990; Fokke et al., 2014), wahrend
sie bei der CIDP mit etwa 10 % eher eine Raritat darstellt (Gorson et al., 1997; McOmbe
etal., 1987).

Bei der CIDP treten bei etwa 70 % der Patientlnnen sensible Symptome in Form von
Hypésthesie, Pallhypasthesie, Parésthesien und eingeschrankter Propriozeption auf
(Dyck & Tracy, 2018; Gorson et al., 1997; McOmbe et al., 1987). Beim GBS manifestiert
sich die sensible Beteiligung meist mit Hyp- oder Parasthesien und ist nur mild ausgeprégt
(Asbury & Cornblath, 1990; Willison et al., 2016). Schmerzen, hdufig in Form von
Ricken- oder Muskelschmerzen beschrieben, sind ein typisches Merkmal bei 54-89 %
der GBS-Patientlnnen, wobei die Schmerzen etwa bei einem Drittel der Patientinnen
bereits den Lahmungen vorausgehen (Fokke et al., 2014; Ruts et al., 2010; VVan Den Berg
et al.,, 2014). Bei der CIDP werden Schmerzen als ,untergeordnetes Merkmal*
beschrieben, kdnnen bei einzelnen Patientinnen aber dennoch stark ausgeprégt auftreten
(Dyck & Tracy, 2018).

Autonome Symptome und Beatmungspflichtigkeit treten bei GBS-Patientinnen
signifikant haufiger auf (Dionne et al., 2010). Beim GBS sind 20-30 % der Patientinnen
auf eine Beatmung angewiesen (Fokke et al., 2014; Willison et al., 2016), wahrend bei
CIDP-Patientinnen eine Beatmungspflichtigkeit sehr selten ist (Dyck & Tracy, 2018).
Eine autonome Symptomatik tritt bei bis zu zwei Dritteln der GBS-Patientinnen auf und
manifestiert sich haufig in Form von kardiovaskuldren Komplikationen mit Arrhythmien
oder Hypotension (Kaur et al., 2021; Van Den Berg et al., 2014). Bei CIDP-PatientInnen
ist die autonome Symptomatik, wenn dann sehr mild ausgepragt und manifestiert sich am

haufigsten durch eine pathologische Schweil3sekretion (Figueroa et al., 2012; Stamboulis



et al., 2006). Ein Tremor kann bei den Immunneuropathien vorkommen, er gilt allerdings
nicht als typisches klinisches Merkmal und ist meist mild ausgeprégt (Deuschl &
Bergman, 2002; Wasielewska et al., 2013).

An einer GBS-Erkrankung versterben in Europa und Nordamerika 3-7 % der
Patientlnnen, wobei hierfur meist autonome oder pulmonale Komplikationen
verantwortlich sind (Willison et al., 2016). Ein Jahr nach einer GBS-Erkrankung kénnen
80 % der Patientlnnen wieder eigenstandig gehen und 60 % zeigen keine Paresen
(Rajabally & Uncini, 2012). Auch 10 Jahre nach der GBS-Erkrankung leiden allerdings
noch 14 % der Patientlnnen an einer moderaten bis schweren Behinderung (Forsberg et
al., 2012). Die GBS-Erkrankung verlauft per definitionem monophasisch, allerdings
kommt es bei bis zu 6 % der Patientinnen zu Rezidiven (Kuitwaard et al., 2009). Eine
CIDP-Erkrankung kann monophasisch, schubférmig oder chronisch progredient
verlaufen (Vallat et al., 2010). Grundsatzlich ist der langzeitliche Verlauf der CIDP gut,
wobei die individuelle Prognose je nach Alter und Verlaufsform deutlich variieren kann
(Mygland et al., 2005; Vallat et al., 2010). Nach fnfjahriger Therapie zeigten in einer
Studie 26 % der CIDP-Patientinnen eine komplette und 61 % eine partielle Remission,

wahrend 13 % weiterhin an einer schweren Behinderung litten (Kuwabara, 2006).

1.1.6 Diagnostik bei GBS und CIDP in Form von Liquoranalyse,
Elektrophysiologie und Histopathologie

Die Diagnose einer CIDP bzw. GBS-Erkrankung stutzt sich auf die Anamnese, die
klinische Untersuchung sowie weitere Diagnostik, die in der Regel eine Liquoranalyse
sowie eine elektrophysiologische  Untersuchung umfasst.  Laborchemische
Untersuchungen dienen dem Ausschluss anderer Neuropathieursachen. Teilweise wird

die Diagnostik durch die histopathologische Analyse einer Nervenbiopsie erganzt.

In der Liquordiagnostik zeigt sich sowohl bei GBS- als auch bei CIDP-Patientinnen
typischerweise eine zytalbumindre Dissoziation. Darunter versteht man eine Erhohung
der GesamteiweilRwerte im Liquor > 50mg/dl bei allenfalls gering erhéhter Zellzahl bis
10 Zellen/ul, was auf eine Inflammation der Nervenwurzeln hinweist (Brettschneider et
al., 2005; Vallat et al., 2010). Eine fehlende zytaloumindre Dissoziation schlief3t
inflammatorische demyelinisierende Erkrankungen allerdings auch nicht aus, da sie bei



GBS-PatientInnen insbesondere in den ersten zwei Wochen und auch bei bis zu 10 % der
CIDP-Patientinnen fehlen kann (Goodfellow & Willison, 2016; Hughes & Cornblath,
2005; Vallat et al., 2010).

In der elektrophysiologischen Untersuchung zeigen sich sowohl bei AIDP- als auch bei
CIDP-Patientlnnen  typische Befunde der Demyelinisierung wie reduzierte
Nervenleitgeschwindigkeiten, Leitungsblocke, eine abnormale temporale Dispersion,
verlangerte distal motorische Latenzen sowie verldngerte F-Wellen-Latenzen oder
ausgefallene F-Wellen (American-Academy-of-Neurology, 1991; Dyck et al., 1975;
Hughes & Cornblath, 2005; Van Den Bergh & Piéret, 2004). Meist sind die sensiblen
Antworten von Nerven der oberen Extremitéat beim GBS deutlicher beeintrachtigt als der
Nervus suralis an der unteren Extremitidt, was auch als Phidnomen des ,,Sural nerve
sparing‘‘ bezeichnet wird (Albers et al., 1985; Derksen et al., 2014). Bei axonalen GBS-
Formen zeigen sich hingegen Zeichen einer axonalen Schéadigung wie verminderte
motorische und/oder sensible Amplituden (Van Den Berg et al., 2014). Bei AMAN-
PatientInnen finden sich auBerdem hadufig sehr schnell reversible Leitungsblocke, die mit
dem Vorhandensein von GM1-IgG-Autoantikdrpern assoziiert sind und durch eine
voriibergehende Leitungsstérung am Ranvierschen Schniirring erklart werden (Kokubun
et al., 2010; Kuwabara et al., 1998; Uncini et al., 2010). Bei ausgepragter
Demyelinisierung konnen bei AIDP und CIDP im Verlauf Zeichen einer sekundéren
axonalen Schédigung wie verminderte Amplituden in den Neurographien und
Spontanaktivitédt sowie ein neurogenes Schadigungsmuster in der elektromyographischen
Untersuchung auftreten, was mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Hadden et al.,
1998; Hughes & Cornblath, 2005; Moss et al., 2020).

Zur Abgrenzung von einer vaskulitischen Neuropathie, kann die Diagnostik insbesondere
bei atypischen CIDP-PatientInnen durch eine Suralisbiopsie ergénzt werden (Kieseier et
al., 2018). Bei einem fir die CIDP typischen Befund zeigen sich Zeichen der De- und
Remyelinisierung mit Makrophagen assoziierter Demyelinisierung,
Zwiebelschalenformationen, inflammatorische Infiltrationen mit T-Zellen und
Makrophagenclustern insbesondere an endoneuralen GefaRen, ein endoneurales Odem
und verschieden groRe Faszikel (Joint-Task-Force-of-the-EFNS-and-the-PNS., 2010).

Allerdings sind positive Befunde nicht spezifisch und negative Befunde schlie}en die



CIDP-Diagnose explizit nicht aus (Joint-Task-Force-of-the-EFNS-and-the-PNS., 2010),
insbesondere da bei der CIDP auch Uberwiegend proximale Nerven betroffen sein
kdnnen, wahrend in der Regel der distale Nervus suralis biopsiert wird (Dyck & Tracy,
2018). Bei GBS-Patientlnnen wird im Rahmen der klinischen Diagnostik normalerweise
keine Nervenbiopsie durchgefiihrt (Hughes & Cornblath, 2005).

1.1.7 Diagnose-Kriterien

Es gibt sowohl fir das GBS als auch fur die CIDP verschiedene Diagnose-Kriterien
(American-Academy-of-Neurology, 1991; Asbury & Cornblath, 1990; Fokke et al., 2014;
Sander & Latov, 2003; Van Den Bergh & Piéret, 2004). Hier werden die im Rahmen
dieses Promotionsprojektes verwendeten Brighton-Diagnosekriterien fir das GBS und
die inflammatory neuropathy cause and treatment (INCAT) —Diagnosekriterien fir die
CIDP vorgestellt. Diese beiden Diagnosekriterien wurden ausgewahlt, da sie auch im
Promotionsprojekt von Dr. Luise Appeltshauser verwendet worden waren und es durch
das Anwenden einheitlicher Diagnosekriterien moglich wurde das Patientenkollektiv

beider Arbeiten beim gemeinsamen Erstellen einer Publikation zusammenzufassen.

1.1.7.1 Brighton-Diagnosekriterien
Die folgende Tabelle 1 zeigt die allgemeinen Brighton-Diagnosekriterien, Tabelle 2 die
elektrophysiologischen  Brighton-Diagnosekriterien  fur  GBS-Unterformen. Die
jeweiligen Diagnosekriterien wurden aus der Orginalquelle Ubersetzt (Sejvar et al.,
2011b).
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Tabelle 1: Brighton-Diagnosekriterien flir GBS Ubersetzt aus Sejvar et al., 2011b

Level 1 diagnostischer Sicherheit

Klinische

Symptomatik

beidseitige und schlaffe Paresen der Extremitéten

Reflexstatus

Hypo-oder Areflexie in paretischen Extremitéten

Verlauf

monophasisch; Zeitraum zwischen Krankheitsbeginn und Nadir zwischen 12
Stunden und 28 Tagen; folgendes klinisches Plateau, das mit Stabilisierung,

Verbesserung oder Tod einhergeht

Elektrophysiologie

Befunde mit GBS zu vereinbaren

Liquoranalytik

zytalbuminére Dissoziation
mit erhéhtem Liquorprotein und Leukozytenzahl < 50 / pl

Differentialdiagnosen

keine wahrscheinlichere Alternativdiagnose

Level 2 diagnostischer Sicherheit

Klinische
Symptomatik

beidseitige und schlaffe Paresen der Extremitéten

Reflexstatus

Hypo-oder Areflexie in paretischen Extremitéten

Verlauf

monophasisch; Zeitraum zwischen Krankheitsbeginn und Nadir zwischen 12
Stunden und 28 Tagen; folgendes klinisches Plateau, das mit Stabilisierung,

Verbesserung oder Tod einhergeht

Elektrophysiologie
und Liquoranalytik

entweder

Liquoranalytik mit Leukozytenzahl < 50 / pl bei erhéhtem oder normalem
Liquorprotein

oder

wenn keine Liquoranalytik: elektrophysiologische Befunde mit GBS zu

vereinbaren

Differentialdiagnosen

keine wahrscheinlichere Alternativdiagnose

Level 3 diagnostischer Sicherheit

Klinische
Symptomatik

beidseitige und schlaffe Paresen der Extremitéten

Reflexstatus

Hypo-oder Areflexie in paretischen Extremitéten

Verlauf

monophasisch; Zeitraum zwischen Krankheitsbeginn und Nadir zwischen 12
Stunden und 28 Tagen; folgendes klinisches Plateau, das mit Stabilisierung,

Verbesserung oder Tod einhergeht

Differentialdiagnosen

keine wahrscheinlichere Alternativdiagnose
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Tabelle 2: Elektrophysiologische Brighton-Diagnosekriterien fiir GBS-Unterformen (ibersetzt aus Sejvar et al., 2011b

AIDP

AMAN

AMSAN

mindestens eines der folgenden Kriterien in
mindestens zwei Nerven oder mindestens zwei der
Kriterien in mindestens einem Nerven, wenn alle
anderen Nerven nicht ableitbar sind und das
Summenaktionspotential > 10 % des unteren

Grenzwertes liegt:

- Nervenleitgeschwindigkeit < 90 % des unteren
Grenzwertes

- distal motorische Latenz > 110 % des oberen
Grenzwertes

- F-Wellen-Latenz > 120 % des oberen
Grenzwertes

- Verhéltnis zwischen proximalem und distalem
Summenaktionspotenzial < 0,5 und distales
Summenaktionspotential > 20 % des unteren

Grenzwertes

keines der AIDP Kriterien
erflllt

aulBer

ein demyelinisierendes
Kriterium in einem
Nerven erlaubt, wenn
distales
Summenaktionspotential
<10 % des unteren

Grenzwertes

und
Amplituden des sensiblen
Aktionspotentiales normal

keines der AIDP Kriterien
erfillt

auller

ein demyelinisierendes
Kriterium in einem
Nerven erlaubt, wenn
distales
Summenaktionspotential
<10 % des unteren

Grenzwertes

und

Amplituden des sensiblen
Aktionspotentiales

<10 % des unteren

Grenzwertes

1.1.7.2 INCAT-Diagnosekriterien

Die folgende Tabelle 3 zeigt die

INCAT-Diagnosekriterien, welche aus der

Originalquelle tbersetzt wurden (Hughes et al., 2001a).

Tabelle 3: INCAT-Diagnosekriterien tibersetzt aus Hughes et al., 2001a

Klinische

Symptomatik Neuropathie;

entwickelt Giber mindestens zwei Monate;

fortschreitend oder schubférmig;

motorische und sensible Dysfunktion an mehr als einer Extremitét auf Grund einer

Einschrankung der Funktion von oberer und/oder unterer Extremitat;

stabile oder fortschreitende Erkrankung ohne spontane Verbesserung.

Reflexstatus Hypo- oder Areflexie

Liguoranalytik <10 Leukozyten / pl
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Elektrophysiologische | Entweder 1.: Partieller Leitungsblock oder abnormale temporale Dispersion in

und histopathologische | mindestens zwei Nerven und signifikant reduzierte Nervenleitgeschwindigkeit oder
Kriterien signifikant verlangerte distal motorische Latenz oder signifikant verlangerte F-Wellen-
Latenz bzw. ausgefallene F-Wellen in mindestens einem weiteren Nerven

oder 2.: Bei Abwesenheit von Leitungsblock oder abnormaler temporaler Dispersion,
signifikant reduzierte Nervenleitgeschwindigkeit oder signifikant verl&ngerte distal
motorische Latenz oder signifikant verlangerte F-Wellen-Latenz bzw. ausgefallene F-
Wellen in mindestens drei Nerven

oder 3.: Bei signifikant abnormalen neurophysiologischen Werten in nur zwei Nerven,
eindeutige histologische Evidenz fir Demyelinisierung oder demyelinisierte

Nervenfasern in einer Nervenbiopsie

Elektrophysiologische | Testung der Nerven auf beiden Seiten, an den jeweils in Klammern angegebenen
Untersuchungstechnik | Stellen; an jedem Nerven werden zehn aufeinanderfolgende F-Wellen und die minimal
motorische Latenz gemessen:

-Nervus medianus (Handgelenk, Ellenbeuge, Axilla)

-Nervus ulnaris (Handgelenk, Ellenbogen, Axilla, Erb-Punkt)

-Nervus peroneus (Kndchel, unterhalb sowie oberhalb des Fibulariskdpfchens)
-Nervus tibialis (Kndchel, Kniekehle)

Elektrophysiologische | Partieller Leitungsblock:

Definitionen > 20 % Amplituden- und Flachendifferenz des Potentiales zwischen proximaler und
distaler Stimulation, bei < 15 % Anderung der Potentialdauer zwischen proximaler und
distaler Stimulationsstelle

Abnormale temporale Dispersion und méglicher Leitungsblock:

> 15 % Anderung der Potentialdauer zwischen proximaler und distaler
Stimulationsstelle und > 20 % Amplituden-und Flachendifferenz des Potentiales
zwischen proximaler und distaler Stimulation

Signifikant reduzierte Nervenleitgeschwindigkeit:

<80 % des unteren Grenzwertes;

bzw. wenn Amplitude < 80 % dann < 70 % des unteren Grenzwertes

Signifikant verlangerte distal motorische Latenz:

> 125 % des oberen Grenzwertes;

bzw. wenn Amplitude < 80 % dann > 150 % des oberen Grenzwertes

Signifikant verlangerte F-Wellen-Latenz:

> 120% des oberen Grenzwertes;

bzw. wenn Amplitude < 80 % dann > 150 % des oberen Grenzwertes

1.1.8 Therapie bei GBS und CIDP

Sowohl GBS als auch CIDP-Patientlnnen werden mit immunmodulatorischen Therapien
behandelt.
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Die Therapie von GBS-Patientinnen soll mit IVIG oder Plasmapherese erfolgen (Sommer
& Kommission-Leitlinien-der-DGN, 2018). Die hierbei von der Deutschen Gesellschaft
fir Neurologie (DGN) empfohlene Dosierung sowie Evidenz und Empfehlungsgrad sind
in Tabelle 4 dargestellt. Die Therapiestrategien fur AIDP und AMAN unterschieden sich
hierbei nicht (Kieseier et al., 2018). Glukokortikosteroide sollen bei GBS nicht
verabreicht werden, da sie die Erholung verzogern (Hughes et al., 2016; Sommer &
Kommission-Leitlinien-der-DGN, 2018).

Tabelle 4: Therapieempfehlung GBS

GBS-Therapie IVIG Plasmapherese

Evidenz Ib Ib

Empfehlungsgrad A A

Dosierung 0,4 g pro kg Kérpergewicht pro Tag | Vier Plasmaaustausche mit je
an funf Tagen oder 1 g pro kg eineinhalb bzw. einem
Kdérpergewicht pro Tag an zwei Plasmavolumen aber ein bis zwei
Tagen Wochen

inhaltlich iibernommen aus der DGN Leitlinie ,, Therapie akuter und chronischer immunvermittelter Neuropathien und

Neuritiden (Sommer & Kommission-Leitlinien-der-DGN, 2018)

Fur Plasmapherese konnte die Effektivitat im Vergleich zu supportiver Therapie durch
eine deutlich geringere Beatmungspflichtigkeit nach vier Wochen sowie eine hdufigere
Wiedererlangung der vollen Kraft nach einem Jahr nachgewiesen werden (Chevret et al.,
2017; Hughes & Cornblath, 2005). Zwischen IVIG und Plasmapherese konnte unter
anderem im Hinblick auf die Faktoren Beatmungspflichtigkeit, Tod und Gangfahigkeit
nach einem Jahr kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Hughes et al., 2001b;
Van Der Meché & Schmitz, 1992), sodass die Abwdagung zwischen beiden
Therapieoptionen individuell erfolgen kann. Es sollte ein regelmaRiges Monitoring
insbesondere im Hinblick auf die respiratorische Vitalkapazitat und auf kardiale
Arrhythmien erfolgen, da insgesamt bei einem von drei GBS-Patientlnnen eine
intensivstationdre Versorgung notwendig wird (Sommer & Kommission-Leitlinien-der-
DGN, 2018; Wijdicks & Klein, 2017). Sowohl bei der Plasmapherese als auch bei IVIG
handelt es sich um sehr kostenintensive Therapien. Es konnte allerdings gezeigt werden,
dass die Kosten flr Plasmapheresen durch eine Vermeidung von Intensivaufenthalten und
Verkurzung der Krankheitsdauer kompensiert werden (Cortese et al., 2011; Espérou et
al., 2000; Sommer & Kommission-Leitlinien-der-DGN, 2018; Wijdicks & Klein, 2017).
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Eculizumab, ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen den Komplementfaktor
C5, wurde in Studien getestet, allerdings konnte bislang keine Uberlegenheit gegeniiber

Placebo nachgewiesen werden (Davidson et al., 2016; Misawa et al., 2018).

Bei CIDP sind die vorrangig empfohlenen Therapieoptionen IVIG, Glukokortikosteroide
sowie bei akuter Verschlechterung Plasmapherese, die bei 50-70 % der Patientinnen zu
einem Ansprechen fiihren (Nobile-Orazio et al.,, 2017; Sommer & Kommission-
Leitlinien-der-DGN, 2018). Die jeweilige Evidenz, Empfehlungsgrad und das von der

DGN empfohlene Therapieregime sind in folgender Tabelle 5 dargestelit.

Tabelle 5: Therapieempfehlung CIDP

Kdrpergewicht als
Initialdosis Uber zwei
bis vier Tage, gefolgt
von Erhaltungsdosen
von 1 g pro kg
Korpergewicht iber ein
bis zwei Tage in
dreiwdchentlichem
Abstand, unter Versuch

der Dosisreduktion

pro kg Kérpergewicht pro
Tag oder Pulstherapie mit
500-1000 mg
Methylprednisolon pro Tag
an drei bis finf Tagen,
anschlieBende Reduktion auf
orale Erhaltungsdosis. Ziel:
nach drei bis vier Monaten
unterhalb der
Cushingschwelle oder
Pulstherapie mit 500-1000
mg Methylprednisolon pro
Tag an ein bis drei Tagen,
Wiederholung

vierwdchentlich

CIDP-Therapie IVIG Glukokortikosteroide Plasmapherese
Evidenz la Ib Ib
Empfehlungsgrad A A A

Dosierung 2 g pro kg Prednisolon-Aquivalent 1 mg | fiinf bzw. zehn

Plasmaaustausche {ber

zwei bzw. vier Wochen

inhaltlich iibernommen aus der DGN Leitlinie ,, Therapie akuter und chronischer immunvermittelter Neuropathien und

Neuritiden “ (Sommer & Kommission-Leitlinien-der-DGN, 2018)

IVIG oder

verabreicht, wobei die Entscheidung flr eine der beiden Therapien individuell getroffen

Meist werden bei CIDP-Patientinnen primar Glukokortikosteroide
wird. IVIG ist im Vergleich zu Glukokortikosteroiden zwar schneller und etwas haufiger
effektiv (Nobile-Orazio et al., 2012; Nobile-Orazio et al., 2017). Allerdings haben
Glukokortikosteroide einen langer anhaltenden Effekt, wenn sie wirksam sind (Nobile-

Orazio et al., 2012). IVIG sind fur Patientinnen oft besser vertréglich, sind jedoch mit
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hohen Kosten verbunden (Nobile-Orazio et al., 2017). In der Erhaltungstherapie hat sich
auch die Wirksamkeit von subkutanen Immunglobulinen gezeigt, die die Patientinnen
sich selbst verabreichen kdnnen (Markvardsen et al., 2013; Van Schaik et al., 2018).
Plasmapherese wird vor allem bei akuter Verschlechterung oder bei therapierefraktéren
CIDP-Patientlnnen eingesetzt, da Plasmapherese zwar eine kurzfristige effektive
Besserung bewirkt, durch die Invasivitat aber auch mit einer hheren Nebenwirkungsrate
einhergeht (Nobile-Orazio et al., 2017; Sommer & Kommission-Leitlinien-der-DGN,
2018). Bei sehr schwer betroffenen therapierefraktaren CIDP-Patientinnen wird trotz
maoglicher starkerer Nebenwirkungen der Versuch einer Cyclophosphamid-Pulstherapie
mit 0,6-1 g pro Quadratmeter Korperoberflache in vierwochigen Intervallen uber eine
Gesamtdauer von 6 Monaten empfohlen (Sommer & Kommission-Leitlinien-der-DGN,
2018). Weitere immunsuppressive Medikamente wie Azathioprin oder Methotrexat
werden vereinzelt eingesetzt, bislang konnte allerdings kein signifikanter Benefit
nachgewiesen werden (Mahdi-Rogers et al., 2017; Oaklander et al., 2017). Rituximab,
ein monoklonaler Antikorper gegen CD-20, wird experimentell bei Therapierefraktaritat
eingesetzt und zeigte in einer Zusammenstellung von Fallberichten bei 17 von 22 CIDP-
PatientInnen einen Benefit (Mahdi-Rogers et al., 2017). Insbesondere bei Patientinnen
mit dem Nachweis paranodaler IgG4-Autoantikorper zeigte sich in Fallberichten ein sehr
gutes Ansprechen auf Rituximab (Cortese et al., 2020; Doppler et al., 2015b; Querol et
al., 2015). Die autologe Stammzelltransplantation bleibt als ,,Hochrisikoverfahren* sehr
schwer betroffenen CIDP-Patientlnnen vorbehalten (Sommer & Kommission-Leitlinien-
der-DGN, 2018). In einer Studie wurde bei 60 CIDP-Patientinnen eine autologe
Stammzelltransplantation durchgefuhrt, wobei sich sowohl das eigenstdndige Gehen und
die Kraft als auch die elektrophysiologischen Werte der Patientlnnen signifikant
verbesserten, 80 % der PatientInnen nach einem Jahr ohne immunmodulierende Therapie

waren und keine Therapie-assoziierten Todesfélle registriert wurden (Burt et al., 2020).

In Tabelle 6 und Tabelle 7 wird ein Uberblick iber Wirkmechanismen sowie
Nebenwirkungen der bei GBS- und CIDP-Patientinnen am h&ufigsten verwendeten

immunmodulatorischen Therapien gegeben.
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Tabelle 6: Antiinflammatorische Wirkmechanismen von IVIG, Glukokortikosteroiden und Plasmapherese

Antiinflammatorische Wirkmechanismen

IVIG

Glukokortikosteroide

Plasmapherese

-Bindung und Neutralisierung von
Autoantikdérpern

-Inhibierung von aktiviertem
Komplement

-Unterdriickung von Zytokinen,
Chemokinen und
Metalloproteinasen

-Abséttigung von Fc Rezeptoren
auf endoneuralen Makrophagen
-T-Zell-Regulation

(Dalakas, 2002; Jacob & Rajabally,
2009; Lehmann & Hartung, 2011)

-Unterdriickung der Transkription
proinflammatorischer Gene (z.B
proinflammatorische Zytokine und
Chemokine)

-Aktivierung der Transkription
antiinflammatorischer Gene
-Herabsetzung der Stabilitat
proinflammatorischer mMRNA
-Verénderung der T-Zellregulation
und der Leukozytendifferenzierung

(Barnes, 2017; Coutinho &
Chapman, 2011)

-Entfernung des Patientenplasmas
und Ersatz durch
Spendeplasma/Plasmaersatz
-dadurch Entfernung von
Autoantikérpern,
Immunkomplexen, Zytokinen und

inflammatorischen Faktoren

(Kieseier et al., 2018; Lehmann &
Hartung, 2011)

Tabelle 7: Nebenwirkungen von IVIG, Glukokortikosteroiden und Plasmapherese

Bedeutende und am hé&ufigsten auftretende Nebenwirkungen

IVIG

Glukokortikosteroide

Plasmapherese

-grippeéhnliche Symptome
-Kopfschmerzen

-Fieber

-Hautreaktionen

-aseptische Meningitis
-leicht erhohtes Risiko fur
thrombembolische Ereignisse
-Anaphylaxie (sehr selten)

(Dalakas, 2002; Nobile-Orazio et
al., 2017; Sommer & Kommission-
Leitlinien-der-DGN, 2018)

-Hyperglykamie
-Hypertension
-gastrointestinale Blutung
-Osteoporose

-Glaukom
-Gewichtszunahme

-Depression

(Coutinho & Chapman, 2011;
Nobile-Orazio et al., 2017)

-Elektrolytstérungen (insbesondere
Hypokalz&mie sowie metabolische
Alkalose und sich daraus ergebende
Parésthesien und Muskelkrdampfe)
-Kardiovaskuldre Komplikationen
-Komplikationen des invasiven
Zugangs (Thrombose, Infektion)
-Anaphylaxie (insbesondere
Reaktion gegen Albumin)

(Kieseier et al., 2018; Sommer &
Kommission-Leitlinien-der-DGN,
2018)

Neben der immunmodulatorischen Therapie erfolgt auch eine supportive Therapie

beispielsweise durch Schmerztherapie,

eine physiotherapeutische Belibung und

gegebenenfalls eine rehabilitative Behandlung der GBS- und CIDP-Patientinnen
(Sommer & Kommission-Leitlinien-der-DGN, 2018).
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1.2 Ranvierscher Schniirring

In den vergangenen Jahren zeigte sich, dass der Ranviersche Schirring einen
bedeutsamen Angriffspunkt fur Autoantikdrper bei Immunneuropathien darstellt,
weshalb hier der Aufbau des Ranvierschen Schniirringes erlautert wird.

Nervenfasern mit einem Durchmesser tber 1 pum sind myelinisiert. Im peripheren
Nervensystem sind die Axone hierbei durch Schwannzellen und im zentralen
Nervensystem durch Oligodendrozyten umhillt. Periodisch kommt es durch die
Ranvierschen Schnirringe zu einer Unterbrechung des Myelins (Poliak & Peles, 2003;
Salzer, 2003). Die Ranvierschen Schnnirringe sind etwa 1-2 pm breit und die
dazwischenliegenden Myelinsegmente, die als Internodien bezeichnet werden, sind meist
das 100-fache des Durchmessers des Axons und damit bis zu 2 mm lang (Mller & Zeller,
2018; Salzer, 2003). Der Ranviersche Schnirring selbst zeigt einen nodalen, einen
paranodalen und einen juxtaparanodalen Bereich (Poliak & Peles, 2003; Rasband, 2011;
Salzer, 2003), was in folgender Abbildung 1 dargestellt ist.

AlIS Node of Ranvier

) X X =
Myelin
Neuron
Myelin

Axon

EEEE ~ 1~ IR

Abbildung 1: Ranvierscher Schnirrring mit nodalem, paranodalem und juxtaparanodalem Bereich, ibernommen aus
Susuki, 2013: ,, Node of Ranvier disruption as a cause of neurological diseases “

Dankenswerterweise von Susuki (ber eine Creative Common Liscence zur Verfigung gestellt
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/, zuletzt aufgerufen am 04.01.2020) und unverandert (ibernommen.

Node of Ranvier = Ranvierscher Schniirring, AIS = axonales Initialsegment, N = nodaler Bereich, PN = paranodaler

Bereich, JP = juxtaparanodaler Bereich

Der nodale Bereich ist durch eine sehr hohe Konzentration an spannungsabhangigen
Natriumkanalen mit einer Dichte von bis zu 1.200 Natriumkanalen pro pm?2
gekennzeichnet, wahrend im internodalen Bereich weniger als 25 Natriumkanéle pro pm?
vorkommen (Muller & Zeller, 2018; Poliak & Peles, 2003; Uncini & Kuwabara, 2015;
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Waxman & Ritchie, 1993). Die grof3e Anzahl an spannungsabhangigen Natriumkanalen
im nodalen Bereich und der hohe Widerstand der Myelinscheide ermdglichen eine
saltatorische Erregungsweiterleitung, was bedeutet, dass das elektrische Nervensignal
nicht kontinuierlich weitergeleitet wird, sondern von einem Ranvierschen Schnirring
zum né&chsten Ranvierschen Schnurring springt (Salzer, 2003). Dies fiuhrt im Vergleich
zur kontinuierlichen Leitung des Nervensignals zu einer vielfach hoheren
Nervenleitgeschwindigkeit (Salzer, 2003). Das initiale Nervenaktionspotential wird im
Initialsegment generiert, welches in seinem Aufbau stark dem der Ranvierschen
Schniirringe &hnelt (Rasband, 2010). Die saltatorische Erregungsweiterleitung wird durch
eine komplexe Architektur der Ranvierschen Schnurringe sichergestellt, welche in

Abbildung 2 sichtbar ist und im Folgenden erldautert wird.

Node Paranode Juxtaparanode
Myelin
ECM
gliomedin
NF186
Nav -
U :

contactin :
| Caspr .
-

ankyrinG/ 4 :
e o
BIVspectrin

PJ Axon

CS

Abbildung 2: Proteine des Ranvierschen Schniirringes, tibernommen aus Susuki, 2013: ,, Node of Ranvier disruption
as a cause of neurological diseases

Dankenswerterweise von Susuki (Uber eine Creative Common Liscence zur Verfugung gestellt
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/, zuletzt aufgerufen am 04.01.2020) und unverdndert (ibernommen.

Nav = spannungsabhangiger Natriumkanal, Kv = spannungsabhéngiger Kaliumkanal, ECM = extrazellulare Matrix,
CS = Zytoskelett, PJ = paranodale Junction

Im nodalen Bereich steht das Axon in direktem Kontakt mit dem Extrazellularraum. Hier
ist das Zelladhasionsmolekiil Neurofascin-186, das transmembrandr am Axon exprimiert
ist, fur die Verankerung der Natriumkanéle verantwortlich. Neurofascin-186 bindet an
der Membraninnenseite an Ankyrin G, welches wiederum tber eine Interaktion mit pIV-
Spektrin fur eine Bindung an das Cytoskelett sorgt (Berghs et al., 2000; Stathopoulos et
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al., 2015; Vural et al., 2018). Extrazellulér interagiert Neurofascin-186 im zentralen
Nervensystem mit Matrixproteinen wie Brevican und Versican V2 (Rasband & Peles,
2016; Vural et al., 2018). Im peripheren Nervensystem wird der Extrazellularraum mit
Mikrovilli der Schwann-Zellen ausgefullt und Neurofascin-186 bindet an NrCAM
(Neuronales Zelladhdsionsmolekil) auf der Oberflache der Schwannzellen und an von
den Schwannzellen sezerniertes Gliomedin (Eshed et al., 2005; Susuki, 2013; Vural et
al., 2018).

Im paranodalen Bereich bildet die Myelinmembran Zytoplasma geftillte gliale Schleifen,
die sich helikal um das Axon winden (Poliak & Peles, 2003). Ein aus Contactin-1,
Contactin-associated-Protein-1 (CASPR-1) und Neurofascin-155 bestehender Komplex
bildet als enge Verbindung zwischen Myelinschleifen und Axon sogenannte ,,Septate like
junctions®, wobei sich der Begriff von den Septate junctions bei Interzellularkontakten
von Drosophila ableitet, die dort essentiell fiir die Bluthirnschranke sind (Poliak & Peles,
2003; Stathopoulos et al., 2015). Auf Grund ihrem Erscheinungsbild unter dem
Elektronenmikroskop werden die ,,Septate like junctions* auch als transversale Banden
bezeichnet (Vural et al., 2018). Die beiden axonalen Proteine CASPR-1 und Contactin-1
binden Uber einen lateralen cis-Komplex aneinander, wobei Contactin-1 wiederum tber
eine trans-Bindung mit Neurofascin-155 verbunden ist (Peles, 1997; Volkmer et al.,
1998). Die Verbindung ist hierbei so eng, dass die verbleibende Licke lediglich 3 nm
betrégt und so die laterale Diffusion von axonalen Membranproteinen verhindert wird
(Rasband & Peles, 2016). Der paranodale Komplex bildet dadurch eine Grenze zwischen
nodalem und juxtaparanodalem Bereich und stellt durch die Trennung von Natrium- und
Kaliumkanalen auch eine elektrische Barriere dar (Faivre-Sarrailh & Devaux, 2013). Im
Mausmodell zeigt sich fiir den Knockout fiir jedes der drei Proteine Contactin-1, CASPR-
1 und Neurofascin-155 eine Zerstérung der paranodalen Architektur und eine deutliche
Verminderung der peripheren Nervenleitgeschwindigkeit (Bhat et al., 2001; Boyle et al.,
2001; Sherman et al., 2005). Dies zeigt die essentielle Bedeutung der paranodalen
Proteine fur die Ermdglichung der saltatorischen Erregungsweiterleitung. Auch die im
Bereich der Ranvierschen Schnirringe in hoher Konzentration vorkommenden
Ganglioside, die als Glykosphingolipide in der Zellmembran lokalisiert sind, haben eine
wichtige Funktion fur die Stabilisierung der axo-glialen Interaktion (Sheikh et al., 1999;

Susuki et al., 2007a). Mé&use mit einem Knockout der Ganglioside GM1 und GD1a zeigen
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eine veranderte Aggregation paranodaler Proteine sowie Demyelinisierung peripherer
Nerven und axonale Degeneration (Susuki et al., 2007a).

Im juxtaparanodalen Bereich kommen in hoher Konzentration spannungsabhangige
Kaliumkanale vor, deren Funktion es ist die eintretende Erregung zu ddmpfen sowie das
internodale Ruhepotential wiederherzustellen und zu erhalten (Poliak et al., 2003). Die
Kaliumkandle sind mit CASPR-2 und TAG-1 (Transiently-expressed-axonal-
Glykoprotein-1), welches wiederum an Contactin-2 bindet, assoziiert, wobei der
Komplex fir die Gruppierung von Kaliumkanélen im juxtaparanodalen Bereich essentiell
ist (Poliak et al., 2003).

Auf die Proteine Contactin-1 sowie die verschiedenen Neurofascin-Isoformen wird im
Folgenden noch weitergehend eingegangen, da in dieser Promotion Antikdrper gegen

diese Proteine des Ranvierschen Schniirringes untersucht wurden.

1.2.1 Contactin-1

Contactin-1 ist ein 130 kDa schweres, tiber einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker an
der Zelllmembran fixiertes Glykoprotein der Immunglobulin-Superfamilie, das sowohl
auf Neuronen als auch auf Oligodendrozyten, nicht aber auf Schwann-Zellen exprimiert
wird (Einheber et al., 1997; Ranscht, 1988). Contactin-1 besteht aus sechs
Immunglobulin-Doménen (Ig-Doméne) sowie vier Fibronektin-Doméanen (Fn-Doménen)
I11 und verfligt tber eine Vielzahl an Glykosylierungsstellen (Poliak & Peles, 2003; Reid
et al., 1994). Uber die Ig-Domane wird die Interaktion mit CASPR-1 und Neurofascin-
155 vermittelt, die fur die Ausbildung des paranodalen Komplexes essentiell ist (Faivre-
Sarrailh & Devaux, 2013). Contactin-1 ist auBerdem fur den Transport von CASPR-1 an
die Membranoberflache verantwortlich, da im Zellkulturmodell nur bei Kotransfektion
der Zellen mit Contactin-1 und CASPR-1 ein effektiver Transport von CASPR-1 an die
Zellmembran erfolgt (Boyle et al., 2001; Faivre-Sarrailh et al., 2000).

1.2.2 Neurofascin-155, -186 und -140

Neurofascin ist ein Zelladhédsionsmolekul der L1-Untergruppe der Immunglobulin-
Superfamilie, wobei das Neurofascin-Gen dem Mechanismus des alternativen Splicing
unterliegt (Hassel et al., 1997; Volkmer et al., 1992). Die Produkte sind das gliale
Neurofascin-155, das axonale Neurofascin-186 sowie das vor allem in der embryonalen
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Entwicklungsphase stark exprimierte Neurofascin-140, wobei die Zahl hinter der
jeweiligen Isoform das Molekulargewicht in KDA angibt (Davis & Bennett, 1993; Tait et
al., 2000; Zhang et al., 2015). Die drei Neurofascin-Isoformen bestehen jeweils aus den
gleichen sechs Ig-Domaénen und unterscheiden sich durch unterschiedliche Fn-Doménen,
wobei die Fn3-Doméne nur in Neurofascin-155 und die Fn5- sowie die Mucin-Domane
nur in Neurofascin-186 vorkommen. Alle Doménen von Neurofascin-140 sind auch in

den anderen beiden Isoformen Neurofascin-155 und -186 enthalten (siehe Abbildung 3).

Ig domain Fn domain
JaYaYaYa
I 2 (N3N EAS [R5 N6 11|2|3A4v NF155
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Abbildung 3: Aufbau der Neurofascin-Isoformen

Ig = Immunglobulin, Fn = Fibronektin, M = Mucin. Mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc.
und PD. Dr. Kathrin Doppler. Die Abbildung wurde von PD. Dr. Kathrin Doppler erstellt und in modifizierter Form
in dem Paper ,, Anti—pan-neurofascin 1gG3 as a marker of fulminant autoimmune neuropathy “ verdffentlicht (Stengel
et al., 2019).

Neurofascin-186 findet sich sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem
an Neuronen des Hippocampus und den Purkinjezellen, wobei es am Axon im nodalen
Bereich sowie am axonalen Initialsegment lokalisiert ist (Tait et al., 2000). Mduse mit
Neurofascin-186-Knockout zeigen eine Auflésung der Architektur des nodalen Bereiches

mit Verlust der spannungsabhangigen Natriumkanale (Thaxton et al., 2011).

Neurofascin-155 findet sich im zentralen Nervensystem auf Oligodendrozyten, dem
Corpus Callosum sowie der weien Substanz des Cerebellums und im peripheren
Nervensystem wird es von den Schwannzellen exprimiert, wobei es im paranodalen
Bereich sowie an den Schmidt-Lantermann-Einkerbungen lokalisiert ist (Tait et al.,
2000). Neurofascin-155 bildet den glialen Teil des paranodalen Komplexes und
interagiert Uber die Ig-Domdanen 5 und 6 mit Contactin-1 (Faivre-Sarrailh & Devaux,

2013; Thaxton et al., 2010). Mduse mit einem Neurofascin-155-Knockout zeigen schwere

22



Paresen, Ataxie sowie keine Ausbildung paranodaler Junctions mit einer dramatischen
Reduktion der Nervenleitgeschwindigkeit und einer Degeneration myelinisierter Axone
(Pillai et al., 2009). AulRerdem zeigte sich auch bei der Ausschaltung von Neurofascin-
155 in adulter myelinisierter Glia eine unorganisierte paranodale Architektur (Pillai et al.,
2009).

Neurofascin-140 wird vor allem wéhrend der embryonalen Entwicklung neuronal
exprimiert (Davis & Bennett, 1993). Bisher fand die Funktion von Neurofascin-140 nur
wenig Beachtung in der Literatur, weshalb alle hier nun folgende Punkte aus einem Paper
von Zhang stammen (Zhang et al., 2015). Genau wie Neurofascin-186 ist Neurofascin-
140 im nodalen Bereich und am axonalen Initialsegment lokalisiert. Wahrend der
Ausbildung der Ranvierschen Schnirringe nimmt die Expression von Neurofascin-140
ab. Es finden sich jedoch Hinweise, dass Neurofascin-140 nach der Embryonalphase in
der Lage ist die Funktion der anderen beiden Isoformen Neurofascin-186 und
Neurofascin-155 zu ersetzen. So wird Neurofascin-140 in L&sionen der weil’en Substanz
von Patientinnen mit Multipler Sklerose reexprimiert, wéhrend es sich in der weifl3en
Substanz gesunder Kontrollpersonen nur in sehr niedriger Konzentration findet. In
Mausen, die weder Neurofascin-155 noch Neurofascin-186 exprimierten, konnte durch
die Expression von Neurofascin-140 die Architektur des nodalen Bereiches normal
ausgebildet werden und auch die Nervenleitgeschwindigkeit verbesserte sich bei diesen
Mausen durch die Expression von Neurofascin-140.

1.3 Immunglobuline

Die Immunglobuline (1g) IgA, 1gD, IgE, IgG und IgM sind von Plasmazellen produzierte
Proteine, die an Antigene binden kdnnen. Die Monomere der Immunglobuline besitzen
ein Y-formiges Grundgerist, das aus zwei schweren und zwei leichten Ketten mit jeweils
einer konstanten und einer variablen Region bestehen, die Uber eine Disulfidbriicke
verbunden werden (Hmiel et al., 2015; Schroeder & Cavacini, 2010). Mittels Papain
konnen die Immunglobuline in das Antigen bindende Fab-Fragment, das variable
antigenspezifische sowie konstante Regionen enthélt, und in das Fc-Fragment, das vom
konstanten Teil der schweren Kette gebildet wird, aufgespalten werden (Schroeder &
Cavacini, 2010).
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1.3.1 Vergleich IgG und IgM

Da im Rahmen des Promotionsprojektes gegen Neurofascin gerichtete 1gG-
Autoantikorper verschiedener Subklassen und auch IgM-Autoantikorper detektiert
wurden, wird hier kurz auf Besonderheiten von verschiedenen IgG Subklassen sowie von
IgM eingegangen. Wahrend 1gG meist als Monomer vorkommt, bildet IgM meist
Pentamere, wobei flinf Momomere durch eine J-Kette verbunden werden (Mader et al.,
2013; Niles et al., 1995). In deutlich geringerem AusmalR kommen IgM auch als
Monomere oder Hexamere vor (Mader et al., 2013). Der schematische Aufbau eines 1gG-

Monomeres und eines IgM-Pentameres wird in Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: Schematischer Aufbau 1IgG-Monomer und IgM-Pentamer

Die schweren Ketten sind orange und die leichten Ketten blau dargestellt. Die variable Region ist mit Farbe ausgefiillt,
wéhrend die konstanten Regionen ohne Fiillung dargestellt sind. Disulfidbriicken werden durch pink gefiillte Rechtecke
dargestellt. Die J-Kette wird durch ein pinkes Funfeck dargestellt.

IgM spielt eine wichtige Rolle in der priméren und der adaptiven humoralen
Immunantwort (Mader et al., 2013). IgM-Antikorper sind im Vergleich zu 1gG zwar
weniger spezifisch und zeigen den Antigenen gegeniiber eine geringere Affinitat, aber
durch die pentamere Struktur mit dem Vorhandensein von insgesamt 10 Bindungsstellen
weisen sie eine hohe Bindungsstarke auf (Mader et al., 2013; Sathe & Cusick, 2020).
Aulerdem zeigt IgM eine ausgepragte Komplementaktivierungsaktivitdt. C1gq muss im

Rahmen der Komplementaktivierung zwei Fc-Regionen binden und, da IgM als Pentamer
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sogar uber finf Fc-Regionen verfligt, wird eine schnelle Komplementaktivierung
ermoglicht (Racine & Winslow, 2009; Sathe & Cusick, 2020). IgG-Antikdrper zeigen
eine hohe Antigen-Affinitat und werden bei Infektionen durch einen Klassenswitch von
IgM zu 1gG gebildet (Murphy & Weaver, 2018, Seiten: 226 ff., 554 ff.). 1gG kann in vier
Subklassen eingeteilt, die nach absteigender Haufigkeit nummeriert werden (Aalberse et
al.,, 2009). Auch wenn die vier Subklassen in 90 % ihrer Aminosduresequenz
Ubereinstimmen, unterscheiden sie sich in ihren Eigenschaften teilweise deutlich
(Vidarsson et al., 2014). In folgender Tabelle 8 werden einige Eigenschaften von IgM

und den vier IgG-Subklassen vergleichend gegenubergestellt.

Tabelle 8: Eigenschaften von IgM und den verschiedenen IgG-Subklassen

IgM 19G1 ‘ 19G2 ‘ 19G3 19G4
Struktur Meist Pentamer Monomer
Anteil an | 10 % 75 %
Gesamtserum- 67 % des 22 % des 7 % des 4 % des
immun- Gesamt-IgG | Gesamt-1gG Gesamt-1gG Gesamt-1gG
globulinen
Molekular- 950 (Pentamer) 146 146 170 146
gewicht in kDa
Halbwertszeit 5-10 21 21 7 21
in Tagen
Komplement- | + + + + ++ + ++ + /
aktivierung

(Mader et al., 2013; Schroeder & Cavacini, 2010; Vidarsson et al., 2014)

1.3.2 Besonderheiten und Pathomechanismus von IgG4

Da bei den Autoantikorpern gegen paranodale Proteine bisher berwiegend die Subklasse
IgG4 beschrieben wurde, wird hier naher auf die Besonderheiten dieser Subklasse
eingegangen. 1gG4 wird h&ufig nach wiederholter oder lang anhaltender
Antigenexposition gebildet (Vidarsson et al., 2014). Grundsétzlich gilt 1gG4 als wenig
pathogen und bei Allergien zeigt es sogar die Entwicklung von Toleranz an (Aalberse et
al., 2009; Koneczny, 2018; Lighaam & Rispens, 2016). 1gG4 liegt berwiegend als
bispezifischer Antikérper vor, da eine grolie stereometrische Flexibilitat die Dissoziation
in zwei Halbmolekdile mit jeweils einer schweren und einer leichten Kette erlaubt, sodass

es zum Fab-Arm Austausch kommen kann (Koneczny, 2020). Deshalb kann 1gG4 keine
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Endozytose Uber Crosslinkung vermitteln, da die hierfiir benétige bivalente Bindung
durch das monovalente 1gG4 nicht moglich ist (Koneczny, 2020). AulRerdem kann durch
IgG4 das Komplementsystem nicht aktiviert werden (Bindon et al., 1988; Schumaker et
al., 1976; Tao et al., 1993; Vidarsson et al., 2014). Dennoch konnte bereits bei einigen
Erkrankungen wie bei der Myasthenia gravis mit Autoantikdrpern gegen die
muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase (MuSK) oder dem Pemphigus vulgaris mit
Desmoglein-3-Autoantikérpern die pathogene Wirkung durch 1gG4 nachgewiesen
werden (Koneczny, 2020). Auch die Immunneuropathien mit paranodalen lgG4-
Autoantikorpern gegen Contactin-1 oder Neurofascin-155 zdhlen zu den von Koneczny
klassifizierten ,,Klasse 1 Erkrankungen® mit nachgewiesener Pathogenitdt durch 1gG4
(Koneczny, 2020). Als Pathomechanismus der 1gG4 vermittelten Erkrankungen wird ein
blockierender Effekt auf Protein-Protein-Interaktionen angenommen und sowohl fir
Contacin-1- als auch fir CASPR-1-1gG4-Patientenantikrper  konnte in
Zellaggregationsassays an transfizierten Zellen gezeigt werden, dass die Interaktion des
Contactin-1-/CASPR-1-Komplexes mit Neurofascin-155 durch 1gG4 vermindert wird
(Cortese et al., 2020; Koneczny, 2020; Labasque et al., 2014). Eine weitere Kklinisch
relevante Eigenschaft ist, dass die Titer von 1gG4 unter Rituximabtherapie sehr stark
abfallen (Diaz-Manera et al., 2012). Auch Patientinnen mit paranodalen IgG4-
Autoantikorpern zeigen unter Rituximabtherapie eine deutliche Besserung (Querol et al.,
2015).

1.4 (Para-)nodopathie als neue Krankheitsentitat

Traditionell werden Polyneuropathien in axonal und demyelinisierend eingeteilt. Bei
axonalen Formen des GBS mit Gangliosid-Autoantikérpern zeigen sich allerdings haufig
innerhalb von wenigen Tagen reversible Leitungsblocke (Kuwabara et al., 1998), wobei
die schnelle Reversibilitdt weder mit einer Remyelinisierung noch mit einer axonalen
Regeneration zu erklaren ist (Uncini et al., 2013). Sowohl in histopathologischen Studien
als auch im Tiermodell konnte eine komplementabhéngige Zerstérung der Architektur
des Ranvierschen Schnirringes mit Ablosung der paranodalen Myelinschleifen und
Aufweitung der nodalen Region nachgewiesen werden (Griffin et al., 1996; Susuki et al.,
2007b; Susuki et al., 2012). Auch die als Stérung der Fortleitung eines Aktionspotentiales
definierten Leitungsbldcke, die zuvor meist als typisches Zeichen einer Demyelinisierung

angesehen wurden, kénnen durch eine Beeintréchtigung des erregbaren Axolemms der
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nodalen Region hervorgerufen werden (Uncini & Kuwabara, 2015). So wurde die
dichotome Einteilung der Polyneuropathien um die Kategorie der (Para-)nodopathien
erganzt (Uncini et al., 2013). Schnell wurde dieser Begriff auch auf weitere Atiologien,
die zu einer Schadigung des Ranvierschen Schnirringes fiihren, ausgeweitet (Uncini &
Kuwabara, 2015). Uncini legte sechs Kriterien fest, die eine (Para-)nodopathie definieren,

welche hier Ubersetzt dargestellt werden (Uncini & Kuwabara, 2015):

1. Verschiedene Atiologien fiihren letztendlich zum gemeinsamen
Pathomechanismus mit Beintrachtigung/Zerstérung des erregbaren Axolemms
der nodalen Region.

2. Eszeigt sich ein pathophysiologisches Kontinuum vom voribergehenden
Leitungsblock bis zur axonalen Degeneration.

3. Der Leitungsblock wird durch Ablésung des paranodalen Myelins und
Aufweitung des nodalen Bereichs, Dysfunktion oder Zerstérung der
Natriumkanéle, beeintrachtigte Homdostase von Wasser und lonen sowie
abnormale segmentale Polarisation des Axolemms hervorgerufen.

4. Die Leitungsblocke konnen schnell reversibel sein, ohne dabei eine temporale
Dispersion als Zeichen der De- und Remyelinisierung auszubilden, oder kénnen
persistieren.

5. Je nach spezifischer Erkrankung und Schwere folgt auf den Leitungsblock
eventuell axonale Degeneration.

6. Inder klinischen Praxis kann die elektrophysiologische Diagnose durch mehrere
Messungen gestellt werden, die wéhrend der akuten Erkrankung einen schnell
reversiblen Leitungsblock oder eine Leitungsverlangsamung ohne Ausbildung
von temporaler Dispersion oder ein Fortschreiten vom Leitungsblock bis zur
axonalen Degeneration zeigen kann. Bei der chronischen Erkrankung kénnen
andauernder Leitungsblock und Zeichen der axonalen Degeneration gemeinsam

auftreten.

In einer Vielzahl an Studien fanden sich in den vergangen Jahren Autoantikorper gegen
die (para-)nodalen Proteine Neurofascin-155, Contactin-1, CASPR-1 und Neurofascin-
186. Uncini und Vallat postulierten daraufhin, dass diese Patientinnen zwar Gberwiegend
als CIDP-Patientinnen Klassifiziert wirden, aber besser in die Kategorie der

(Para-)nodopathien passen wirden, da der Pathomechanismus auf den Ranvierschen
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Schniirring fokussiert ist und sich deutlich von dem Pathomechanismus der CIDP mit
inflammatorisch bedingter De- und Remyelinisierung unterscheidet (Uncini & Vallat,
2018). Im folgenden Kapitel soll dies im Hinblick auf die bisherigen Erkenntnisse zur

pathogenen Wirkung paranodaler Autoantikdérper néher dargestellt werden.

1.4.1 Elektrophysiologische, histopathologische und experimentelle
Zeichen der Schadigung Ranvierscher Schniirringe durch paranodale

Autoantikorper

In den elektrophysiologischen Studien zeigen sich bei Patientinnen mit paranodalen
Autoantikdrpern demyelinisierende Zeichen mit verminderten
Nervenleitgeschwindigkeiten, verlangerten distal motorische Latenzen sowie F-Wellen,
Latenzen, Leitungsbldcken, aber auch verminderte Amplituden und Spontanaktivitat in
der Elektromyographie (Devaux et al., 2016; Doppler et al., 2015b; Ogata et al., 2015;
Querol et al., 2014; Querol et al., 2013; Tang et al., 2020). Insgesamt ergibt sich ein
scheinbar demyelinisierendes Bild, sodass die elektrophysiologischen Diagnosekriterien
der CIDP bei Patientinnen mit paranodalen Autoantikérpern zumeist erfullt sind (Tang et
al., 2020; Uncini & Vallat, 2018).

Allerdings findet sich in den Suralisbiopsien von Patientinnen mit paranodalen
Autoantikorpern eine axonale Schadigung, wobei die typischen Kennzeichen der CIDP
wie De- bzw. Remyelinisierung in Form von dinn bemarkten Fasern oder
Zwiebelschalenformationen fehlen (Devaux et al., 2016; Doppler et al., 2016; Doppler et
al., 2015b). AuRerdem zeigten sich bei Patientinnen mit paranodalen Autoantikérpern
sowohl in Suralisbiopsien als auch in myelinisierten Fasern von Hautbiopsien verlangerte
Ranviersche Schnirringe mit einer Dispersion paranodaler Proteine (Doppler et al., 2016;
Doppler et al., 2015b). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Patientinnen
mit paranodalen Autoantikérpern finden sich eine Ablésung der terminalen
Myelinschleifen mit einer abnormalen Aufweitung des Raumes zwischen Axon und

Myelin sowie verbreiterte nodale Bereiche (Koike et al., 2017; Vallat et al., 2017).

Diese Diskrepanz zwischen scheinbar demyelinisierender Elektrophysiologie und
axonaler Histopathologie kann durch eine Beeintrachtigung der Funktion des

Ranvierschen Schnirringes aufgelost werden, da die Autoantikbrper zu einer
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Beeintrachtigung des paranodalen Komplexes mit folgender Abldsung des paranodalen
Myelins, Aufweitung der nodalen Region und damit Stérung der saltatorischen
Erregungsleitung zu einer Leitungsverlangsamung flhren, die nicht durch
Demyelinisierung sondern durch eine Stérung der Architektur des Ranvierschen

Schnurringes zu erklaren ist (Uncini & Vallat, 2018).

Auch experimentell konnte die Beeintrachtigung Ranvierscher Schnirringe durch
paranodale 1gG-Patientenantikérper bereits nachgewiesen werden. Durch Passiv-
Transfer-Experimente von Contactin-1gG4-Patientenantikérper in mit P2 Peptid
immunisierten Ratten kam es zum Verschwinden des Komplexes aus Contactin-1,
CASPR-1 und Neurofascin-155 im paranodalen Bereich, wobei der nodale Bereich
verlangert war (Manso et al., 2016). Und auch in myelinisierten Spinalganglien-Kulturen,
die mit Contactin-1-1gG4-Patientenantikorpern inkubiert wurden, war CASPR-1 im
paranodalen Bereich vermindert nachweisbar und der nodale Bereich signifikant
verlangert (Labasque et al., 2014). In einer weiteren Studie mit Contactin-lgG-
Patientenantikdrpern zeigte sich in Serum, das berwiegend die Subklasse 1gG3 enthielt,
im Vergleich zu 1gG4 ein starker ausgepragter Effekt, wobei in Passiv-Transfer-
Experimenten mit 1gG3 reversible Leitungsblécke und eine paranodale
Komplementablagerung nachgewiesen werden konnten (Doppler et al., 2019). Die
Ergebnisse der Passiv-Transfer-Experimente mit Neurofascin-155-1gG4-
Patientenantikorpern  unterschieden  sich  von denen  mit  Contactin-1-
Patientenantikdrpern, da bei adulten Tieren die nodale Architektur nicht beeintrachtigt
und lediglich Neurofascin-155 vermindert nachweisbar war (Manso et al., 2019). In
neonatalen Tieren verhinderten Neurofascin-155-1gG4-Patientenantikorper allerdings die
Ausbildung des paranodalen Komplexes (Manso et al., 2019).

1.4.2 Studienlage zur Identifikation (para-)nodaler Autoantikorper
sowie charakteristische klinische Phanotypen
Die Erstbeschreibung von Neurofascin-Autoantikorpern erfolgte 2007 durch Mathey bei
Multiple-Sklerose-Patientinnen und 2012 durch Ng bei CIDP- und GBS-Patientlnnen
(Mathey et al., 2007; Ng et al., 2012). Bei den Immunneuropathien gibt es mittlerweile
eine Vielzahl an Studien zum Nachweis (para-)nodaler Autoantikdrper und es zeigen sich

bei etwa 10 % der CIDP-Patientinnen und wenigen GBS-Patientinnen (para-)nodale
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Autoantikorper, die Uberwiegend der Subklasse 1gG4 angehoren (Vural et al., 2018). Hier
soll ein kurzer tabellarischer Uberblick tber die Studienlange bei GBS- und CIDP-
Patientinnen zum Nachweis von Autoantikdrpern gegen Contactin-1 in Tabelle 9, gegen
CASPR-1 in Tabelle 10 und gegen die verschiedenen Neurofascin-lsoformen in Tabelle

11 gegeben werden. AnschlieBend wird der sich in den Studien herauskristallisierte

charakteristische klinische Phanotyp dargestellt.

Tabelle 9: Studien mit Nachweis von Contactin-1-1gG-Autoantikdrpern

Studie zu Contactin-1- | CIDP- Dominierende 1gG- GBS- Dominierende
Autoantikdrpern Patientinnen Subklasse(n) Patientinnen | 1gG-Subklasse(n)
Querol et al., 2013 3/46 19G4 (3x) 0/48 /
Miura et al., 2015 13/533 19G4 (13x) 0/200 /
Doppler et al., 2015b 4/53 19G4 (2x) 0/51 /
19G3 (2x)
Mathey et al., 2017 3/44 1gG4 (3x) / /
Delmont et al., 2017 2/246 keine Angabe 0/26 /
Koike et al., 2017 1/131 19G4 (1x) / /
Cortese et al., 2020 3/342 1gG4 (2x) / /
1gG3/1gG4 (1x)
Appeltshauser et al., | 2/23 1gG2/19G4 (1x) 1/114 1gG2 (1x)
2020 (1x kombiniert 19G3 (1x)
mit CASPR-1- (ebenfalls CASPR-1-
1gG) 1gG2/3-Autoantikdrper)
Delmont et al., 2020 10/1500 1gG4 (10x) mit IgM (2x)

Die Angaben wurden groRtenteils aus Vural et al., 2018 ibernommen und mit eigener Recherche ergénzt.

Patientlnnen mit Nachweis von Contactin-1-1gG4-Autoantikdrpern zeigen als
charakteristischen Phéanotyp einen (sub)akuten Beginn mit schwerer Symptomatik,
motorisch betonte Symptome, teilweise einen Tremor, eine friihe axonale Schadigung,
ein schlechtes Ansprechen auf IVIG-Therapie und im Vergleich zu CIDP-Patientinnen
ohne Autoantikdrpernachweis ein hoheres Lebensalter bei Beginn der Erkrankung
(Appeltshauser et al., 2020; Cortese et al., 2020; Delmont et al., 2017; Doppler et al.,
2015b; Koike et al., 2017; Mathey et al., 2017; Miura et al., 2015; Querol et al., 2013).
AuBerdem findet sich bei Patientinnen mit Contactin-1gG-Autoantikdrpern teilweise ein
zeitgleich mit der Immunneuropathie auftretendes nephrotisches Syndrom, was am

ehesten dadurch erklart wird, dass Contactin-1 auch auf Podozyten der Niere exprimiert
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wird (Cortese et al., 2020; Doppler et al., 2015b; Hashimoto et al., 2018; Reid et al., 1994;
Sistani et al., 2013; Taieb et al., 2019).

Tabelle 10: Studien mit Nachweis von CASPR-1-1gG-Autoantikdrpern

Studie zu CASPR-1- CIDP- Dominierende GBs- Dominierende
Autoantikdérpern Patientlnnen 1gG-Subklasse(n) Patientlnnen 19G-Subklasse(n)
Doppler et al., 2016 1/35 1gG4(1x) 1/22 19G3 (1x)
Delmont et al., 2017 2/246 keine Angabe 0/26 /
Cortese et al., 2020 6/342 1gG4 (3x) / /

1gG1 (2x)

kein

Subklassennachweis

(1x)
Appeltshauser et al., | 2/23 1gG3 (1x) 1/114 1gG3
2020 (1x kombiniert mit | 19G2/3—IgG4 im
Contactin-1-1gG) Verlauf (1x)
(ebenfalls

Contactin-1-1gG3-

Autoantikdrper)
Delmont et al., 2020 2/1500 1gG3/1gG4 (2x)

Die Angaben wurden groftenteils aus Vural et al., 2018 ibernommen und mit eigener Recherche ergénzt.

Patientinnen mit CASPR-1-1gG-Autoantikdrpern zeichnen sich durch einen (sub)akuten
Beginn, motorisch betonte Symptome und ein schlechtes Ansprechen auf IVIG-Therapie
aus, wobei die urspriinglich als charakteristisch angesehenen neuropathischen Schmerzen
nicht bei allen Patientinnen auftreten (Appeltshauser et al., 2020; Cortese et al., 2020;
Doppler et al., 2016).
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Tabelle 11: Studien mit Nachweis von Neurofascin-Autoantikdrpern

Studie zu
Neurofascin-

Autoantikdrpern

CIDP-

Patientlnnen

Isoformenreaktitivtat,
IgM bzw. dominierende
1gG- Subklasse(n)

GBS-

Patientinnen

Isoformenreaktitivtat,
IgM bzw.
dominierende IgG-
Subklasse(n)

Ng et al., 2012 4/119 NF-155-19G4 (2x) mit IgM | 3/115 NF-155-1gG1 (1x)
NF-155-1gG3 (1x) mit IgM NF-186-1gG1 (1x)
NF-155/186-1gG3 (1x) mit NF-155/186-
IgM 1gG1/1gG3 (1x)
Querol et al., 2014 2/53 NF-155-19gG4 (4x) 0/51 /
2/8
(IVIG
resistente
CIDP)
Ogata et al., 2015 9/50 NF-155-19G4 (9x) 1/26 1gG1 (1x)
Devaux et al., 2016 | 39/533 NF-155-1gG4 (38x) 0/200 /
NF-155-1gG3 (1x)
Cortese et al., 2016 | 1/26 NF-155-1gG4 (1x) / /
Kadoyaetal.,, 2016 | 15/191 NF-155-19gG4 (15x) / /
Mathey et al., 2017 | 3/44 NF-155-19G4 (3x) / /
Delmont et al., 2017 | 10/246 NF-155-1gG4 (5x) 0/26 /
NF-186-1gG4 (1x)
NF-155/186/140-19G4 (3x)
NF-155/186/140-1gG3 (1x)
Gargetal., 2018 3/55 NF-155-19G4 (3x) / /
Burnor et al., 2018 5/40 NF-155-19G4 (2x) 3/14 NF-155-1gM (1x)
NF-155-19G4/IgM (1x) NF-186-1gM (2x)
NF-155/186-1gG4 (1x)
NF-186-IgM (1x)
Vallat et al., 2018 Fallbericht NF-155/186/140-1gG3 / /
Zhang et al., 2019 7129 NF-155-19G4 (6x) / /
NF-186-1gG4 (1x)
Cortese et al., 2020 | 9/342 NF-155-19G4 (7x) 0/31 /
NF-155-19G3 (1x)
NF-155-Subklasse nicht
detektierbar (1x)
Delmont et al., 2020 | 15/1500 NF-155-19G4 (15x), / /
mit IgM (14x)
Tard et al., 2020 / / Fallbericht NF-155/186/140-IgM

Ohne Anspruch auf Vollstandigkeit. Die Studien von Doppler et al., 2018 sowie Stengel et al., 2019, die Daten aus

diesem Promotionsprojekt enthalten, sind hier noch nicht aufgefiihrt. Auch Fallberichte, die fiir diese Promotion als

nicht relevant angesehen werden, sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit hier nicht aufgefiihrt. NF = Neurofascin
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Wie in Tabelle 11 ersichtlich konzentrierten sich die Studien zu Neurofascin-
Autoantikérpern  bisher stark auf Patientlnnen mit Neurofascin-155-1gG4-
Autoantikdrpern und es zeigte sich ein charakteristischer klinischer Phanotyp mit jungem
Erkrankungsalter zwischen 20 und 30 Jahren, einem subakuten und schwerem
Krankheitsbeginn, einem behinderndem Tremor, sensibler sowie cerebellérer Ataxie,
distal betonter Schwéche und einem schlechten Ansprechen auf IVIG-Therapie (Cortese
et al., 2020; Delmont et al., 2020; Devaux et al., 2016; Garg et al., 2018; Kadoya et al.,
2016; Mathey et al., 2017; Ogata et al., 2015; Querol et al., 2014). AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass das Auftreten von Neurofascin-155-1gG4-Autoantikorpern auf
genetischer Ebene mit dem HLA-Typ DRB1*15 assoziiert ist (Martinez-Martinez et al.,
2017). Uber Neurofascin-Autoantikorper der Immunglobulinklasse IgM, andere IgG-
Subklassen oder auch gleichzeitige Reaktivitat gegen alle drei Neurofascin-Isoformen-
155/186/140 und die damit assoziierten klinischen Eigenschaften der Patientinnen ist
bisher allerdings nur wenig bekannt.

1.4.3 Therapieansprechen bei PatientInnen mit paranodalen IgG4-

Autoantikérpern

Wie im vorausgehenden Kapitel beschrieben sprechen viele Patientinnen mit
Neurofascin-155-, CASPR-1 oder Contactin-1-1gG4-Autoantikérpern nicht auf IVIG-
Therapie an, auch wenn diese zu den Standardtherapien sowohl bei dem GBS als auch
bei der CIDP zahlt. In einer Studie sprachen nur drei von elf Patientinnen mit
Neurofascin-155-1gG4-Autoantikdrpern auf eine IVIG-Therapie an, wéhrend von den 46
Patientlnnen ohne paranodale Autoantikdrper 42 von der IVIG-Therapie profitierten
(Kadoya et al., 2016; Vural et al., 2018). Dies wird dadurch erklart, dass die Inhibition
der Komplementaktivierung zu den Hauptmechanismen der 1VIG-Therapie zahlt und
IgG4 nicht uber eine Aktivierung des Komplementsystems wirkt (Appeltshauser et al.,
2017; Querol et al., 2014). Viele Patientinnen mit Neurofascin-155-, CASPR-1- oder
Contactin-1-1gG4-Autoantikdorpern zeigen hingegen ein sehr gutes Ansprechen auf eine
Rituximabtherapie (Cortese et al., 2020; Doppler et al., 2016; Doppler et al., 2015b;
Querol & llla, 2015). Fir Patientinnen mit Contactin-1- bzw Neurofascin-155-19G4-

Autoantikorpern ist eine doppelt-verblindete, randomisierte sowie Placebo-kontrollierte
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Studie zur Effektivitat und Sicherheit von Rituximab geplant (Shimizu et al., 2020). In

Tabelle 12 wird ein Uberblick tiber das Medikament Rituximab gegeben.

Tabelle 12: Rituximab-Therapie

Rituximab

Einsatzgebiete

Wirkmechanismus

Magliches

Therapieschema

Nebenwirkungen

(bedeutende und haufige)

-Non-Hodgkin-Lymphom
-Chronisch-lymphatische
Leukémie

-Rheumatoide Arthritis
-Granulomatose mit
Polyangiitis

-Pemphigus vulgaris
-Myasthenia gravis (off-
label)

-mit monoklonaler IgM-
Gammopathie assoziierte
Neuropathie (off-label)
-(Para-)nodopathie mit
1gG4 (off-label)

(European-Medicines-
Agency, 2020; Sommer &
Kommission-Leitlinien-
der-DGN, 2018; Whittam
etal., 2019)

-monoklonaler Antikorper
gegen CD20

-dadurch Depletion von
CD20 tragenden B-Zellen
(Plasmazellen und
Stammzellen nicht, da
kein CD20)
-verschiedene
Mechanismen der
Depletion (z.B Apoptose,
Antikorper vermittelte
Zytotoxizitét,
Komplement vermittelte
Zytotoxizitat)

(Linker & Kieseier, 2008;
Voso et al., 2002)

375 mg pro m?
Korperoberflache
intravends einmal
wochentlich uber vier
Wochen oder 1000 mg
intravends zwei Mal im
Abstand von zwei
Wochen; Wiederholung
nach Anstieg der B-Zellen
im peripheren Blut, meist

nach ca. zwolf Monaten

Entnommen aus
Therapieempfehlung fir
IgM-assoziierte
Neuropathie der DGN

Leitlinie

(Sommer & Kommission-
Leitlinien-der-DGN,
2018)

-allergische Reaktion
-grippeéhnliche
Symptome

-gering erhohtes
Infektionsrisiko

(Sommer & Kommission-
Leitlinien-der-DGN,
2018)
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die (Para-)nodopathie ist eine Unterform der Polyneuropathie, die mit einer
Beeintrachtigung des Ranvierschen Schnurringes einhergeht. Mittlerweile gibt es eine
Vielzahl an Studien und Fallberichten mit dem Nachweis von (para-)nodalen
Autoantikorpern, wobei sich die Literatur stark auf Neurofascin-155-Autoantikdrper
insbesondere der Subklasse 1gG4 fokussierte. Autoantikérper der Immunglobulinklasse
IgM, Autoantikdrper mit anderer 19G-Subklasse oder anderer Neurofascin-Isoformen-
Reaktivitdt wurden in einzelnen Fallberichten erwéhnt, aber bisher noch nicht
weitergehend erforscht. Auch beim Pathomechanismus fokussierte sich die Literatur stark
auf die Wirkung am Ranvierschen Schnirring. Eine Beteiligung insbesondere von
Spinalganglienneuronen und cerebellaren Neuronen wurde auf Grund der Klinischen
Symptomatik der Patientlnnen zwar vermutet, bis dato aber noch nicht néhergehend

untersucht. Daher ist es das Ziel dieser Arbeit folgende Fragen zu untersuchen:

1. Sind neben den h&ufig beschriebenen Neurofascin-155-1gG4 Autoantikérpern
auch andere Formen von Neurofascin-Autoantikdrpern nachweisbar? Welche
Rolle spielen andere Subklassen und die Isoformen-Reaktivitat? Zeigt sich fur
diese Patientlnnen auch im Vergleich zu Fallberichten aus der Literatur ein
spezifischer klinischer Phanotyp?

2. Sind bei CIDP und GBS-Patientlnnen neben haufig beschriebenen 1gG-
Autoantikdrpern auch Autoantikérper der Immunglobulinklasse 1gM gegen
Contactin-1 oder Neurofascin-155 nachweisbar? Welchen klinischen Phé&notyp
zeigen diese Patientinnen? Liegt bei diesen Patientinnen ebenfalls eine
(Para-)nodopathie vor?

3. Wie wirken Contactin-1-1gG-Patientenantikorper verschiedener Subklassen auf
Neurone des peripheren und des zentralen Nervensystems? Lassen sich daraus
Ruckschliisse auf den Pathomechanismus von Contactin-1-1gG-Autoantikdrpern

ziehen?

Die Beantwortung dieser drei Fragen spiegelt sich auch in der Dreigliederung von
Ergebnis- sowie Diskussionsteil wider, wo diese Fragen in derselben Reihenfolge wie

hier vorgestellt behandelt werden.
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2 Materialien

2.1 Verwendete Reagenzien

Tabelle 13: Verwendete Reagenzien

pyrogenfreies Aqua

Sevres, Frankreich

Bezeichnung Hersteller Materialnummer Verwendungszweck
Aceton Merck KgaA, 32201 Fixierung von Zupfnerven
Darmstadt,
Deutschland (DE)
Ammonium- Merck KgaA, 101201 Herstellung von Gelen fir
peroxodisulfat Darmstadt, DE Western Blot
Ampuwa steriles Fresenius Kabi, 1080181 Herstellung von Lésungen

Aqua ad iniectabilia

Berlin-Chemie
Menarini, Berlin, DE

Zul.-Nr. 2559.99.99

Steriles Wasser fiir Zellkultur

Kit (LDH)

GmbH, Rotkreuz,
Schweiz

Aqua Spiillésung (steril B. Braun Melsungen 0082479E Herstellung von Lésungen

und pyrogenfrei) AG, Melsungen, DE

Bicinchoninic acid Sigma-Aldrich, St. B9643 BCA-Assay zur

solution Louis, United States of Proteinbestimmung
America (USA)

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich, St. A4503-50G Herstellung von Blockldsungen

(BSA) Louis, USA

Bromphenol Blue Sigma-Aldrich, St. B8026 Herstellung von Probenpuffer fur
Louis, USA Western Blot

B-27 Supplement (50x) Thermo Fisher 17504-044 Zusatz fur Neuronen-Medium
Scientific Inc,
Waltham, USA

CaCl2 Merck KgaA, 1.02382 Herstellung von CaCl2 Ldsung
Darmstadt, DE

Catalyst Roche Diagnostics 11644793001 Teil des Cytotoxicity Detection
GmbH, Rotkreuz, Kit
Schweiz

Copper(I1) sulphate Sigma-Aldrich, St. C2284 BCA-Assay zur

solution Louis, USA Proteinbestimmung

CytoBuster Protein Merck Millipore, 71009 Lyse von Zellen

Extraction Reagent Billerica, USA

Cytotoxicity Detection Roche Diagnostics 04744926001 Durchfiihrung von

Zytotoxizitatsassays
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Desoxyribonuklease | Worthington LK003170 Teil des Papain Dissociation
(DNAse) Biochemical Systems
Corporation,
Lakewood, USA
Developer for medical x- | AGFA, Mortsel, G153 Entwicklungslésung flir Western
ray film processing Belgien Blots
D-(+)-Glucose Carl Roth GmbH + Co. | HN06.3 Herstellung von 2x HBS-Puffer
wasserfrei, >99,5 % KG, Karlsruhe, DE
Dodecyl Sulfate Sodium | Merck KgaA, 113760 Herstellung von Puffern und
Salt (SDS) Darmstadt, DE Gelen fiir Western Blot
Dulbecco’s Phosphate Sigma-Aldrich, St. D8537 Steriles PBS fir Zellkultur
Buffered Saline (PBS) Louis, USA
Dye solution Roche Diagnostics 11644793001 Teil des Cytotoxicity Detection
GmbH, Rotkreuz, Kit
Schweiz
Earle’s Balanced Salt Worthington LK003188 Teil des Papain Dissociation
Solution (EBSS) Biochemical Systems
Corporation,
Lakewood, USA
Fetal Bovine Serum Sigma-Aldrich, St. F7524 Herstellung von HEK-Zell-
(FBS) Louis, USA Medium
Glycerin, Carl Roth GmbH + Co. | 3783.1 Herstellung von Probenpuffer fiir
ROTIPURAN® KG, Karlsruhe, DE Western Blot
>99,5 %, p.a., wasserfrei
Glycine Sigma-Aldrich, St. 50046 Herstellung von Puffern fiir
Louis, USA Western Blot
Hank's Balanced Salt Thermo Fisher 14175095 Herstellung von
Solution (HBSS) Scientific Inc, Préparationsmedium fur
Waltham, USA cerebellare Neurone
Horse Serum, Heat Thermo Fisher 26050-070 Zellkultur Spinalganglienneurone
Inactivated Scientific Inc,
Waltham, USA
H2S04 1M (2N) Fluka® Analytical, 35276-1L Stoppen der Farbreaktion beim
Honeywell ELISA
International Inc,
Morristown, USA
KCI>99,5 % Merck KgaA, 4935.1000 Herstellung von 2x HBS-Puffer
Darmstadt, DE
L-Glutamin Thermo Fisher 25030-024 Herstellung von HEK-Zell-

Scientific Inc,
Waltham, USA

Medium und Neuronen-Medium
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L-Lactate Roche Diagnostics 10107085001 Substanzkontrolle

Dehydrogenase (LDH) GmbH, Rotkreuz, Zytotoxizitatsassay
Schweiz

Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. M3148 Herstellung von Probenpuffer fir
Louis, USA Western Blots

Methanol Sigma-Aldrich, St. 32213 Herstellung von Blottingpuffer
Louis, USA fur Western Blots

Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. | T145.2 Herstellung von Blockpuffer fiir
KG, Karlsruhe, DE Western Blot

Minimal essential Thermo Fisher 21090-022 Herstellung von HEK-Zell-

medium 1x (MEM) Scientific Inc, Medium
Waltham, USA

Mowiol® 4-88 Carl Roth GmbH + Co. | 0713.1 Eindeckmittel fur
KG, Karlsruhe, DE immunhistochemische Farbungen

von Zellen

NaCl > 99 % Th. Geyer GmbH & 1367.1000 Herstellung von diversen
Co. KG; Renningen, Losungen
DE

Na2CO03 Sigma-Aldrich, St. S7795 Herstellung von Carbonatpuffer
Louis, USA

NaHCO3 > 99,5 % Carl Roth GmbH + Co. | 6885.1 Herstellung von Carbonatpuffer
KG, Karlsruhe, DE

Na2HPO4 x 2 H20 Merck KgaA, 1.06580 Herstellung von Stammldsung A,
Darmstadt, DE Herstellung von 2x HBS-Puffer

NaH2P0O4 x 2 H20 Merck KgaA, 1.06345 Herstellung von Stammlésung B
Darmstadt, DE

NaOH Sigma-Aldrich, St. 30620 Herstellung von 2x HBS-Puffer
Louis, USA

Neurobasal Medium (1x) | Thermo Fisher 21103-049 Herstellung von Medium fur
Scientific Inc, Neurone
Waltham, USA

N,N,N',N'-Tetramethyl- | Sigma-Aldrich, St. T9281 Herstellung von Gelen fir

ethylendiamine Louis, USA Western Blot

(TEMED)

Normal Goat Serum DakoCytomation, X0907 Herstellung von Blocklésungen

(NGS) Glostrup, Dédnemark

Ovomucoid Inhibitor- Worthington LK003182 Teil des Papain Dissociation

Albumin

Biochemical
Corporation,
Lakewood, USA

Systems
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Papain Worthington LK003176 Teil des Papain Dissociation
Biochemical Systems
Corporation,
Lakewood, USA

Papain Dissociation Worthington LK003150 Gewinnung muriner cerebelléarer

System

Biochemical
Corporation,
Lakewood, USA

Neurone

Paraformaldehyde

Merck KgaA,
Darmstadt, DE

1.04005.1000

Fixierung von Nerven sowie

Neuronen

Penicillin/ Streptomycin | Thermo Fisher 15140122 Herstellung von HEK-
10000U/ml (Pen/Strep) Scientific Inc, Zellmedium und Neuronen-
Waltham, USA Medium
Poly-D-Lysine Sigma-Aldrich, St. P6407-5MG Beschichtung von Coverslips fir
hydrobromide (PDL) Louis, USA Zellkultur
Precision Plus Protein™ | Bio-Rad Laboratories, | 1610394 Proteinleiter flir Western Blots
Dual Color Standards Inc., Hercules, USA
2-Propanol Carl Roth GmbH + Co. | AE73.1 Glatten der Masse beim Giellen
KG, Karlsruhe, DE von Gelen fiir Western Blots
Protease inhibitor Roche Diagnostics 11697498001 Proteaseinhibitor fur Zelllyse
cocktail tablets GmbH, Rotkreuz,
Schweiz
Rapid Fixer for medical AGFA, Mortsel, G354 Fixierlsung fur Entwicklung von
x-ray film processing Belgien Western Blots
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH + Co. | 3029.1 Herstellung von Gelen fiir
(37,5:1): Acrylamid- KG, Karlsruhe, DE Western Blot
stammldsung mit 0,8 %
Bisacrylamid
TE Puffer (100X) pH 8.0 | PanReac AppliChem, A0973 Transfektion von HEK-Zellen
Illinois Tool Works
Inc., Glenview, USA
TMB Substrate Solution | Thermo Fisher 00-4201-56 Verantwortlich fiir Farbreaktion
1x Scientific Inc, bei ELISA
Waltham, USA
Tris Roche Diagnostics 10708976001 Herstellung von Puffern und
GmbH, Rotkreuz, Gelen flir Western Blot
Schweiz
Triton X 100 Sigma-Aldrich, St. T8787 Herstellung von Blockldsung fur
Louis, USA Zupfnerven
Trypan Blue solution Sigma-Aldrich, St. T8154 Anfarben von Zellen fiir leichtere
0.4 % Louis, USA Auszéhlbarkeit in der

Zahlkammer
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ECL Oxidizing Reagent

Plus

Waltham, USA

Trypsin-EDTA (0.05 %) | Thermo Fisher 25300-054 Ldsen von Zellverbanden in der
Scientific Inc, Zellkultur
Waltham, USA

Tween® 20 Carl Roth GmbH + Co. | 9127.1 Herstellung von Blockldsung und
KG, Karlsruhe, DE Waschpuffer

VECTASHIELD® Vector Laboratories, H-1200 Eindeckmittel fir

Mounting Medium with Burlingame, USA Immunhistochemie

DAPI 1.5 pg/ml

Western Lightning Plus- | PerkinElmer, Inc., NEL103EQ01EA Chemilumineszenzreagenz fiir

ECL Enhanced Luminol | Waltham, USA Western Blot

Reagent Plus

Western Lightning Plus- | PerkinElmer, Inc., NEL103E001EA Chemilumineszenzreagenz fiir

Western Blot

2.2 Verwendete Losungen und Puffer

Tabelle 14: Verwendete Losungen und Puffer

Bezeichnung

Herstellung

Verwendungszweck

10 % Ammonium-

peroxodisulfatlésung

geldst.

100 g Ammoniumperoxodisulfat

wurden in 1 | destilliertem Wasser

Herstellung von Gelen fir Western Blot

Blocklésung fur ELISA

versetzt.

200 ml PBS wurden mit 6,66 ml 10 %
BSA/PSB sowie 100 pl Tween 20

Verminderung unspezifischer Bindungen
bei ELISA

Blockpuffer flr Western
Blot

Milchpulver geldst.

In 100 ml Waschpuffer wurden 5 g

Verminderung unspezifischer Bindung

bei Farbungen von Western Blots

Blockldsung fiir

Zupfnerven

PBS geldst.

400 pl NGS wurden mit 400 pl FBS
sowie 30 pl Triton X 100 in 9170 pl

Verminderung unspezifischer Bindung

bei Bindungsassays an Zupfnerven

1x Blottingpuffer

Zu 100 ml 10x Blottingpuffer wurden
200 ml Methanol und 700 ml
destilliertes Wasser gegeben.

Verwendung fir Blotting bei Western
Blots

10x Blottingpuffer

In 1 | destilliertem Wasser wurden

144 g Glycin sowie 30,3 g Tris gelost.

Herstellung von 1x Blottingpuffer

BSA/PBS 1 %

vermischt.

5 ml von 2 % BSA/PBS wurden zu
5 ml PBS gegeben und die Losung gut

Waschschritt nach dem Blocken bei
immunhistochemischen Féarbungen von

Zellen

BSA/PBS 2 %

vermischt.

200 pl BSA wurden in 9,8 ml PBS
gegeben und die Lésung gut

Verdiinnung des Sekundérantikdrpers bei
immunhistochemischen Féarbungen von

Zellen
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BSA/PBS 10 %

1 ml BSA wurde in 9 ml PBS gegeben

und die Ldsung gut vermischt.

Verwendung zum Blocken bei
immunhistochemischen Féarbungen von

Zellen

CaCl2-Losung

2,5 M CaCl2 wurden in destilliertem
sterilem Wasser geldst und auf pH=7
eingestellt. Die Losung wurde

anschlieRend steril filtriert.

Transfektion von HEK-Zellen

Carbonatpuffer

4,2 g NaHCO3 und 1,78 g Na2CO3
wurden zu 500 ml destilliertem
Wasser gegeben und auf pH=9,4
titriert.

Verdiinnung von Contactin-1 Protein flr
Proteinbeschichtung von ELISA-Platten

Catalyst-Losung

Der lyophilisierte Catalyst wurde in
1 ml Aqua ad iniectabilia fir 10 ml

gel6st und anschlieend wurde gut

geschiittelt.

Herstellung der Reaktionsldsung fur
Zytotoxizitatsassays

DNAse-Losung

In das Vial mit lyophilisierter DNAse
wurden vorsichtig 0,5 ml EBSS
gegeben, sodass die Lésung

2000 Units DNAse pro ml enthielt.

Zellkultur cerebellarer Neurone

2x HBS-Puffer

12 mM Glucose-Pulver sowie

10 mM KCI, 280 MM NaCl und

1,5 mM Na2HPO4x2H20 wurden in
destilliertem sterilem Wasser geldst.
Mit NaOH wurde mit Hilfe des pH-
Meters pH=6,95 eingestellt. Die
Ldésung wurde anschlieRend steril
filtriert. Aliquots wurden bei -20°C
gelagert und wurden nicht mehrmals

aufgetaut.

Transfektion von HEK-293-Zellen

HEK-Zell-Medium

Zu 500 ml MEM-Medium wurden

5 ml L-Glutamin, 5 ml Pen/Strep und
50 ml hitzeinaktiviertes FBS gegeben
und steril filtriert.

Medium fir HEK-293-Zellen

1x Laufpuffer

Zu 100 ml 10x Laufpuffer wurde 1 |
destilliertes Wasser gegeben.

Laufpuffer fur Western Blot

10x Laufpuffer

Zu 1| destilliertem Wasser wurden
10 g SDS, 30,3 g TRIS sowie 144,1 g
Glycin gegeben.

Herstellung von 1x Laufpuffer fur
Western Blot

5M NaCl

146,1 g NaCl wurden in 500 mi
destilliertem Wasser gelost.

Herstellung von PBS
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Neuronen-Medium

100 ml Neurobasal Medium wurden
mit 1 ml L-Glutamin, 1 ml B-27
Supplement (50x) sowie 2 ml
Pen/Strep versetzt und anschlieRend

steril filtriert.

Medium fiir cerebellare Neurone sowie

Spinalganglienneurone

Ovomucoid Inhibitor-

Albumin-L&sung

In das Vial mit dem lyophilisiertem
Ovomucoid-Inhibitor-Albumin
wurden 32 ml EBSS gegeben, sodass
die Ldsung eine Konzentration von
10 mg/ml Albumin sowie 10 mg/ml
Ovomucoid-Inhibitor enthélt. Bei 2-
8 °C konnte die Losung mehrere
Wochen aufbewahrt werden.

Verantwortlich fiir Dichtegradient bei

Zellkultur cerebellarer Neurone

Papain-L&sung

In das Vial mit dem lyophilisertem
Papain wurden 5 ml EBSS gegeben,
sodass die Lésung 20 Units Papain pro
ml in 1 mM L-Cystein mit 0,5 mM
EDTA enthielt. Anschliefend wurden
250 pl der DNAse-Ldsung
hinzugefugt, sodass ingesamt 0,005 %
DNAse in der Papain-Ldsung

enthalten waren.

Verantwortlich fir Auflésung des
Zellverbandes bei Zellkultur cerebellarer
Neurone

Paraformaldehyde (PFA) 4 g PFA 95 % wurden mit 100 ml Fixierung von entnommenem
4% 0,1 M Phosphatpuffer vermischt. Nervengewebe, Fixation von Zellen
PDL-L6sung 1 mg Poly-D-Lysin wurde in 10 ml Beschichtung von Coverslips fur

sterilem, destilliertem Wasser gelost.

Zellkultur

0,1 M Phosphate Buffered
Saline (PBS)

800 ml der basischen Stammlésung A
wurden mit 160 ml der sauren
Stammldsung B vermischt.
Anschliefend wurde mit Hilfe der
Stammldsung B auf pH=74 titriert.
Es wurden 60 ml 5M NaCl
hinzugegeben und mit destilliertem

Wasser auf 2 | aufgefilit.

Herstellung von Blocklésungen und
Waschpuffern,
Waschen von Zellen bei

immunhistochemischen Farbungen

0,05 M Phosphatpuffer

0,1 M Phosphatpuffer wurde 1:1 mit
destilliertem Wasser verdiinnt.

Schutz des entnommenen
Nervengewebes vor Austrocknung

wahrend Verarbeitung

42




0,1 M Phosphatpuffer

405 ml 0,2 M Stammlésung A und
95 ml Stammldsung B wurden
vermengt und ein pH=7,4 eingestellt.
Anschlieend wurde die Lésung mit
Hilfe von destilliertem Wasser auf 1 |

aufgefillt.

Kurzzeitige Lagerung entnommenen

Nervengewebes

Préparationsmedium flr
Cerebella

In 1 1 HBSS Lo6sung wurden 6 g D-
(+)-Glucose gelost.

Préparation und kurzzeitige
Aufbewahrung fiir Cerebella

Proteaseinhibitor-Lésung

1 Tablette Proteaseinhibitor cocktail
tablets wurde in 2 ml Aqua ad
iniectabilia gel6st.

Herstellung von Lysaten cerebellérer

Neurone

Reaktionsldsung fir

Zytotoxizitatsassay

250 pl der Catalyst-Ldsung wurden
mit 11,25 ml der Dye solution
vermischt. Die Lésung wurde erst
kurz vor Verwendung zubereitet und
war jeweils fiir 100 Proben
ausreichend.

Messung der LDH-Aktivitat mittels
Zytotoxizitatsassay

10 % SDS

100 g SDS wurden in 1 | destilliertem
Wasser geldst.

Herstellung von Lésungen und Gelen fiir
Western Blot

4x SDS-Probenpuffer

Zu 75 ml destilliertem Wasser wurden

6,25 ml 1 M Tris mit pH=6,8 gegeben.

Es wurden 8 g SDS, 15 ml Glycerin
sowie 3 ml Mercaptoethanol und eine
Spatelspitze Bromphenolblau

hinzugefugt.

Probenpuffer fur Western Blot

Stammldsung A

In 1 | destilliertem Wasser wurden
35,6 g Na2HPO4 x 2 H20 geldst.

Herstellung weiterer L&sungen

Stammldsung B

In 1 | destilliertem Wasser wurden
31,2 g NaH2PO4 x 2 H20 gelost.

Herstellung weiterer Losungen

0,1x TE-Puffer

TE wurde in der Konzentration
1:10.000 in sterilem Wasser verdinnt.
Die Lésung wurde anschlielend steril
filtriert.

Transfektion von HEK-Zellen

1 M Trislésung

121 mg Tris wurden in 1 |
destilliertem Wasser geldst und auf

einen pH=6,8 austitriert.

Herstellung von Puffern und Gelen fiir
Western Blots

1,5 M Trislésung

181,5 mg Tris wurden in 1 |
destilliertem Wasser geldst und es

wurde auf einen pH=8,8 austitriert.

Herstellung von Puffern und Gelen fiir
Western Blots

Waschpuffer

11 PBS wurde mit 500 pl Tween 20

versetzt.

Waschen von Wells der ELISA-Platten,

Waschen von Western Blots

43




2.3 Verwendete Proteine und Komplement

Tabelle 15: Verwendete Proteine und Komplement

Bezeichnung

Hersteller

Materialnummer

Verwendungszweck

Complement
component C1q from

human serum > 95 %

Merck KgaA, Darmstadt,
DE

80295-33-6

Komplementfaktor bei

Komplementbindungsassay

Full-length human

neurofascin-155 protein

Nicht kommerziell
(Edgar Meinl, Miinchen,
DE)

nicht kommerziell

Proteinbeschichtung von
ELISA-Platten mit
Neurofascin-155

Full-length human
neurofascin-186 protein

Nicht kommerziell
(Edgar Meinl, Miinchen,
DE)

nicht kommerziell

Proteinbeschichtung von
ELISA-Platten mit
Neurofascin-186

Recombinant human
CNTNZ1/ Contactin-1
protein

Sino Biological Inc.,
Beijing, China

10383-H08H

Proteinbeschichtung von
ELISA-Platten mit Contactin-
1

Recombinant
human NF-140 protein

Sino Biological Inc.,
Beijing, China

15694-H08H-50

Proteinbeschichtung von
ELISA-Platten mit

Neurofascin-140

2.4 Verwendete Antikorper

Tabelle 16: Verwendete Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

Materialnummer

Verwendungszweck

Alexa-Fluor 488- Jackson Immuno- 703-545-155 Sekundéarantikorper fur

conjugated AffiniPure Research, West Grove, Positivkontrolle

Donkey Anti-Chicken USA immunhistochemische Farbung

IgY (IgG) (H+L) Neurofascin transfizierten
HEK-293-Zellen

Anti-Beta Il Tubulin abcam®, Cambridge, ab41489 Primérantikdrper fur

antibody, polyclonal Grof3britannien immunhistochemische

chicken anti-human/ rat/ Féarbungen von Neuronen

mouse

Anti-Complement Clq LifeSpan BioSciences, LS-C41845 Sekundarantikorper fur

Antibody (HRP),
polyclonal Sheep IgG

Seattle, USA

Komplementbindungsassay

44




Anti-Contactin 1 abcam®, Cambridge, ab105582 Priméarantikoérper fir

antibody, monoclonal Grofbritannien Positivkontrolle Contactin-1-

mouse anti-human/ rat/ ELISA,

mouse Priméarantikorper fir
Positivkontrolle Contactin-1
transfizierte HEK-293-Zellen

Anti-Neurofascin abcam®, Cambridge, ab31457 Priméarantikoérper fiir Western

antibody, Rabbit GrofRbritannien Blot

polyclonal to

Neurofascin

CyTM3-conjugated Jackson Immuno- 705-165-147 Sekundarantikdrper fir

AffiniPure Donkey Anti- | Research, West Grove, Positivkontrolle Contactin-1

Goat 1gG (H+L) USA transfizierte HEK-Zellen,
Sekundarantikdrper fir
immunhistochemische Férbung
von Neuronen

CyTM3-conjugated Jackson Immuno- 103-165-155 Sekunddrantikdrper fir

AffiniPure Goat Anti- Research, West Grove, immunhistochemische Farbung

Chicken IgY (IgG) USA von Neuronen

(H+L)

CyTM3-conjugated Jackson Immuno- 109-165-003 Sekundarantikdrper fur

AffiniPure Goat Anti- Research, West Grove, Bindungsassays an

Human IgG (H+L) USA Zupfnerven,
Sekundarantikérper fur
Bindungsassays an
transfizierten HEK-293-Zellen,
Sekundarantikorper fur
Bindungsassays an Neuronen

CyTM3-conjugated Jackson Immuno- 315-165-003 Sekundarantikérper fir

AffiniPure Rabbit Anti- Research, West Grove, Positivkontrolle Contactin-1

Mouse IgG (H+L) USA transfizierte HEK-293-Zellen

Donkey Anti-Goat 1gG abcam®, Cambridge, ab205723 Sekundarantikdrper fir

(H&L), Secondary Grofbritannien Positivkontrolle Contactin-1-

Antibody, HRP ELISA

conjugated

GAPDH Loading Thermo Fisher MA5-15738 Primérantikdrper fur

Control Monoclonal Scientific Inc, Ladekontrolle Western Blot

Antibody Waltham, USA

Goat anti-Chicken IgY Thermo Fisher PA1-28798 Sekundarantikdrper fir

(H+L) Secondary Scientific Inc, Positivkontrolle Neurofascin-

Antibody, HRP Waltham, USA ELISA

conjugated
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Human/Mouse/Rat R&D Systems, AF904 Priméarantikoérper fir

Contactin-1 Antibody, Minneapolis, USA Positivkontrolle Contactin-1-

Antigen Affinity- ELISA, Primérantikdrper flr

purified, polyclonal Goat Positivkontrolle Contactin-1

1gG transfizierte HEK-Zellen,
Primérantikdrper fur
immunhistochemische Féarbung
von inkubierten Neuronen,
Primérantikdrper fir Western
Blot

Human/ Mouse/ Rat R&D Systems, AF3236 Primérantikorper fur

Neurofascin Antibody, Minneapolis, USA Positivkontrolle Neurofascin-

Antigen Affinity- ELISA, Priméarantikdrper fir

purified Polyclonal Positivkontrolle Komplement-

Chicken IgY bindungsassay,
Primérantikdrper fur
Positivkontrolle Neurofascin
transfizierte HEK-293-Zellen,
Primdrantikdrper fur
immunhistochemische
Féarbungen an inkubierten
Neuronen

Monoclonal anti-human | Sigma-Aldrich, St. F4641 Sekundarantikorper gegen

1gG3-FITC antibody Louis, USA 19G3 bei

produced in mouse subklassenspezifischen
Bindungsassays an
cerebelléren Neuronen

Mouse anti-Human 1gG1 | Thermo Fisher A-10648 Sekunddrantikdrper gegen

Fc Secondary Antibody, | Scientific Inc, 1gG1-Autoantikdrper im

HRP Waltham, USA ELISA

Mouse anti-Human 1gG4 | Thermo Fisher A-10654 Sekundarantikdrper gegen

Fc Secondary Antibody, | Scientific Inc, 1gG4-Autoantikdrper im

HRP Waltham, USA ELISA

Mouse monoclonal abcam®, Cambridge, ab99788 Sekundérantikdrper gegen

HP6014 antihuman 1gG2 | GroRbritannien 1gG2 bei

Fd gamma (FITC) subklassenspezifischen
Bindungsassays an
cerebelldren Neuronen

Mouse monoclonal abcam®, Cambridge, abh99821 Sekundarantikdrper gegen

HP6025 antihuman 1gG4
Fc (FITC)

Grofbritannien

19G4 bei
subklassenspezifischen
Bindungsassays an

cerebellaren Neuronen

46




Human IgM/HRP

Glostrup, Danemark

Mouse monoclonal abcam®, Cambridge, abh99772 Sekundarantikdrper gegen

[4E3] Secondary Grof3britannien 1gG1 bei

Antibody to Human subklassenspezifischen

1gG1- hinge heavy chain Bindungsassays an

(FITC) cerebell&ren Neuronen

Peroxidase-conjugated Jackson Immuno- 705-035-003 Sekundarantikorper fur

AffiniPure Donkey Anti- | Research, West Grove, Western Blot

Goat IgG (H+L) USA

Peroxidase-conjugated Jackson Immuno- 715-035-150 Sekundarantikdrper fir

AffiniPure Donkey Anti- | Research, West Grove, Positivkontrolle Contactin-1-

Mouse 1gG (H+L) USA ELISA, Sekundéarantikdrper fir
Western Blot

Peroxidase-conjugated Jackson Immuno- 711-035-152 Sekundarantikorper fur

AffiniPure Donkey Anti- | Research, West Grove, Positivkontrolle Contactin-1-

Rabbit 1gG (H+L) USA ELISA, Sekundéarantikdrper fir
Western Blot

Peroxidase-Mouse Thermo Fisher 05-0520 Sekunddrantikdrper gegen

Monoclonal Antibody to | Scientific Inc, 1gG2-Autoantikdrper im

Human 1gG2 Waltham, USA ELISA

Peroxidase-Mouse Thermo Fisher 05-3620 Sekunddrantikdrper gegen

Monoclonal Antibody to | Scientific Inc, 1gG3-Autoantikdrper im

Human 1gG3 Waltham, USA ELISA

Polyclonal Rabbit Anti- DakoCytomation, P0214 Sekundarantikdrper gegen 1gG-

Human IgG/ HRP Glostrup, Dé&nemark Autoantikdrper im ELISA

Polyclonal Rabbit Anti- DakoCytomation, P0215 Sekundarantikorper gegen

IgM-Autoantikdrper im
ELISA, Sekundarantikérper fiir
Western Blot

2.5 Verwendetes Verbrauchsmaterial

Tabelle 17: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Nimbrecht, DE

Bezeichnung Hersteller/ Materialnummer Verwendungszweck
Fachhandel

Blotting Paper A. Hartenstein GmbH, | GB33 Papier fir Blotting von Western
Wiirzburg, DE Blots

Cell Scraper 25 cm Sarstedt AG&Co. KG, | 83.1830 Schaber flr Zelllyse
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CELLSTAR® Cell Greiner Bio-One 658 175 Sterile Zellkulturflaschen fur
Culture Flasks, 75 cm? International GmbH, HEK-Zellen
Kremsmunster,
Osterreich
CELLSTAR® Greiner Bio-One 607 180 Sterile Pipetten fir Zellkultur
Serologische Pipette, International GmbH,
10 ml Kremsmdinster,
Osterreich
CELLSTAR® Tubes Greiner Bio-One 188 271 Sterile Tubes fiir Zellkultur
15 ml International GmbH,
Kremsmiunster,
Osterreich
CELLSTAR® Tubes Greiner Bio-One 227 261 Sterile Tubes fir Zellkultur
50 ml International GmbH,
Kremsmiunster,
Osterreich
Cell Strainer, 70 um Biosciences, Durham, 352350 Zellsieb
Nylon USA
CoverGrip Sealant Biotium, Fremont, 23005 Umrandung von Deckgléschen,
USA um Verdunstung von
Eindeckmittel zu minimieren
Cover Slips, 12 mm dia Thermo Fisher A67761333 Coverslips fur Zellkultur
Scientific Inc,
Waltham, USA
Coverslips 12 mm round, | Corning, Inc., Corning, | 354087 Coverslips fur Neurone
Poly-D-Lysine/Laminin USA
Cellware
Glass Pasteur Pippetes Brand GmbH + Co. 7477 20 Titruierung von Spinalganglien
KG, Wertheim, DE
Halb-Mikro-Kiivette Sarstedt AG&Co. KG, | 67.742 Einsatz bei Messung des
Nimbrecht, DE Proteingehaltes in Lysaten
Liquid Blocker-Super Science Services N71310 Umrandung von Zupfnerven fir
PAP-Pen GmbH, Miinchen, DE Immunhistochemie
Nitrocellulose Western GE Healthcare, 10600002 Nitrocellulose Membran fiir
Blotting Membranes Chalfont St Giles, Blotting von Western Blots
Buckingham-shire,
GrofRbritannien
Nunc-Immuno Plate F96 | Thermo Fisher 442404 96-Well Platten fur ELISA und

Maxisorp

Scientific Inc,
Waltham, USA

Zytotoxizitatsassay
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Nunclon™ Delta Surface | Thermo Fisher 142475 Sterile 24 Well Platten fur
24 Well Scientific Inc, Zellkultur
Waltham, USA
Nunclon™ Delta Surface | Thermo Fisher 167008 Sterile 96 Well Platten fur
96 Well Scientific Inc, Zellkultur
Waltham, USA
Nunclon™ Dish 35x10 Thermo Fisher 150318 Sterile Schalen fiir Zellkultur
Scientific Inc,
Waltham, USA
Rapid-Flow Bottle Top Thermo Fisher 291-4520 Sterile Filter fur Lésungen
Filter Scientific Inc,
Waltham, USA
Universalfilm Super RX- | Fujifilm Holdings 47410-19284 Roéntgenfilm fiir Entwicklung von
N K.K., Tokio, Japan Western Blots

2.6 Verwendete Gerate und Gebrauchsmaterial

Tabelle 18: Verwendete Gerate und Gebrauchsmaterial

Gerat Hersteller Artikelbezeichnung

Bio-Photometer Eppendorf AG, 6131 23891
Hamburg, DE

Bunsenbrenner Gasprofi 1 SCS micro WLD-TEC GmbH, 6.004.000
Arenshausen, DE

Centrifuge 5415 R Eppendorf AG, 5426 05212
Hamburg, DE

Dry Block Thermostat Biosan, Riga, Bio TDB-100
Lettland

Entwicklungsmaschine CURIX 60 AGFA, Mortsel, 9462/106
Belgien

Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen, Axio Imager.M2
DE

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

Glasplatten Mini-PROTEAN® Short Bio-Rad 1653308

Plates Laboratories, Inc.,
Hercules, USA

Glasplatten Mini-PROTEAN® Spacer Bio-Rad 1653311

Plates

Laboratories, Inc.,
Hercules, USA
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Hamilton-Mikroliterspritze Hamilton Bonaduz 705N
AG, Bonaduz,
Schweiz

Heizplatte Medax Nagel GmbH, | SP13

Kiel, DE

Holzboxen fiir feuchte Kammer

Technischer Dienst
der Neurologie
UKW, Wiirzburg, DE

nicht kommerziell, (Sonderanfertigung fiir

die Histologie der Neurologie)

Hypercassette RPN13642 18x24 cm GE Healthcare, RPN13642
Chalfont St Giles,
Buckingham-shire,
GroRbritannien

Infinite M200 Pro ELISA Reader Tecan GmbH, 30050303

Mannedorf, Schweiz

Inkubator Heracell

Kendro Laboratory
Products, Hanau, DE

Heracell 51013568

Magnetplatte MR Hei-Mix-L Heidolph, 505-00000-00-0
Schwabach, DE
Mini-PROTEAN® Tetra System fiir Bio-Rad Mini Trans-Blot® Cell

Western Blot

Laboratories, Inc.,
Hercules, USA

Mini Rocker-Shaker Grant Instruments, PMR-30
Cambridgeshire,
Grof3britannien

Multiscan FC ELISA Reader Thermo Fisher 51119000

Scientific Inc,
Waltham, USA

Objektiv Fluoreszenzmikroskop x20

Zeiss, Oberkochen,
DE

Plan-Apochromat
20x/0,8 Ph2 M27

Objektiv Fluoreszenzmikroskop x40

Zeiss, Oberkochen,
DE

Plan-Apochromat
40x/0,95 Korr Ph3 M27

PH Meter FiveEasy F20

Mettler-Toledo
GmbH, Columbus,
USA

30266658

PH Meter Sonde LE438

Mettler-Toledo,
Columbus, USA

51340242

PowerPac™ Basic

Bio-Rad
Laboratories, Inc.,
Hercules, USA

041BR69325

PowerPac™ HC

Bio-Rad
Laboratories, Inc.,
Hercules, USA

043BR35949
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Préparationsmikroskop Zeiss, Oberkochen, Stemi2000
DE 450043

Rotina 46 R Zentrifuge Hettich, Tuttlingen, 4610
DE

Sterilbank Heraeus HS 18 Kendro Laboratory 51012199
Products, Hanau, DE

Wasserbad WNB 7 Memmert GmbH, 8419 8998
Schwabach, DE

Zahlkammer Neubauer Improved Assistent, Sondheim 40442
vor der Rhon, DE

Zellkulturmikroskop CKX53 Olympus, Tokyo, 6G40227 2012607
Japan

Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments, | 75003060
Osterode, DE

2.7 Verwendete Software
Tabelle 19: Verwendete Software
Bezeichnung Hersteller Version

Endnote Clarivate Analytics, Philadelphia, X9
USA

GraphPad Prism 8 GraphPad Software, San Diego, 8.4.3
USA

ImageJ

National Institutes of Health, USA 153cund1.49b

Business 2013

Microsoft Office Home and

Microsoft Corporation, Redmond, 15.0.5275.1000

USA

VisiView

Visitron Systems, Puchheim, DE 2.1.1

2.8 Verwendete Zellen und Gewebe

Tabelle 20: Verwendete Zellen und Gewebe

Zellen- bzw. Gewebetyp

Mause- bzw. Zellart,

Mause bzw. Zelllieferant

Verwendungszweck

Cerebellare Kornerzellen

Aus C57BL/6 Mausen,
5 Tage postnatal

Bindungs- und Inkubationsversuche mit

Autoantikdrper enthaltenden Seren

N. ischiadicus

Aus adulten weiblichen
C57BL/6 Méausen

Bindungsassays an Ischiadicuszupfnerven
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HEK-293-Zellen ATCC®CRL-1573™ Bindungsassays und

ATCC, Wesel, DE Prainkubationsversuche mit

(von Prof. Dr. Carmen Autoantikdrper enthaltenden Seren
Villmann zur Verfiigung
gestellt)

Spinalganglienneurone Aus murinen C57BL/6 Bindungs- und Inkubationsversuche mit
Embryonen, 13-15 Tage Autoantikorper enthaltenden Seren
post conceptionem

Vorderwurzeln Aus adulten weiblichen Bindungsassays an Vorderwurzel-
Lewis Ratten, zupfnervpréparaten

Charles River
Laboratories, Research
Models and Services,
Germany GmbH,
Sulzfeld, DE

2.9 Verwendung geschlechtergerechter Sprache

Eine Gruppe von Patienten unterschiedlichen Geschlechtes wird im Rahmen dieser
Monographie als Patientinnen bezeichnet, um gemall dem Leitfaden der Universitat
Wiurzburg das Gleichstellungskonzept in Form von geschlechtergerechter Sprache
umzusetzen. Bei Gruppen von Patienten, die sich aus rein mannlichen oder rein
weiblichen Individuen zusammensetzten, werden die Begriffe Patienten bzw.
Patientinnen verwendet. Aus Grinden der besseren Lesbarkeit, werden die Begriffe
»Patientenantikdrper®, ,,Patientenserum® und ,,Patientenmaterial“ unabhédngig vom
Geschlecht der Individuen verwendet. Aulerdem werden in Abbildungsbeschriftungen
die beiden weiblichen Patientinnen IgM-Patientin 3 und CNTN-Patientin 2 als ,,Patient*

bezeichnet, um die Abbildungen moglichst tbersichtlich gestalten zu kénnen.
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3 Methoden

3.1 Patientlnnen- und Kontrollkollektiv

Zwischen Juli 2016 und Juli 2018 wurden 264 Patientlnnen (179 Méanner, 83 Frauen, 2
anonymisierte Proben mit unklarem Geschlecht) mit unterschiedlichen Formen von
Polyneuropathien in die Studie eingeschlossen. Die Mehrzahl der Patientenseren wurden
von den behandelnden Arztlnnen zu diagnostischen Zwecken eingesandt, einzelne
Patienten wurden prospektiv auf den Stationen der Neurologischen Klinik fir die Studie
rekrutiert und willigten nach entsprechender Aufklarung schriftlich in die
Studienteilnahme ein. Seropositive Patienten willigten ebenfalls nach schriftlicher
Aufklarung in die Verwendung des Serums fir die Studie ein. Das Durchschnittsalter des
Patientinnenkollektives betrug 59,3 Jahre. Kontrollpersonen wurden prospektiv rekrutiert
und willigten nach entsprechender Aufklarung schriftlich in die Studienteilnahme ein.
Eine Befurwortung der Studie erfolgte durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat des Universitatsklinikums Wirzburg (Nr. 278/13 sowie Nr. 225/13).

3.1.1 Subgruppen des PatientInnenkollektives

Von Arztinnen verschiedener Kliniken wurden Seren von Patientinnen mit VVerdacht auf
Immunneuropathie mit der Frage, ob Autoantikdrper gegen (para-)nodale Antigene
vorliegen, zu diagnostischen Zwecken sowie Forschungszwecken eingesandt. Neben den
140 Seren aus dem Universitatsklinikum Wdirzburg, wurden auch 124 Seren aus
verschiedenen Neurologischen Kliniken und Praxen Deutschlands sowie jeweils einer

Klinik aus Belgien und der Schweiz eingesandt.

Die Diagnosen der Patientlnnen wurden bei Patientinnen des Universitatsklinikums
Wiirzburg aus den Arztbriefen tbernommen. Bei den Wirzburger Patientinnen, bei denen
der klinische Verdacht auf eine CIDP bestand, wurden die Kklinischen sowie
elektrophysiologischen Kriterien hinsichtlich der INCAT-Diagnosekriterien an Hand der
Arztbriefe Gberprift. Erfillten die Patientinnen die INCAT-Diagnosekriterien wurden sie
unter ,,CIDP Wiirzburg® kategorisiert. Bestand lediglich der klinische Verdacht auf eine
CIDP ohne Erfullung der INCAT-Diagnosekriterien, wurden die Patientlnnen in die
Kategorie ,,V.a. CIDP Wiirzburg® eingeordnet. Bei den Wiirzburger Patientinnen mit

einem Guillain-Barré-Syndrom (GBS) wurden an Hand der Arztbriefe die Brighton-
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Diagnosekriterien Uberprift. Bei Erfillung der Brighton-Diagnosekriterien wurden die
Patientlnnen in die Kategorie ,,GBS Wiirzburg® eingeordnet. Die PatientInnen mit der
klinischen Arztbriefdiagnose eines GBS, die die Brighton-Diagnosekriterien nicht
erfiillten, wurden in der Kategorie ,,Atypisches GBS Wiirzburg® zusammengefasst. Bei
den auswartigen Patientlnnen standen meist nur die Angaben zu Verdachtsdiagnose,
Alter und Geschlecht auf den Anforderungsscheinen zur Verfligung, sodass keine
Uberpriifung im Hinblick auf INCAT- bzw. Brighton-Diagnosekriterien erfolgen konnte.
An Hand der angegebenen Verdachtsdiagnosen erfolgte eine Einordnung in die
Kategorien ,,V.a. GBS auswirts®, ,,V.a. CIDP auswirts* oder ,,andere Polyneuropathie
(PNP) auswirts“. Fehlte auf dem Anforderungsschein eine Verdachtsdiagnose, wurden
die PatientInnen ebenfalls unter ,,andere PNP auswérts* eingeordnet. Bei einem positiven
Befund fur (para-)nodale Autoantikérper wurden uns aus den auswartigen Kliniken auch
die Arztbriefe fir die jeweiligen Patientlnnen pseudonymisiert zugesandt. Die folgende
Tabelle 21 zeigt die Subgruppen des Patientinnenkollektives mit jeweiligem

Durchschnittsalter und der Geschlechtsverteilung.

Tabelle 21: Subgruppen des PatientInnenkollektives mit Durchschnittsalter und Geschlecht

Diagnose Durchschnitts- | Gesamtzahl Anzahl Anzahl Anzahl
alter in Jahren | Patientlnnen ménnliche weibliche Patienten mit
Patienten Patientinnen unklarem
Geschlecht
Gesamtes 59,3 264 179 83 2
PatientInnen-
kollektiv
GBS Wiirzburg 66,6 7 5 2 /
Atypisches GBS 40,3 4 4 / /
Wirzburg
V.a. GBS auswérts | 58,5 6 2 4 /
CIDP Wiirzburg 50,9 14 10 4 /
V.a. CIDP 61,8 9 8 1 /
Wirzburg
V.a. CIDP 60,4 24 19 5 /
auswarts
Andere PNP 61,2 106 63 43 /
Wiirzburg
Andere PNP 58,2 94 68 24 2
auswarts
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3.1.2 Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv umfasste Seren von 81 gesunden Personen (43 Méanner, 38 Frauen).

Der Altersdurchschnitt der Kontrollpersonen betrug 52,9 Jahre.

19 Personen wurden im Rahmen dieser Studie rekrutiert. 62 gesunde Kontrollpersonen
waren bereits durch Dr. Melissa Held und Dr. Luise Appeltshauser rekrutiert und durch

Dr. Luise Appeltshauser in einer Vorlauferstudie getestet worden.

Anamnestisch waren bei den Kontrollpersonen autoimmune Erkrankungen und

Polyneuropathien ausgeschlossen worden.

3.1.3 PatientInnen mit Contactin-1-IgG-Autoantikérpern

Bei den Patienten, deren Seren fur Versuche an murinen Neuronen eingesetzt wurden,
waren bereits durch Dr. Luise Appeltshauser Contactin-1-1gG-Autoantikdrper
nachgewiesen worden (Appeltshauser, 2018; Doppler et al., 2015b). Diese Patientinnen

waren nicht Teil des oben beschriebenen Patientinnenkollektives.

Die folgende Tabelle 22 zeigt die Diagnosen, das Alter, das Geschlecht der Patientlnnen
sowie die von Dr. Luise Appeltshauser ermittelten Titer und Subklassen der Contactin-1-
IgG-Autoantikorper in Serum (Appeltshauser, 2018).

Tabelle 22: Patientinnen mit Contactin-1-1gG-Autoantikdrpern

Patientlnnen mit | Diagnose Alter Geschlecht Subklasse der | Titer CNTN-
CNTN-IgG- CNTN-IgG- 1gG-
Autoantikdrper Autoantikdrper | Autoantikdérper
CNTN-Patient1 | CIDP 76 I 1gG3>1gG4 1:7.500
CNTN-Patientin | CIDP 62 Q 1gG4>>1gG2 1:10.000

2

CNTN = Contactin-1

3.1.4 Verarbeitung der Proben

Die erhaltenen Seren wurden mit der Zentrifuge Rotina 46 R bei 5000 Umdrehungen pro
Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand des Serums wurde aliquotiert und bei
-20 °C aufbewahrt.

55



3.2 Bindungsassays an Zupfnervpraparaten

Bindungsassays an murinen Ischiadicuszupfnerven dienten als Screeningtest auf das
Vorliegen (para-)nodaler Autoantikérper sowohl fur alle Patientinnen als auch fur

gesunde Kontrollpersonen.

3.2.1 Herstellung von Zupfnervpraparaten

Die weiblichen Mé&use bzw. Ratten wurden durch zervikale Dislokation nach Betaubung
mit Isofluran getotet. Mit Hilfe eines Skalpells sowie einer spitzen Pinzette wurde die
Haut er6ffnet und die Muskulatur stumpf zur Seite prapariert. AnschlieRend erfolgte die
Entnahme des N. ischiadicus, der zwischen dem Austritt aus dem Plexus lumbosacralis
und kurz vor der Aufzweigung in N. fibularis und N. tibialis mit Hilfe einer Schere
entnommen wurde. Das Nervengewebe wurde zundchst fur zehn Minuten in 4 % PFA
fixiert. AnschlieRend erfolgte die weitere Aufbewahrung in 0,1 M Phosphatpuffer. Das
Nervengewebe wurde meist direkt, spatestens aber nach 48 Stunden verarbeitet. Hierfur
wurde das Nervengewebe zum Schutz vor Austrocknung auf einen Objekttrager mit
0,05 M Phosphatpuffer gegeben. Zunéchst wurde das Peri- und Epineurium mit Hilfe
einer spitzen Pinzette entfernt. Einzelne Faszikel wurden entnommen und jeweils auf
eigenen Objekttragern mit geringen Mengen an 0,05 M Phosphatpuffer unter dem
Mikroskop gezupft, sodass einzelne Axone frei zu liegen kamen. Die Objekttrager

wurden fur 12-24 Stunden getrocknet und anschlie’end bei -20 °C kryokonserviert.

3.2.2 Durchfiihrung von Bindungsassays

Mdogliche (para-)nodale Autoantikdrper der Klasse 1gG im Serum von Patientlnnen
dienten als Primé&rantikorper, die an die Strukturen des Ranvierschen Schniirringes binden
konnen. Ein Cy3 gekoppelter Sekundérantikorper gegen humanes IgG lie3 dann im Falle
einer Bindung ein Fluoreszenssignal im (para-)nodalen Bereich des Ranvierschen
Schnirringes sichtbar werden. Das Prinzip der Bindungsassays an Zupfnerven wird in

der folgenden Abbildung 5 dargestellt.
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Legende:
Axon

Zielantigen des Ranvierschen Schniirringes

IgG-Antikirper gegen Zielantigen des Ranvierschen Schniirringes aus Patientenserum

Sekundirantikirper gegen humanes IgG

\
S0

Abbildung 5: Prinzip der Bindungsassays an Zupfnerven

Am murinen Zupfnerv liegen Ranviersche Schniirringe frei. In der Abbildung sind die Myelinscheiden gelb und das
Axon schwarz dargestellt. IgG-Autoantikdrper gegen (para-)nodale Proteine aus dem Serum von Patientinnen (blau)
des Ranvierschen Schnirringes binden an das Zielantigen (rot). Die Antikrper aus dem Serum von PatientInnen sind
spezifisch gegen ihr jeweiliges Zielantigen gerichtet und binden nicht an andere Antigene (rosa). Ein
Sekundarantikérper gegen humanes 1gG (orange) bindet an das am Zielantigen gebundene IgG (blau). An den
Sekundarantikorper ist Cy3 (sternférmiges orange) gekoppelt, das unter dem Fluoreszenzmikroskop als

Fluoreszenzsignal detektiert werden kann.

Vor der Durchfihrung des eigentlichen Experimentes wurden die eingefrorenen
Objekttrager mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert. Die aufgetauten
Objekttrager wurden fir zehn Minuten in Aceton bei -20 °C fixiert und anschlief3end ftr
etwa zwei Minuten auf eine 38 °C warme Heizplatte gelegt, sodass das Aceton
verdampfte. Die zerzupften Nerven auf dem Objekttrager wurden mit Liquid Blocker-
Super PAP-Pen umrandet und mit 0,1 M PBS gewaschen, welches direkt wieder
abgetropft wurde. AnschlieRend wurde Blocklosung, welche unspezifische Bindungen
vermindert, aufgebracht und die Objekttrager wurden fir eine Stunde in einer Holzkiste,
die mit feuchtem Zellstoff ausgelegt worden war, belassen. Anschlielend wurde die

Blocklosung abgetropft und in Blockldsung verdiinntes Serum in den Konzentrationen
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1:100 sowie 1:500 aufgebracht. Bei jedem Experiment wurde auch eine Negativkontrolle
in Form von Blocklosung ohne Serum sowie das Serum mindestens einer gesunden
Kontrollperson getestet. Die Objekttrager mit verdinntem Serum bzw. Blockldsung

wurden Gber Nacht in der mit feuchtem Zellstoff ausgelegten Holzkiste bei 4 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Objekttrager drei Mal in 0,1 M PBS gewaschen. Ein Cy3
gekoppelter Sekundarantikorper gegen humanes IgG (CyTM3-konjugiertes AffiniPure
Goat Anti-Human 1gG (H+L)) wurde in Blocklésung 1:100 verdinnt, auf die
Objekttrager aufgebracht und fur eine Stunde in der feuchten Kammer bei
Raumtemperatur belassen. AnschlieRend wurden die Objekttrager wiederum drei Mal in
0,1 M PBS gewaschen. Die Praparate wurden mit VECTASHIELD® Mounting Medium
with DAPI eingedeckelt und mit Covergrip Sealant umrandet, um die Verdunstung des

Eindeckmittels zu minimieren.

3.2.3 Mikroskopie der Zupfnervpraparate

Sobald die Praparate getrocknet waren oder spatestens innerhalb von sieben Tagen
wurden die immunhistochemischen Farbungen unter dem Fluoreszenzmikroskop Axio
Imager.M2 beurteilt. Die Beurteilung erfolgte verblindet. Als Referenz fiir unspezifische
Bindung diente der Bindungsassay einer gesunden Kontrollperson. Bei unklarem
Ergebnis oder mangelnder Beurteilbarkeit auf Grund einer zu geringen Anzahl frei
liegender Ranvierscher Schnirringe, erfolgte eine Wiederholung des Bindungsassays.

3.3 Versuche mit HEK-293-Zellen

Alle Arbeiten an vitalen HEK-293 Zellen, bei denen die Zellen direkt der Luft exponiert
waren, erfolgten unter sterilen Bedingungen unter der Sterilbank Heraeus HS 18. Alle
verwendeten Loésungen setzten sich aus sterilen Substanzen zusammen oder wurden mit
Hilfe von Rapid-Flow Bottle Top Filtern steril filtriert. Die vitalen Zellen wurden im

Inkubator Heracell bei 5 % CO- aufbewahrt.

3.3.1 Zellkultur von HEK-293-Zellen

Da sich die HEK-293-Zellen kontinuierlich teilten, erfolgte zweimal wdéchentlich ein
Aufteilen und erneutes Aussaen der Zellen, das im Wechsel mit der Promovendin Anna-
Michelle Brunder und der Medizinisch-Technischen Assistentin Barbara Reuter

durchgefuhrt wurde. Nach 15-25 Passagen wurden die Zellen durch neue ersetzt.
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Fur das Splitting der HEK-293-Zellen wurden die Zellen zun&chst vorsichtig in
Dulbecco’s PBS (DPBS) gewaschen. AnschlieBend wurde Trypsin-EDTA (0.05 %),
phenol red zugegeben und die Zellen fur finf Minuten bei 37 °C inkubiert, um die
Zellverbénde aufzulésen und die Adhédrenz der Zellen an der Oberflache der
CELLSTAR® Cell Culture Flasks, 75 cm? aufzuheben. Es wurden 10 ml HEK-Medium
direkt auf die Zellen pipettiert, um die HEK-293-Zellen abzulésen. Das Medium mit den
abgeldsten Zellen wurde abgenommen und fur funf Minuten bei 800 rpm mit Hilfe der
Zentrifuge Megafuge 1.0 R zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Mediumiberstand
verworfen und das Zellpellet in HEK-Medium mit Hilfe einer sterilen 20 ml Pipette durch

sanftes Auf- und Abpipettieren wieder resuspendiert.

10 pl der Zellsuspension wurden mit 10 pl Trypan Blue solution 0.4 % vermischt, wovon
10 pl in die Zahlkammer Neubauer Improved gegeben und mit Hilfe des
Zellkulturmikroskopes CKX53 ausgezahlt wurden. Es wurde berechnet, wie viel HEK-
Zellmedium zu welcher Menge an Zellsuspension gegeben werden muss, um die
gewiinschte Zahl an HEK-293-Zellen zu erreichen. Fir eine 75 cm? Zellkulturflasche
wurden circa 2 Millionen Zellen gelost in 10 ml HEK-Medium ausgesat. Wurden die
Zellen direkt bendtigt, konnten Sie auch auf mit PDL beschichteten Coverslips ausgesét

werden.

3.3.2 Transfektion von HEK-293-Zellen

In die einzelnen Wells einer Nunclon™ Delta Surface 24 Well Platte wurden Coverslips
(Cover Slips, 12 mm dia) eingelegt. Flr eine bessere Adhérenz der Zellen wurden die
Coverslips mit PDL beschichtet, wofur je Well 150 pl PDL-L6sung vorsichtig
aufgebracht und die Platte fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert wurde. Hierbei war es
wichtig moglichst vorsichtig vorzugehen, um ein Verlaufen der PDL-L6sung und damit
eine unzureichende Beschichtung der Coverslips zu verhindern. AnschlieRend wurden
die Coverslips zweimal mit destilliertem sterilem Wasser gewaschen und (ber Nacht in
der Sterilbank Heraeus HS 18 getrocknet. Wurden die Coverslips erst spater benotigt

konnten sie auch fur einige Tage bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert werden.

Fur das Aussden der HEK-293-Zellen wurden pro Well circa 30.000 Zellen in 200 pl
HEK-Medium suspendiert aufgebracht. Die HEK-293-Zellen wurden fir circa 24

Stunden im Inkubator Heracell inkubiert. Hier war es wiederum relevant darauf zu
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achten, dass die aufgebrachte Zellsuspension auf dem Coverslip verblieb und nicht
verlief, da ansonsten die Zelldichte auf dem Coverslip mit verlaufener Zellsuspension

geringer gewesen ware.

Nach etwa 24 Stunden erfolgte die Transfektion der Zellen Gber die Calcium-Phosphat-
Préazipitationsmethode. Die DNA bindet hierbei an ausfallende Kristalle und wird tber
Endozytose in die zu transfizierenden Zellen aufgenommen. Die Transfektion erfolgte
entweder mit Contactin-1-, mit Neurofascin-155- oder mit Neurofascin-186-DNA.
Green-Fluorescent-Protein diente als Positivkontrolle, die eine erfolgreiche Transfektion
anzeigte. Die Plasmide fiir humanes Neurofascin-155 sowie Neurofascin-186 wurden
unserem Labor freundlicherweise durch unsere Kooperationspartner Judy Ng, PhD, und
Prof. Dr. Edgar Meinl (Ng et al., 2012), DNA-Plasmide fur Contactin-1 durch Prof. Elior
Peles (Peles et al., 1995) und Sulayman D. Dib-Hajj, PhD, sowie Prof. Stephen G.
Waxman (Liu et al., 2001) Uberlassen. Die Vermehrung der DNA-Plasmide wurde im

Labor von Prof. Dr. Carmen Villmann durchgefiihrt.

Fur den Erfolg der Transfektion war auch die korrekte Reihenfolge bei der Zugabe der
Reagenzien relevant. Zundchst wurde die jeweilige DNA in der Endkonzentration
1 pg/ml zu 44 % 0,1x TE-Puffer gegeben und 5 % 2,5 M CaCl2 hinzugeflgt. Dann wurde
tropfchenweise 50 % 2x HBS-Puffer hinzugegeben. Durch leichtes Klopfen wurde die
Losung vorsichtig vermischt und anschlieRend fir finf Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach

der Inkubation zeigte sich eine Triibung durch die Bildung von Prazipitaten.

Pro Well wurden 50 ul der Losung trépfchenweise auf die Zellen gegeben und die Zellen
uber Nacht bei 37 °C sowie 5 % CO> inkubiert. Am Folgetag konnten die Zellen fir

Bindungsassays oder Prdinkubationsversuche verwendet werden.

3.3.3 Bindungsassays an transfizierten HEK-293-Zellen

Wenn Seren von Patientinnen Auffélligkeiten in den Bindungsassays an Zupfnerven oder
im ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) zeigten, wurden Bindungsassays an
transfizierten HEK-293-Zellen als Bestatigungstest durchgefihrt. Zeigte sich bei der
Auswertung eine Bindung der Seren an Neurofascin-155 oder Neurofascin-186
transfizierten HEK-293 Zellen, wahrend das Serum keine Bindung an Contactin-1

transfizierten HEK-293-Zellen zeigte, so konnte das Vorhandensein spezifischer
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Autoantikorper gegen Neurofascin-155 bzw. Neurofascin-186 bestatigt werden. Als
Negativkontrolle wurden jeweils auch Bindungsassays mit den Seren gesunder

Kontrollpersonen durchgefhrt.

Am Folgetag der Transfektion wurde das Medium abgesaugt und die Zellen fiir 20
Minuten mit 200 pl 4 % PFA je Well fixiert. AnschlieBend erfolgte dreimal ein
Waschschritt mit PBS flr jeweils funf Minuten. Um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren wurde fur 20 Minuten 10 % BSA/PBS aufgebracht und anschlielend fur finf
Minuten mit 1 % BSA/PBS gewaschen.

Der Priméarantikorper wurde in PBS verdunnt und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als
Primarantikdrper diente Serum von Patientlnnen bzw. gesunden Kontrollen, das jeweils
in den Verdunnungen 1:100 sowie 1:500 eingesetzt wurde. Fur die Positivkontrolle, die
eine erfolgreiche Transfektion bestatigte, wurde als Priméarantikdrper Anti-Contactin-1
antibody, monoclonal mouse anti-human/rat/mouse  (bzw. bei Nichtlieferbarkeit
Human/Mouse/Rat Contactin-1 Antibody, Antigen Affinity-purified, polyclonal Goat IgG,
welcher sich im direkten Vergleich gleichwertig zeigte) in der Verdinnung 1:200 auf
Contactin-1 transfizierte Zellen und Human/ Mouse/ Rat Neurofascin Antibody, Antigen
Affinity-purified Polyclonal Chicken IgY in der Konzentration 1:1000 auf Neurofascin-

155 bzw. Neurofascin-186 transfizierte Zellen aufgebracht.

Am Folgetag wurde zundchst der Primérantikorper abgesaugt. AnschlieBend erfolgten
drei Waschschritte mit PBS fur jeweils fiinf Minuten. Danach wurden die entsprechenden
Sekundérantikdrper jeweils in der Verdinnung 1:300 aufgebracht. Es erfolgte eine
Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln, da Cy3 bzw. Alexa-Fluor
gekoppelte Antikorper lichtempfindlich sind. Auf die zuvor mit Serum inkubierten Zellen
wurde CyTM3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgG (H+L) aufgebracht. Auf die
Contactin-1 Positivkontrollen wurde CyTM3-conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Mouse
IgG (H+L) bzw. bei Verwendung des Goat-Primarantikdrpers CyTM3-conjugated
AffiniPure Donkey Anti-Goat IgG (H+L) gegeben. Im direkten Vergleich der beiden
Antikdrperkombinationen zeigten sich diese gleichwertig. Auf die Neurofascin
Positivkontrollen wurde Alexa-Fluor 488-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Chicken
IgY (H+L) gegeben.
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Nach der Inkubation der Sekundarantikorper erfolgten drei Waschschritte fur jeweils finf
Minuten in PBS. Anschlieend wurden die Coverslips mit Hilfe des Eindeckmittels

Mowiol®, dem 0,1 % DAPI zugesetzt worden war, auf Objekttragern eingedeckelt.

Die Auswertung der HEK-293-Bindungsassays erfolgte mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskopes Axio Imager.M2. Beim Vorliegen von Neurofascin-155- bzw.
Neurofascin-186-Autoantikorpern zeigte sich eine Bindung an die mit der jeweiligen
Neurofascin-DNA transfizierten Zellen. Da teilweise auch viel Hintergrund und
unspezifische Bindung sichtbar waren, erfolgte im Vergleich jeweils die Beurteilung der
Negativkontrolle mit Seren gesunder Kontrollpersonen. Falls die Préparate auf Grund zu
geringer Zahl an Zellen, zu geringer Transfektionsrate oder zu ausgeprégter
unspezifischer Bindung nicht beurteilbar waren, erfolgte eine Wiederholung der
Bindungsassays an transfizierten HEK-293-Zellen.

3.3.4 Prainkubationsversuche an HEK-293-Zellen

Autoantikorper gegen Neurofascin-155 bzw. Neurofascin-186 binden an die mit der
entsprechenden DNA transfizierten HEK-293-Zellen, sodass der verbleibende Uberstand
nach Prainkubation eine deutlich geringere Konzentration an Autoantikrpern zeigt. Bei
Spezifitat der Autoantikdrper erfolgt hingegen keine Bindung der Neurofascin-
Autoantikorper an die mit Contactin-1 DNA transfizierten HEK-293-Zellen, sodass sich
die Konzentration an Neurofascin-Autoantikorper durch die Prainkubation an Contactin-

1 transfizierten HEK-293-Zellen nicht verandert.

Die Zellkultur und Transfektion der HEK-293-Zellen erfolgte wie in den vorausgehenden
Kapiteln bereits beschrieben. Am Folgetag der Transfektion wurden die Zellen einmal
mit HEK-Medium fir finf Minuten gewaschen und mit frischem HEK-Medium fiir einen

weiteren Tag inkubiert, bevor die Préinkubation der Seren durchgefiihrt wurde.

Das Serum der Patienten mit Neurofascin-Autoantikdrpern sowie Serum einer gesunden
Kontrollperson wurden 1:100 verdinnt. Fir das Serum, dessen Uberstand fiir
Bindungsassays an Zupfnerven verwendet werden sollte, wurde fiir die Verdinnung
Blocklosung fiir Zupfnerven verwendet. Das Serum, dessen Uberstand anschlieRend im
ELISA getestet werden sollte, wurde allerdings in 2 % BSA/PBS verdunnt. Es wurde 2 %
BSA/PBS statt ELISA-Blockldsung verwendet, da sich mit ELISA Blockldsung weniger
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ausgepragte Ergebnisse zeigten. Die Ursache fur diese Beobachtung war vermutlich der
schadigende Einfluss des Tween® 20 auf die HEK-293-Zellen.

Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und es wurden je 300 pl des verdiinnten
Serums der Patientln bzw. einer gesunden Kontrolle auf je ein mit Neurofascin-155,
Neurofascin-186 und Contactin-1 transfiziertes Well aufgebracht. Auf den Wells, die erst
spater verwendet wurden, verblieb HEK-Medium, um sie vor Austrocknung zu schitzen.
Das Serum wurde fiir eine Stunde belassen und der Uberstand dann auf ein weiteres Well
pipettiert, dessen HEK-293-Zellen jeweils wieder mit der gleichen DNA wie das
vorherige Well transfiziert worden waren. Nach einer weiteren Stunde wurde der
Uberstand auf ein weiteres Well iibertragen, sodass das Serum insgesamt an drei Wells
jeweils fir eine Stunde prainkubiert wurde. Der Uberstand wurde abgenommen und in

beschrifteten Gefél3en fiir eine Nacht bei 4 °C gelagert.

Der Uberstand des Prainkubationsversuches wurde dann mit Hilfe eines Bindungsassays
am Ischiadicuszupfnerv wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben sowie mit Hilfe eines
Neurofascin-155- sowie Neurofascin-186-ELISAs wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben
getestet. Es wurde als Beleg fir die Spezifitat der Neurofascin-Autoantikdrper angesehen,
wenn die Neurofascin-Autoantikorper bei Prainkubation an mit Contactin-1-DNA
transfizierten HEK-293-Zellen im Vergleich zum unbehandelten Serum der gleichen
Konzentration in der gleichen Lésung unverandert nachweisbar waren, wahrend die
jeweiligen Autoantikérper gegen die zwei Isoformen von Neurofascin nach
Préainkubation an mit Neurofascin-155 bzw. Neurofascin-186 transfizierten HEK-293-

Zellen vermindert waren.

3.4 ELISA-Untersuchungen

Der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) dient zur Detektion von Antikdrpern
Uber eine enzymatisch vermittelte Farbreaktion. ELISAs wurden mit Hilfe von

Protokollen, die bereits in unserem Labor etabliert waren, durchgefihrt.

Im ELISA wurde auf das Vorliegen von Antikdrpern gegen Contactin-1 sowie
Neurofascin-155 gescreent. Die Patienten, bei denen sich in den Bindungsassays an
Zupfnerven eine (para-)nodale Bindung zeigte, wurden im ELISA auch auf Neurofascin-
186 getestet.
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3.4.1 Proteinbeschichtung von ELISA-Platten

Die ELISA-Platten (Nunc-Immuno Plate F96 Maxisorp) wurden mit Protein beschichtet,
indem eine Losung des Proteins Gber Nacht, also fir mindestens zwolf Stunden, bei 4 °C
in den fr den ELISA bendtigten Wells belassen wurde. Zwei Wells, die als proteinfreie

Negativkontrolle dienten, blieben ohne Proteinldsung.

Contactin-1 (Recombinant human CNTN1/ Contactin-1 protein) wurde hierfiir in
Carbonatpuffer auf eine Konzentration von 2 pg/ml verdiunnt. Die Neurofascinproteine
wurden in PBS verdunnt. Neurofascin-155 sowie Neurofascin-186 (Full-length human
neurofascin-155 bzw. 186 protein) wurden in der Endkonzentration 5 pg/ml und
Neurofascin-140 (Recombinant human NF-140 protein) in der Endkonzentration 1 pg/ml

verwendet.

3.4.2 Durchfiihrung ELISA

Zunéchst wurden die einzelnen Wells zweimal mit PBS gewaschen und uber Zellstoff
ausgeklopft, um Uberstdndiges nicht gebundenes Protein zu entfernen. Anschlielend
wurden pro Well 200 ul ELISA-Blockldsung aufgebracht, um unspezifische Bindungen
zu vermindern. Die ELISA-Platte wurde fur eine Stunde unter leichter Agitation bei 37 °C
inkubiert. Es wurde zweimal mit einem Waschpuffer bestehend aus PBS sowie Tween
gewaschen und die Platte Uber Zellstoff ausgeklopft, um tberstandigen Waschpuffer zu

entfernen und so einen Verdunnungseffekt zu vermeiden.

Im Anschluss daran wurden 100 pl des Primar-Antikorpers in ELISA-Blockldsung
verdiinnt aufgebracht. Serum von Patientinnen sowie gesunden Kontrollpersonen wurde
in der Konzentration 1:100 verwendet und jeweils in vier Wells pro Probe aufgebracht.
Als Positivkontrolle diente ein kommerzieller Antikorper gegen Neurofascin in der
Konzentration 1:1.000 (Human/ Mouse/ Rat Neurofascin Antibody, Antigen Affinity-
purified Polyclonal Chicken 1gY) oder gegen Contactin-1 in der Konzentration 1:200
(Anti-Contactin 1 antibody, monoclonal mouse anti-human/ rat/ mouse bwz. bei
Nichtlieferbarkeit Human/Mouse/Rat Contactin-1 Antibody, Antigen Affinity-purified,
polyclonal Goat I1gG). In vier als Negativkontrolle vorgesehene Wells sowie in zwei nicht
mit Protein beschichtete Wells wurde Blocklésung aufgebracht. Die ELISA-Platte wurde

wieder flr eine Stunde unter leichter Agitation bei 37 °C inkubiert.
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Die Platte wurde viermal mit Waschpuffer gewaschen und jeweils gut ausgeklopft, um
nicht gebundene Priméarantikorper zu entfernen. Anschliefend wurden 100 pl des an
Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelten Sekundarantikérpers in ELISA-Blocklésung
verdunnt aufgebracht, um gebundene Primérantikbrper zu detektieren. Als
Sekundarantikorper gegen humanes IgG wurde Polyclonal Rabbit Anti-Human 1gG in der
Konzentration 1:10.000 verwendet und gegen humanes IgM wurde Polyclonal Rabbit
Anti-Human IgM in der Konzentration 1:7.000 eingesetzt. Fir die Neurofascin-
Positivkontrolle wurde Goat anti-Chicken IgY (H+L) in der Endkonzentration 1:10.000
und fir die Contactin-1-Positivkontrolle Peroxidase-conjugated AffiniPure Donkey anti-
Mouse IgG (H+L) aufgebracht. Wenn auf Grund von Lieferproblemen der
Primarantikdrper Human/Mouse/Rat Contactin-1 Antibody, Antigen Affinity-purified,
polyclonal Goat IgG eingesetzt wurde, wurde der entsprechende Sekundarantikdrper
Donkey Anti-Goat 1gG (H&L) verwendet. Ein direkter Vergleich der jeweiligen
Antikdrperkombination zeigte vergleichbare Werte.

Die Platte wurde unter leichter Agitation fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Platte
wurde viermal gewaschen und gut ausgeklopft, um nicht gebundene Sekundérantikérper
zu entfernen. Pro Well wurden 100 pl der Tetramethylbenzidinlésung (TMB) aufgebracht
und die Platte im Dunkeln inkubiert. Die an die Sekundarantikorper gebundene
Meerrettichperoxidase fiihrte zu einer Oxidation der TMB Substrate Solution 1x, sodass
ein blauer Farbstoff entstand. Die Reaktion wurde nach genau 15 Minuten Inkubation in
Dunkelheit durch die Zugabe von 50 pl Schwefelsaure 1M H2S04 (2N) je Well gestoppt,
wobei der blaue Farbstoff in einen gelben Farbkomplex umgewandelt wurde. Die
optische Dichte wurde im Multiscan FC ELISA Reader bei einer Wellenldnge von
A=450 nm bestimmt.

3.4.3 Auswertung ELISA

Der Grenzwert der optischen Dichte, ab dem eine optische Dichte als Nachweis fur
Autoantikorper angesehen wurde, wurde als funffache Standardabweichung der
optischen Dichte Gber dem Durchschnittswert gesunder Kontrollen festgesetzt, wobei der
Groliteil der Kontrollwerte bereits in der Dissertationsarbeit von Dr. Luise Appeltshauser

ermittelt worden waren (Appeltshauser, 2018).

65



Pro Patientin bzw. gesunder Kontrolle wurde jeweils ein Duplet fir 1gG- und fir IgM-
Autoantikorper getestet. Mit Hilfe von Excel wurde jeweils der Mittelwert des Duplets
gebildet. Davon wurde der Mittelwert des Duplets der Negativkontrolle, bei welcher statt
eines Primérantikorpers lediglich Blocklésung zugegeben worden war und als
Sekundarantikorper der jeweilige SekundarantikOrper gegen humanes IgG bzw. IgM
verwendet worden war, subtrahiert. Dieses Ergebnis sollte vergleichbare optische
Dichten gewadhrleisten aus denen der Effekt unspezifischer Bindungen herausgerechnet
wurde. Sofern sich bei der Auswertung negative Werte ergaben, wurden diese als 0

angegeben.

3.4.4 Bestimmung des Titers

Bei Patientlnnen, bei denen die optische Dichte oberhalb des Schwellenwertes lag, wurde
der Titer des Autoantikdrpers bestimmt. Hierfir wurden bei IgG-Autoantikorpern neben
1:100 auch die Verdiinnungen 1:200, 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:3.000, 1:4.000, 1:6.000,
1:8.000 sowie 1:10.000 getestet. Fir IgM-Autoantikdrper wurden neben 1:100 auch die
Verdinnungen 1:200, 1:400, 1:800 sowie 1:1.200 getestet. Der Titer wurde durch die

grolte Verdinnung festgelegt, bei der die optische Dichte oberhalb des Grenzwertes lag.

3.4.5 Bestimmung der IgG-Subklasse

Bei den beiden Patienten mit nachgewiesenen Neurofascin-1gG-Autoantikorpern erfolgte
eine Bestimmung der Uberwiegend vorhandenen IgG-Subklassen. Hierfiir wurde ein
ELISA wie bereits in Kapitel 3.4.2 beschrieben durchgefiihrt. Allerdings wurden
subklassenspezifische HRP gekoppelte Sekundarantikorper eingesetzt. Fiir die Detektion
von IgG1 wurde Mouse anti-Human IgG1 Fc Secondary Antibody in der Konzentration
1:1.000, fur 1gG2 Peroxidase-Mouse Monoclonal Antibody to Human I1gG2 in der
Konzentration 1:4.000, fir 1gG3 Peroxidase-Mouse Monoclonal Antibody to Human
IgG3 in der Konzentration 1:3.000 und fir IgG4 Mouse anti-Human 1gG4 Fc Secondary
Antibody in der Konzentration 1:2.000 verwendet. Von dem Mittelwert der optischen
Dichten des Duplets der jeweiligen Subklasse wurden die optischen Dichten der
Negativkontrolle des jeweiligen Sekundérantikérpers subtrahiert. Diese Werte der
unterschiedlichen Subklassen wurden verglichen. Aus diesem Vergleich konnte gefolgert

werden, welche 1gG-Subklassen Giberwiegend in dem getesteten Serum vorhanden waren.
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3.4.6 Prainkubation von Neurofascin-155-IgM Seren an ELISA-
Platten

Bei Patientlnnen mit nachgewiesenen Neurofascin-155-IgM-Autoantikorpern erfolgte
eine Préainkubation an mit Protein beschichteten ELISA-Platten, um die Spezifitat der
Autoantikorper zu untersuchen. Die Spezifitdt von Neurofascin-1gG-Autoantikorpern
wurde durch Prainkubation der Seren an transfizierten HEK-Zellen nachgewiesen. Jedoch
war die Prainkubation an HEK-Zellen fir IgM-Autoantikorper nicht moglich, da IgM-
Autoantikdrper keine Bindung an HEK-Zellen zeigten.

Die Proteinbeschichtung der Platten mit Neurofascin-155 bzw. Contactin-1-Protein
erfolgte nach der in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Methodik. Die ELISA-Platten wurden
fir eine Stunde mit Blocklésung inkubiert und wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben

gewaschen.

Es wurden jeweils Duplets des Serums der Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM
Autoantikorper sowie des Serums einer gesunden Kontrolle in der Verdinnung 1:100
getestet. Die Prainkubation erfolgte entweder an mit Neurofascin-155-Protein oder an mit
Contactin-1-Protein beschichteten Platten, um einen unspezifischen Bindungseffekt
auszuschlielen. 200 ul des verdiinnten Serums wurden jeweils fir eine Stunde auf einem
mit Protein beschichteten Well belassen. Der Uberstand wurde auf ein anderes mit Protein
beschichtetes Well, das zuvor durch Blockldsung vor Austrocknung geschitzt wurde,

ubertragen. Dieser Schritt wurde insgesamt sechsmal wiederholt.

In der folgenden Abbildung 6 wird die Durchfuhrung der Prainkubation an ELISA-

Platten schematisch dargestellt.
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Legende:
, Neurofascin-155-IgM-Autoantikérper in Patientenserum

Beschichtung Neurofascin-155-Protein an ELISA-Well,

insgesamt sechs Mal

Sl nach einstiindiger _ Wiederholung der
_—Inkubation e T e e einstiindigen—,
Prainkubation

L
L
LS YA Y

D>—

A

insgesamt sechs Mal

nach einstiindiger nach einstiindiger Wiederholung der
Inkubation « Inkubation . i einstiindigen
Prainkubation

NS e
S

1y NS NS

Ry |

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Préinkubation an ELISA Platten

i v

Seren von Patientinnen (gelb) mit enthaltenen Neurofascin-155-Autoantikdrpern (blau) wurden auf mit Protein
beschichtete ELISA-Platten aufgebracht. Neurofascin-155-Protein ist in der Graphik rot und Contactin-1-Protein rosa
dargestellt. Nach einstiindiger Inkubation wurde das Serum jeweils auf das nachste mit Contactin-1 bzw. Neurofascin-
155 beschichtete Well gegeben. Dieser Schritt wurde sechs Mal wiederholt.

Bei Spezifitat der Neurofascin-155-Autoantikérper banden die Antikdrper an das Neurofascin-Protein, sodass nach
Prainkubation an Neurofascin-155 beschichteten Platten die Autoantikdrperkonzentration durch jeden
Prainkubationsschritt vermindert wurde. An das Contactin-1 Protein banden die Neurofascin—155-Autoantikdrper bei
Spezifitdt der Autoantikdrper hingegen nicht, sodass sich die Autoantikdrperkonzentration der Neurofascin-155-
Autoantikdrper durch die Préinkubation an mit Contactin-1 beschichteten ELISA-Platten nicht veranderte.

AnschlieBend wurde ein Neurofascin-ELISA wie bereits beschrieben durchgefihrt und
ausgewertet. Hierfur wurde der Uberstand aus der seriellen Priinkubation an mit
Neurofascin-155 beschichteten Platten, der Uberstand aus der seriellen Prainkubation an
mit Contactin-1 beschichteten Platten sowie als Kontrolle nicht prainkubiertes Serum in
der Verdiinnung 1:100 eingesetzt. Die jeweiligen ELISA-Werte wurden anschlieRend

verglichen.

Zeigte sich im Uberstand nach der Prainkubation an den Neurofascin-155 beschichteten
Platten im ELISA ein deutlicher Abfall des ELISA-Wertes, wahrend der Uberstand an
den Contactin-1 beschichteten Platten nach der Prainkubation in vergleichbarem Male
wie das nicht préinkubierte Serum weiterhin deutlich iber den ELISA-Grenzwert hinaus
erhoht waren, so wurde daraus auf eine Spezifitdt der Neurofascin-155-IgM-

Autoantikorper geschlossen.
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3.5 ELISA-basierte Komplementbindungsassays mit C1q

Bei allen Patientlnnen mit nachgewiesenen (para-)nodalen Autoantikdrpern sowie bei
gesunden Kontrollpersonen wurde das Komplementbindungsverhalten untersucht.
Hierfur wurde C1q verwendet, das das erste Komplementprotein bei der Aktivierung des
klassischen Weges im Komplementsystem darstellt. Der ELISA-basierte
Komplementbindungsassay war im Promotionsprojekt von Dr. Luise Appeltshauser
etabliert worden (Appeltshauser, 2018; Appeltshauser et al., 2017) und wurde Uber

insgesamt drei Tage durchgefuhrt.

Eine Halfte der ELISA-Platte (Nunc-lmmuno Plate F96 Maxisorp) wurde mit
Neurofascin-Protein beschichtet und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die andere Halfte

blieb ohne Proteinbeschichtung und diente so als Negativkontrolle.

Am folgenden Tag wurde die Platte viermal mit ELISA-Waschpuffer, bestehend aus PBS
und Tween gewaschen und Uber Zellstoffpapier gut ausgeklopft, um nicht gebundenes
Protein zu entfernen. Anschlielend wurden pro Well 200 pl ELISA-Blocklosung,
bestehend aus PBS, BSA und Tween, aufgebracht und die Platte fiir zwei Stunden unter
leichter Agitation bei 37 °C inkubiert, um unspezifische Bindungen zu minimieren.
Danach wurde die Platte wiederum viermal mit ELISA-Waschpuffer gewaschen und

ausgeklopft.

AnschlieBend wurden je Well 100 pl des Primérantikorpers verdiunnt in ELISA-
Blocklosung jeweils als Quadrupel sowohl auf der Neurofascin-Protein beschichteten als
auch auf der nicht beschichteten Platte aufgebracht. Serum der Patientinnen bzw. der
gesunden Kontrollpersonen wurde in der Verdinnung 1:20 eingesetzt. Als
Negativkontrolle wurde ELISA-Blocklosung eingesetzt. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation (iber Nacht bei 4 °C.

Am darauffolgenden Tag wurde die ELISA-Platte sechsmal mit ELISA-Waschpuffer
gewaschen und Uber Zellstoff gut ausgeklopft, um nicht gebundene Primarantikorper zu
entfernen. Der Komplementfaktor C1q (Complement component C1qg from human serum
> 95 %) wurde auf die Endkonzentration von 10 pg/ml in ELISA-Blockldsung verdiinnt.
Jeweils in ein Duplet aller getesteten Proben wurden 100 pl des verdlnnten

Komplementfaktors C1q gegeben, wahrend das verbleibende Duplet mit Blocklésung

69



ohne Komplementfaktor aufgeftllt wurde. Dann erfolgte eine zweistlindige Inkubation
bei Raumtemperatur unter leichter Agitation. AnschlieBend wurde die Platte wiederum
sechsmal gewaschen und uber Zellstoff gut ausgeklopft, um nicht gebundenes C1q zu
entfernen. Je Well wurden 100 pl des an HRP gekoppelten Sekundarantikorpers (Anti-
Complement C1q Antibody (HRP), polyclonal Sheep 1gG) 1:200 in ELISA-Blockldsung
verdiinnt aufgebracht. Der Sekundarantikorper gegen Clg wurde fir 30 min bei
Raumtemperatur unter leichter Agitation inkubiert. Danach wurde die Platte viermal
gewaschen sowie gut ausgeklopft. Wurde C1q durch den Autoantikérper gebunden, so
konnte dies Uber den HRP-gebundenen Sekundéarantikérper und die dadurch bedingte
Farbreaktion des chromogenen Substrates TMB Substrate Solution 1x detektiert werden.
Die Enzymreaktion wurde nach exakt 15 mindtiger Inkubation ohne Agitation im
Dunkeln mittels Schwefelsdaure 1M H2SO4 (2N) gestoppt. Die Messung der optischen
Dichte erfolgte mittels des Multiscan FC ELISA Readers bei einer Wellenlange von
A=450 nm. Bei der Auswertung wurde der Mittelwert der optischen Dichte des Duplets
mit C1q Inkubation gebildet und davon der Mittelwert der optischen Dichte des Duplets
ohne C1q Inkubation subtrahiert. Die Werte der Patientinnen wurden jeweils mit den

Werten gesunder Kontrollpersonen verglichen.

3.6 Versuche mit murinen Neuronen

Es wurden Versuche mit cerebellaren Neuronen, die von C57BL/6 Méausen fiinf Tage
post natum entommen wurden, sowie mit Spinalganglien, die aus Mauseembryonen 13-
15 Tage post conceptionem entnommen wurden, durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit
Seren von Patientinnen mit (Para-)nodopathien inkubiert, um deren Wirkung auf Neurone
des peripheren sowie des zentralen Nervensystems zu untersuchen. Die Patientinnen mit
Contactin-1-Autoantikérpern wurden von Dr. Luise Appeltshauser identifiziert
(Appeltshauser, 2018; Doppler et al., 2015b).

3.6.1 Praparation und Zellkultur muriner cerebellarer Neurone

Die cerebelldren Neurone wurden aus Mausen entnommen, die flinf Tage postnatal durch
Dekapitation mit Hilfe einer Schere getdtet wurden. Um einzelne cerebellare Neurone zu
gewinnen wurde das Papain Dissociation System verwendet und fur die Zellkultur
wurden die Angaben des Herstellers Worthington Biochemical Corporation zur

Gewinnung von cerebelldaren Kornerzellen befolgt. Die Praparationsmethode sowie die
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Zellkultur wurden mit Hilfe eines Videos einer Publikation (Lee et al., 2009) erlernt,

welches unter dem Link https://www.jove.com/t/990/isolation-culture-post-natal-mouse-

cerebellar-granule-neuron eingesehen werden kann (zuletzt aufgerufen am 06.08.2020).

Die Kopfe wurden zundchst in einer sterile Préparationsschale (Nunclon™ Dish 35x10)
in Praparationsmedium gegeben, das aus HBSS sowie 6 g/l D-(+)-Glucose bestand.
Zunachst wurden mit Hilfe einer Pinzette die Haut sowie die Kalotte abgetragen.
AnschlieRend wurde das Cerebellum vom restlichen Gehirn abgetrennt. Die Meningen
sowie der Plexus choroideus wurden vorsichtig entfernt. Die Prédparation erfolgte
mdoglichst rasch, sodass moglichst viele der cerebellaren Neurone vital blieben. Die
Cerebella wurden fir kurze Zeit im Praparationsmedium in CELLSTAR® Tubes 50 ml

auf Eis aufbewahrt.

Fur die Zellkultur wurden unter der Sterilbank Heraeus HS 18 das Préparationsmedium
abgenommen und Papain-Ldsung, die sich aus Papain, L-Cystein, EDTA und DNAse
zusammensetzte, zugegeben. Hierfir wurden vor der Praparation 5 ml EBSS in die
Papain-Phiole gegeben und diese zunachst fir zehn Minuten bei 37 °C im Inkubator
Heracell inkubiert, wéhrend alle zwei Minuten das Tube leicht geschwenkt wurde. Die
Papain-Phiole wurde dann bis zum Verbrauch und fur héchstens eine Stunde bei
Raumtemperatur gelagert. Bei Papain handelt es sich um ein Enzym, das fir die Spaltung

von EiweiRen sorgt und somit Zellverbande auflésen kann.

Die Cerebella wurden nach Zugabe der Papain-Ldsung fir 20 Minuten, bzw. bei einer
Anzahl der Cerebella >acht fiir 30 Minuten, bei 37 °C inkubiert. Fir die weiteren Arbeiten
wurden mit FBS beschichtete Pipetten verwendet, damit méglichst wenige Zellen an der
Pipettenoberflache adharierten. Hierflir wurde mit einer Pipette funf Mal FBS auf- und

abpipettiert.

Es wurde mit einer FBS beschichteten 1000 pl Pipette etwa zehn Mal titruiert, um die
Zellen voneinander zu trennen. Dann wurde 60 Sekunden gewartet, bis sich die festen
Bestandteile am Boden des Falcons absetzten. Die festen Bestandteile wurden verworfen.
Der Uberstand wurde mit Hilfe einer FBS beschichteten Pipette abgenommen und fiir
finf Minuten bei 200 xg zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation wurde ein
Resuspensionsmedium, bestehend aus 2,7 ml EBSS sowie 300 pul Ovomucoid-Inhibitor-
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Albumin-Ldsung und 150 pl DNAse Losung, vorbereitet. Das Zellpellet wurde mit Hilfe
einer FBS beschichteten Pipette vorsichtig im Resuspensionsmedium gelost.

Um die cerebellaren Neurone von Membranfragmenten abzutrennen wurde ein
Dichtegradient genutzt. Hierfir wurden 5 ml Ovomucoid-Inhibitor-Albumin-Lésung in
ein CELLSTAR® 15 ml Tube gegeben, worauf dann sehr vorsichtig tropfchenweise die
Zellsuspension gegeben wurde. Hierbei war es wichtig darauf zu achten, dass sich die
beiden LAsungen nicht vermischten. Es wurde flr sechs Minuten bei 70 xg zentrifugiert,
wodurch die Zellen ein Pellet am Boden bildeten und die Membranfragmente im

Uberstand zuriickblieben, der dann verworfen wurde.

Das Zellpellet wurde in 4 ml Neuronen-Medium, dem 10 % FBS sowie 50 pul DNAse
Losung zugesetzt worden waren, geldst. Die resuspendierte Zellsuspension wurde durch
ein Nylon Mesh mit 70 pum groBen Poren (Cell Strainer, 70 pum Nylon) filtriert, um

groRere nicht neuronale Zellen abzutrennen.

Um Astrozyten zu separieren, wurde ein Preplating an mit PDL beschichteten Nunclon™
Dishes 35x10 durchgefiihrt. Die Astrozyten, die ein hoheres Gewicht als die Kérnerzellen
besitzen, sanken hierbei auf die Oberflache der Zellkulturschale ab, wahrend die
kleineren Kornerzellen in der Losung verblieben, sodass durch das Preplating ein hoherer
Reinheitsgrad an Kornerzellen erreicht wurde. Die Zellkulturschalen waren zuvor flr eine
Stunde in PDL-L6sung belassen worden und anschlieend mit Aqua ad iniectabilia
dreimal gewaschen worden. Die mit PDL beschichteten Schalen konnten in steriler
lichtdichter Verpackung mehrere Tage im Kihlschrank aufbewahrt werden. Fir das
Preplating wurde die Zellésung auf die mit PDL beschichtete Schale gegeben und fiir 20
Minuten bei 37 °C sowie 5 % CO; im Inkubator Heracell inkubiert. Nach 20 Minuten
wurde sanft auf den Rand der Schale geklopft und der Uberstand der Zellsuspension
erneut auf eine mit PDL beschichtete Schale gegeben, die wie die vorherige Schale erneut
20 Minuten inkubiert wurde. Der Uberstand wurde abgenommen und bei 200 xg fir funf
Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 1 ml Neuronen-Medium

resuspendiert.

10 ul der Zellsuspension wurden mit 10 pl Trypan Blue solution 0.4 % vermischt und mit
Hilfe der Zéahlkammer Neubauer Improved wurde die Konzentration der cerebelléaren
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Neurone in der Zellsuspension ermittelt. Mit Neuronen-Medium wurde die
Zellsuspension auf die fur das jeweilige Experiment bendtigte Dichte verdunnt. Das
Ausséen der Zellen erfolgte fir immunhistochemische Farbungen auf mit PDL sowie
Laminin beschichteten Coverslips (Coverslips 12 mm round, Poly-D-Lysine/Laminin
Cellware), die in Nunclon™ Delta Surface 24 Well Platten gelegt wurden, in der
Konzentration 160.000 Zellen pro Well. Fir Zytoxizitatsassays wurden auf PDL
beschichteten Nunclon™ Delta Surface 96 Well Platten 60.000 Zellen pro Well und fur
Lysate auf PDL beschichteten Nunclon™ Dish 35x10 Schalen jeweils 2,0 x 10° Zellen
ausgesat. Die 96 Well Platte sowie die Zellkulturschalen waren zuvor Uber eine Stunde
mit PDL beschichtet, anschliefend dreimal mit Aqua ad iniectabilia gewaschen und tber

Nacht unter der Sterilbank Heraeus HS 18 getrocknet worden.

Die Zellen wurden im Inkubator Heracell bei 37 °C sowie 5 % CO> inkubiert. Nach 24
Stunden erfolgte ein Medienwechsel. Die weitere Verwendung der cerebellaren Neurone
wird in den Kapiteln 3.6.3 bis 3.6.6 beschrieben.

3.6.2 Praparation und Zellkultur muriner Spinalganglienneurone

Die Spinalganglienneurone wurden aus embryonalen C57BL/6 Méusen 13-15 Tage post

conceptionem entnommen.

Vor der Préparation wurde Neurobasal Medium (1x) im Wasserbad WNB 7 auf 37 °C
erwarmt. Die tragende Muttermaus wurde mittels cervikaler Dislokation unter Narkose
mit Isofluran getdtet und der N. ischiadicus nach der Spinalganglienentnahme aus den
Embryonen fiir die Herstellung von Zupfnervpréparaten verwendet. Mit Hilfe eines
Skalpells wurde die Haut, das Peritoneum sowie der Uterus der Muttermaus erdffnet, die
Embryonen dann mit einer Pinzette entnommen und in das vorgewadrmte Neurobasal
Medium (1x) in eine sterile Préparationsschale (Nunclon™ Dish 35x10) gegeben. Dort
wurde der Kopf der Embryonen mit Hilfe einer Pinzette abgetrennt. Die Organe der
Embryonen wurden mit der Pinzette entfernt. Die Wirbelkdrper wurden abgeldst, indem
jeweils rechts sowie links die Wirbelkorperspange mit der Pinzette durchtrennt wurde
und die kndcherne Wirbelkdrperspange dann entfernt wurde. Die Riickenmarksstrange,
die mit den anhangenden Spinalganglien aus den Embryonen herausgelost wurden,
wurden in eine neue Préparationsschale mit frischem Neurobasal Medium (1x) gegeben.
Mit Hilfe eines Skalpells wurden die Spinalganglien vom Riickenmark abgetrennt und
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das Ruckenmark verworfen. Das Neurobasal Medium (1x) mit den darin schwimmenden
Spinalganglien wurde in ein 15 ml CELLSTAR® Tube Ubertragen. Es wurde gewartet bis
sich die Spinalganglien absetzten. Dann wurde so viel Neurobasal Medium (1x)
abgenommen, sodass 1 ml Restvolumen verblieb, welchem 150 pl des Enzyms Trypsin-
EDTA (0.05 %) zugesetzt wurden. Es erfolgte eine Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C
im Wasserbad WNB 7, um den Zellverband der Spinalganglienneurone aufzuldsen. Die
Reaktion des Trypsins wurde gestoppt, indem der Uberstand abpipettiert und einmal mit
Neurobasal Medium (1x) gewaschen wurde. Es wurde gewartet, bis sich die
Spinalganglien am Boden absetzten, um dann den Uberstand abzupipettieren, bis 1 ml
Restvolumen verblieb. Die Spinalganglien wurden zehn Mal mit Hilfe einer Glass
Pasteur Pipette titruiert. Falls sich weiterhin makroskopisch sichtbare Bestandteile in der
Zellsuspension befanden, konnte die Titruierung auch mit einer Glass Pasteur Pipette
wiederholt werden, deren Offnung zuvor mit Hilfe eines Bunsenbrenners (Bunsenbrenner
Gasprofi 1 SCS micro) verkleinert worden war. 10 pl der Zellsuspension wurden mit 10
ul Trypan Blue solution 0.4 % vermischt. Mit Hilfe der Zahlkammer Neubauer Improved

wurde die in der Suspension enthaltene Zellzahl ermittelt.

Die Zellsuspension wurde dann mit Neuronen-Medium sowie 10 % Horse Serum auf die
gewinschte Zelldichte verdunnt. Fir immunhistochemische Farbungen wurden 200 pl
Zellsuspension mit 5.000 enthaltenen Zellen auf mit PDL sowie Laminin beschichtete
Coverslips (Coverslips 12 mm round, Poly-D-Lysine/Laminin Cellware), die in
Nunclon™ Delta Surface 24 Well Platten gelegt wurden, kuppelférmig ausgesét. Die
Zellen wurden dann fur eine Stunde bei 37 °C sowie 5 % CO; im Inkubator Heracell
inkubiert. Hierbei musste besonders darauf geachtet werden, dass die kuppelférmigen
Tropfen der Zellsuspension beim Transport nicht verliefen, da ansonsten die Zelldichte
direkt auf den Coverslips geringer war. Nach einer Stunde wurden pro Well 1,5 mi
Neuronen-Medium versetzt mit 2 % Horse Serum zugesetzt, sodass sich insgesamt 2 ml
Medium in jedem Well befanden. Fir Zytoxizitatsassays wurde auf PDL beschichteten
Nunclon™ Delta Surface 96 Well Platten 20.000 Zellen pro Well ausgesat. Die Zellen
wurden in den Inkubator Heracell gegeben, in dem die Zellen bei 37 °C sowie 5 % CO>
inkubiert wurden. Nach 24 Stunden erfolgte ein Medienwechsel.
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3.6.3 Bindungsassays mit Seren an murinen Neuronen

Es wurden sowohl Gesamt-lgG-Bindungsassays als auch subklassenspezifische

Bindungsassays durchgefuhrt.

3.6.3.1 Gesamt-IgG-Bindungsassays mit Seren an murinen

cerebellaren Neuronen und murinen Spinalganglienneuronen

An cerebelldren Neuronen sowie Spinalganglienneuronen wurden Gesamt-1gG-
Bindungsassays mit Seren gesunder Kontrollen sowie mit Seren von Patientlnnen, bei
denen Autoantikdrper gegen Proteine des Ranvierschen Schniirringes nachgewiesen
worden waren, durchgefiihrt. Falls die Patientenantikbrper aus dem Serum als
Primdrantikorper an die Neurone banden, konnte diese Bindung mit Hilfe eines Cy3
gekoppelten Sekundérantikérpers unter dem Fluoreszensmikroskop sichtbar gemacht

werden.

Die Neurone wurden drei Tage im Inkubator Heracell bei 37 °C sowie 5 % CO; inkubiert.
Dann wurde das Medium abgesaugt und es erfolgte eine Fixation der Zellen fir 20
Minuten in 4 % PFA. AnschlieBend wurden die Zellen drei Mal fiir jeweils fiinf Minuten
in PBS gewaschen. Die fixierten Zellen konnten direkt weiterverarbeitet oder fur bis zu

sieben Tage bei 4 °C gelagert werden.

Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wurden die Zellen zunéchst fur 20 Minuten
mit 10 % BSA/PBS und anschlieRend fur funf Minuten in 1 % BSA/PBS geblockt. Die
Losung wurde abgenommen. Das Serum der Patientinnen bzw. gesunder Kontrollen
wurde in PBS 1:500 verdiinnt, die Proben auf ein Duplet von Neuronen aufgebracht und
uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Das Serum der Patientinnen mit (para-)nodalen 1gG-

Antikorpern fungierte dadurch als Priméarantikorper.

Am folgenden Tag wurde das Serum abgenommen und die Zellen drei Mal fur jeweils
finf  Minuten in PBS gewaschen. Als Sekundérantikorper wurde ein
Fluoreszenzantikdrper gegen humanes IgG verwendet (CyTM3-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Human IgG (H+L)). Dieser wurde 1:300 in 2 % BSA/PBS verdinnt und fir
eine Stunde auf den Neuronen belassen. AnschlieBend wurden die Zellen drei Mal fur
finf Minuten mit PBS gewaschen. Die Coverslips wurden mit Hilfe des Eindeckmittels

Mowiol®, dem 0,1 % DAPI zugesetzt worden war, auf Objekttragern eingedeckelt.
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Die Auswertung erfolgte verblindet mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes Axio
Imager.M, wobei stets Areale mit ahnlicher Zelldichte betrachtet und ein Bindungsassay
mit Serum einer gesunden Kontrolle als Vergleich diente, um Effekte einer

unspezifischen Bindung zu beriicksichtigen.

3.6.3.2 Subklassenspezifische Bindungsassays an cerebellaren

murinen Neuronen

Mit den Seren der beiden CNTN-Patientlnnen, bei denen durch Dr. Luise Appeltshauser
Contactin-1-1gG-Autoantikdrper nachgewiesen worden waren, sowie mit den Seren von
zwei gesunden Kontrollpersonen wurden subklassenspezifische Bindungsassays an

cerebelldren murinen Neuronen durchgefihrt.

Das Vorgehen entsprach grundsétzlich dem bereits beschriebenen bei den Gesamt-1gG-
Bindungsassays. Das Serum als Primérantikorper wurde allerdings 1:250 in PBS und die
Sekundarantikorper 1:200 in 2 % BSA /PBS verdunnt eingesetzt.

Als Sekundérantikorper gegen humanes 1gGl wurde Mouse monoclonal [4E3]
Secondary Antibody to Human IgG1- hinge heavy chain (FITC), gegen humanes 1gG2
Mouse monoclonal HP6014 antihuman IgG2 Fd gamma (FITC), gegen humanes 1gG3
Monoclonal anti-human 1gG3-FITC antibody produced in mouse und gegen humanes
IgG4 Mouse monoclonal HP6025 antihuman IgG4 Fc (FITC) eingesetzt.

Da die FITC gekoppelten Sekundarantikorper sehr lichtempfindlich sind, war das
Herstellen von Fotos flr die Dokumentation deutlich erschwert, da die jeweils betrachtete

Stelle unter dem Mikroskop rasch verblasste.

3.6.4 Inkubationsversuche mit murinen Neuronen

Es wurden Inkubationsversuche an  cerebellaren  Neuronen sowie an
Spinalganglienneuronen durchgefiihrt. Hierfur wurden dem Neuronen-Medium jeweils
Seren von einer gesunden Kontrollperson sowie von zwei Patientinnen zugesetzt, bei
denen durch Dr. Luise Appeltshauser Contactin-1-1gG-Autoantikérper jeweils
uberwiegend der Subklassen 1gG3 bzw. IgG4 nachgewiesen worden waren
(Appeltshauser, 2018; Doppler et al., 2015b). AnschlieBend erfolgten

immunhistochemische Farbungen oder die Herstellung von Lysaten, mit denen Western
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Blots durchgefiihrt wurden, um den Effekt der 1gG3 bzw. IgG4 Contactin-1-19G-
Patientenantikorper auf die Expression der Proteine Neurofascin sowie Contactin-1 zu
untersuchen. Auch fir die Zytotoxizitatsassays wurden die Inkubationen entsprechend
folgender Beschreibung durchgefiihrt. Die folgende Abbildung 7 gibt eine Ubersicht tiber

die Inkubationsversuche mit murinen Neuronen und tber die den Inkubationen folgenden

Versuche.
1)
2.)
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3. b) Inkubation mit Patientenserum 3. c) Regenerationsversuche

4. a) Zytotoxizitatsassays 4. b) Immunhistochemische Farbungen 4. c) Western Blots

Abbildung 7: Ubersicht tiber Inkubationsversuche

Legende

1.) Praparation von murinen Cerebella und Spinalganglien

2.) Zellkultur von murinen Neuronen

3.) Inkubationsversuche mit taglicher Zugabe von Serum

3. @) Inkubationsversuche mit der Zugabe von Seren gesunder Kontrollpersonen

3. b) Inkubationsversuche mit der Zugabe von Patientenseren, die Contactin-1-1gG-Autoantikdrper enthalten
3. ¢) Inkubationsversuche mit Regenerationsphase; zunéchst zwei Tage Zugabe von Patientenseren mit Contactin-1-
IgG-Autoantikdrpern, dann zwei Tage Zugabe von Seren gesunder Kontrollpersonen

4.) Untersuchung des Effektes der Seren auf murine Neurone

4. a) Zytotoxizititsassays durch Messung von LDH im Uberstand der Zellen

4. b) Immunhistochemische Darstellung der Proteinexpression an fixierten Neuronen
4. c) Western Blots zur Darstellung der Proteinexpression in Lysaten

Um den zeitabhéngigen Effekt der Patientenantikérpereinwirkung zu untersuchen

erfolgten Inkubationen fiir unterschiedliche Zeitrdume. Spinalganglienneurone wurden
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jeweils fur einen und flr zwei Tage inkubiert. L&ngere Inkubationszeitraume waren flr
Spinalganglienneurone nicht moglich, da die Zellen dann vermehrt spontan abstarben.

Cerebellare Neurone wurden fir zwei, drei und vier Tage inkubiert.

AuRerdem erfolgten Regenerationsversuche, bei denen dem Neuronen-Medium fur zwei
Tage Serum von Patientlnnen mit Contactin-1-1gG-Autoantikérpern und anschlieRend
fir zwei Tage Serum einer gesunden Kontrolle zugegeben worden war. Diese
Regenerationsversuche sollten untersuchen, ob der Effekt der Contactin-1-1gG-
Patientenantikorper auf die Proteinexpression reversibel ist.

Die Inkubationsversuche mit dem Aufbringen von Serum begannen 24 Stunden nach
Aussaen der Neurone. Das Neuronen-Medium wurde jeweils mit Hilfe des Wasserbades
auf 37 °C angewarmt und Serum von Patientlnnen bzw. Kontrollen in der Konzentration
1:100 zugegeben. Jeweils nach 24 Stunden erfolgte ein Wechsel des mit Serum versetzten
Neuronen-Mediums. 24 Stunden nach der letzten Zugabe erfolgte die Fixation der Zellen
flr immunhistochemische Farbungen bzw. die Herstellung von Lysaten fiir die

Durchfiihrung von Western Blots.

3.6.5 Immunhistochemische Farbungen von mit Seren inkubierten

murinen Neuronen

Immunhistochemische Farbungen dienten zur Untersuchung der Expression der Proteine
Neurofascin sowie Contactin-1, nachdem diese zuvor durch Inkubationsversuche dem
Einfluss von Seren ausgesetzt worden waren. AuBerdem erfolgten Farbungen auf Beta-
I11-Tubulin, um die gesamten Neurone darzustellen. Es wurde jeweils ein Duplet mit dem
jeweiligen Serum verwendet und die Versuche wurden jeweils mindestens zweimal

wiederholt.

24 Stunden nach der letzten Inkubation wurde das Neuronen-Medium abgesaugt. Die
Neurone wurden kurz in DPBS gewaschen und die Zellen fir 20 Minuten in 4 % PFA
fixiert. Anschlielend wurden die Zellen drei Mal fur flnf Minuten in DPBS gewaschen.
Die Zellen konnten dann entweder direkt gefarbt oder flr bis zu sieben Tage bei 4 °C

aufbewahrt werden.

Um unspezifische Bindungen zu minimieren wurde zunéchst fir 20 Minuten mit 10 %
BSA/PBS und anschlielend fur finf Minuten in 1 % BSA/PBS geblockt. AnschlieRend
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wurde der Primdrantikorper in DPBS verdunnt aufgebracht. Fir Farbungen von
Contactin-1 wurde Human/Mouse/Rat Contactin-1 Antibody, Antigen Affinity-purified,
polyclonal Goat 1gG in der Verdinnung 1:2.000 verwendet. Flr Farbungen von
Neurofascin wurde Human/ Mouse/ Rat Neurofascin Antibody, Antigen Affinity-purified
Polyclonal Chicken IgY in der Verdiinnung 1:1.000 verwendet. Fur Farbungen von Beta-
I11-Tubulin wurde Anti-Beta 111 Tubulin antibody, polyclonal chicken anti-human/ rat/
mouse in der Verdinnung 1:500 verwendet. Es wurden jeweils 250 pl des

Primarantikorpers Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Zellen jeweils drei Mal fir funf Minuten mit DPBS
gewaschen. AnschlieRend wurden jeweils 250 pl des korrespondierenden
Sekundarantikorpers 1:300 in 2% BSA/PBS verdinnt fir eine Stunde bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, da die fluoreszenzgekoppelten Antikorper sehr
lichtempfindlich sind. Fir die Farbung von Contactin-1-Protein wurde CyTM3-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-Goat 1gG (H+L), fur die Farbung von Neurofascin-
Protein sowie Beta-111-Tubulin CyTM3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Chicken IgY
(IgG) (H+L) verwendet. Dann wurden die Zellen wiederum drei Mal fir finf Minuten
mit DPBS gewaschen. Die Coverslips wurden dann mit Hilfe des Eindeckmittels

Mowiol®, dem 0,1 % DAPI zugesetzt worden war, auf Objekttragern eingedeckelt.

Die Beurteilung der Proteinexpression erfolgte verblindet mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops Axio Imager.M, wobei immer darauf geachtet wurde ein flr das
jeweilige Préparat représentatives Areale fur die Dokumentation mittels Foto zu
verwenden. Es wurden jeweils Farbungen verglichen, die fiir denselben Zeitraum mit den
unterschiedlichen Seren inkubiert worden waren. Bei den Regenerationsversuchen
wurden die Farbungen, die Uber vier Tage mit Contactin-1-1gG-Patientenantikdrpern
enthaltenden Seren inkubiert worden waren, mit den Féarbungen verglichen, welche nur
fur zwei Tage mit Patientenserum und dann flr zwei Tage mit Kontrollserum inkubiert
worden waren. Letztere wurden auch mit den Farbungen der Zellen verglichen, die fur

zwei Tage mit Patientenserum inkubiert und dann bereits fixiert worden waren.

3.6.6 Lysate von mit Seren inkubierten murinen Neuronen

Fir die Herstellung von Lysaten wurden jeweils 2,0 x 10° cerebelldre Neurone in
Nunclon™ Dish 35x10 Schalen ausgesdt und anschliefend wie in Kapitel 3.6.4
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beschrieben mit Seren inkubiert. Mit Spinalganglienneuronen konnte die Herstellung von
Lysaten nicht etabliert werden, da die Zellzahl der Spinalganglienneurone, welche aus
embryonalen C57BL/6 Mausen gewonnen werden konnte, nicht ausreichte, um im Lysat
eine ausreichende Menge an Protein fur die Durchfiihrung eines Western Blots

nachzuweisen.

Um den Abbau an Protein durch bei der Lyse freigesetzte Proteasen zu minimieren,
wurden DPBS eisgekihlt und auf 4 °C gekuhltes CytoBuster Protein Extraction Reagent
verwendet. Dariiberhinaus wurde auf eine zligige Arbeitsweise geachtet. 24 Stunden nach
der letzten Inkubation wurden die Zellen kurz in DPBS gewaschen, welches vollstandig
wieder abgenommen wurde. Es wurden je Schale 300 ul CytoBuster Protein Extraction
Reagent sowie 12 pl der Proteaseinhibitor-Losung hinzugegeben und die Schalen
anschlieBend fur funf Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde ein Zellschaber
eingesetzt (Cell Scraper 25cm), um das gesamte Lysat inklusive der noch adhérierenden
Bestandteile von der Schale abzulésen. Das Lysat wurde abpipettiert und dann bei 4 °C

sowie 16.000 g fur funf Minuten in der Centrifuge 5415 R zentrifugiert.

Das Pellet aus festen Zellbestandteilen wurde verworfen. Der Uberstand wurde jeweils
abgenommen und bei -80 °C bis zur Durchfiihrung eines Western Blots aufbewahrt.

3.6.7 Zytotoxizitatsassays an inkubierten murinen Neuronen

Zytotoxizitdtsassays wurden durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob Contactin-1-1gG-
Patientenantikorper ~ zum  Absterben  von  cerebellaren  Neuronen  bzw.
Spinalganglienneuronen fiihren. Als quantitatives Mal3 fir die Zytotoxizitat diente die
Aktivitat des Enzymes LDH, welches bei Zellschadigung freigesetzt wird, im Uberstand
von inkubierten Zellen. Zur quantitativen Detektion von LDH wurde der Cytotoxicity
Detection Kit verwendet. Das Cytotoxity Detection Kit arbeitet laut dem Hersteller Sigma-
Aldrich nach folgendem Prinzip: Die LDH-Aktivitat katalysiert die Umwandlung von
Lactat zu Pyruvat, wobei NAD+ zu NADH/H+ reduziert wird. Der in der
Reaktionslosung enthaltene Katalysator Diaphorase ibertragt H/H+ aus NADH/H+ auf
das Tetrazoliumsalz, welches ebenfalls in der Reaktionslésung enthalten ist. Das
Tetrazoliumsalz wird so zu Formazansalz reduziert. Das rotfarbene Formazansalz zeigt
ein Absorptionsmaximum um 500 nm. Somit ist der Absorptionswert bei 490 nm
proportional zum LDH-Gehalt, welches das Ausmal} der Zytotoxizitat anzeigt.
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Die Zellen wurden auf mit PDL beschichteten Nunclon™ Delta Surface 96 Well Platten
ausgeséat. Bei cerebellaren Neuronen wurden 60.000 Zellen pro Well, bei
Spinalganglienneuronen 20.000 Zellen in jeweils 100 pl Neuronen-Medium pro Well
eingesetzt, da sich bei den Spinalganglienneuronen eine deutlich geringere Zellausbeute
ergab. Fir die Hintergrundkontrolle sowie fir die Substanzkontrollen wurden jeweils drei
Wells ohne Zellen belassen. Die Inkubation der Zellen erfolgte wie bereits beschrieben
durch eine tagliche Zugabe von mit Serum versetztem Neuronen-Medium in der
Konzentration 1:100, nachdem die Zellen nach der Aussaht zun&chst fir 24 Stunden in
reinem Neuronen-Medium belassen worden waren. Es wurde besonders darauf geachtet
das mit Serum versetzte Medium jeweils vollstandig auszutauschen, sodass das
gemessene LDH der Menge entsprach, die in den vorausgehenden 24 Stunden gebildet
worden war. Jeweils zu einem Triplett der Zellen wurden Seren von zwei gesunden
Kontrollpersonen sowie Seren von zwei Patientinnen mit Contactin-1-1gG-
Patientenantikorpern verschiedener Subklassen gegeben (Appeltshauser, 2018; Doppler
et al., 2015b). Die Inkubation erfolgte fiir cerebellare Neurone jeweils fur 48, 72 sowie
96 Stunden. Fur Spinalganglienneurone lieRen sich nur die Ergebnisse fir 48 und 72
Stunden verwerten, da sich fur 96 Stunden bei den Zellen auch fir die Negativkontrollen
sehr hohe LDH-Werte zeigten. Wir fuhrten dies auf das spontane Absterben der Zellen
zurlick, was wir auch bei den immunhistochemischen Farbungen nach viertégiger

Inkubation beobachteten.

Fur jedes Serum wurde nach der jeweiligen Inkubationszeit ein Triplet an Werten
erhoben, wobei die Werte des Triplets im Rahmen desselben Zytotoxizitatsassays
erhoben wurden. Im Rahmen jeder Messung wurde in je einem Triplett an Wells
verschiedene Kontrollwerte erhoben, die dazu dienten die relative Zytotoxizitat zu
errechnen. Die Hintergrundkontrolle diente zur Ermittlung der LDH-AKktivitat in
serumfreiem Neuronen-Medium ohne Zellkontakt. Der Wert, der sich in der
Absorptionsmessung der Hintergrundkontrolle ergab, wurde von allen anderen Werten
subtrahiert. Fur die Negativkontrolle wurde zu Zellen reines Neuronen-Medium gegeben,
um zu ermitteln, wie viel LDH durch unbehandelte Zellen freigesetzt wird. Die
Positivkontrolle zeigte, wie viel LDH durch die Zellen maximal freigesetzt werden kann.

Hierflr wurde zu den Zellen Neuronen-Medium, das mit 2 % Triton X 100 versetzt

81



worden war, gegeben. Das Triton flihrte zur Lyse der Zellen, sodass das gesamte LDH,
das in den Zellen enthalten war, freigesetzt wurde.

Die Substanzkontrolle-1 diente dazu auszuschlieBen, dass in dem Serum, mit dem die
Zellen behandelt wurden, bereits LDH enthalten war. Es wurden die LDH-
Absorptionswerte im Serum, das flr die Inkubationen verwendet wurde, ermittelt, wobei
jeweils exemplarisch jeweils nur eines der verwendeten Seren getestet wurde. Mit der
Substanzkontrolle-11 wurde untersucht, ob das Serum selbst eine Wechselwirkung mit der
LDH Aktivitat zeigt. Es wurde eines der fur die Inkubation verwendeten Seren 1:1 mit L-

Lactate Dehydrogenase vermischt und die Absorptionswerte fiir LDH gemessen.

Tabelle 23 zeigt zusammengefasst, wie die jeweiligen Kontroll- sowie Testwerte

bestimmt wurden. Alle Werte wurden als Triplet erhoben.

Tabelle 23: Zusammenfassung der Kontroll- sowie Testwerte bei Zytotoxizitatsassays

Hintergrundkontrolle:

Keine Zellen+

200 pl Medium

Substanzkontrolle-1: Substanzkontrolle-11:

Keine Zellen+ Keine Zellen+

200 pl Patientenserum 1 50 yl Patientenserum 1 +
50 yl LDH Standard

Negativkontrolle: Positivkontrolle:

Zellen+ Zellen+

200 pl Medium 200 pl 2 %Triton 100

Testung Patientenserum: Testung Patientenserum:

Zellen+ Zellen+

Patientenserum 1 Patientenserum 2

1:100 verdunnt 1:100 verdunnt

Testung Kontrollserum: Testung Kontrollserum:

Zellen+ Zellen+

Kontroll-Serum 1 Kontroll-Serum 2

1:100 verdunnt 1:100 verdunnt

Die Messung der LDH-Werte erfolgte jeweils 24 Stunden nach der letzten Inkubation.
Zunachst wurden die Platten fir zehn Minuten bei 250 xg mit der Rotina 46 R Zentrifuge
zentrifugiert, damit sich eventuell im Medium flotierende Zellen absetzten und ein
zellfreier Uberstand erhalten wurde. Es wurden 100 pl an Uberstand entnommen. Hierbei
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wurde insbesondere darauf geachtet die Zellen nicht zu berthren, um nicht artifiziell
Zellen zu schédigen und somit LDH freizusetzen.

Der Uberstand wurde in eine Nunc-lmmuno Plate F96 Maxisorp ubertragen und je Well
wurden 100 ul der frisch zubereiteten Reaktionslosung des Cytotoxicity Detection Kit
zugegeben. Es erfolgte eine lichtgeschitzte Inkubation bei Raumtemperatur fur genau 30
Minuten. Die Absorptionsmessung erfolgte dann mittels des Infinite M200 Pro ELISA
Readers bei 490 nm.

Die Berechnung der relativen Zytotoxizitat erfolgte mit Hilfe folgender Formel:

(Absorptionswert Testserum — Absorptionswert Negativkontrolle)

(Absorptionswert Positivkontrolle — Absorptionswert Negativkontrolle)

Die statistische Auswertung der Werte der relativen Zytotoxizitat erfolgte durch den
ungepaarten T-Test unter Einsatz des Programmes GraphPad Prism. Der ungepaarte T-
Test wurde jeweils flr den Vergleich der Werte von CNTN-Patient 1 zu CNTN-Patientin
2, von CNTN-Patient 1 zu den gesunden Kontrollpersonen und von CNTN-Patientin 2 zu
den gesunden Kontrollpersonen angewandt. Die jeweils insgesamt sechs Werte der zwei
gesunden Kontrollpersonen wurden bei der Auswertung zur Gruppe der gesunden
Kontrollpersonen zusammengefasst. Das Signifikanzlevel wurde in den Abbildungen mit
Sternchen dargestellt (** = p < 0,01, *** = p < 0,001, **** = p < 0,0001).

3.7 Western Blots

Western Blots wurden durchgefiihrt, um in Lysaten von inkubierten Neuronen die
Proteinexpression von Neurofascin sowie Contactin-1 zu untersuchen. AuRerdem dienten
Western Blots als Bestéatigungstest fir den Nachweis von Neurofascin-155-IgM-

Autoantikdrpern, die zuvor im ELISA detektiert worden waren.

Die Western Blots wurden mit Hilfe des Mini-PROTEAN® Tetra System fiir Western Blot
durchgefiihrt.

Fir das GieRBen von vier Trenngelen wurden 6,6 ml destilliertes Wasser mit 8 ml
Rotiphorese Gel 30, 5 ml 1,5 M Tris mit pH=8,8 sowie 0,2 ml 10 %igem SDS gemischt.
Durch die Zugabe von 0,2 ml 10 % Ammoniumperoxodisulfat und 8 pul TEMED wurde

die Polymerisierungsreaktion eingeleitet, sodass das Gel dann zligig jeweils zwischen

83



zwei Glasplatten pipettiert wurde, wobei darauf geachtet wurde Platz fiir die Sammelgele
zu lassen. Das Trenngel wurde mit etwas 2-Propanol beschichtet, um die Masse zu
begradigen. Nach 20 bis 30 Minuten wurde das Trenngel fest. Dann wurde das 2-Propanol
abgegossen sowie mit einem handelsublichen Papiertuch abgetupft. Anschlielend
wurden die Sammelgele gegossen. Fur vier Sammelgele wurden zu 5,5 ml destilliertem
Wasser 1,3 ml Rotiphorese Gel 30, 1 M Tris mit ph=6,8 sowie 80 pul 10 % SDS gegeben.
Direkt vor dem Giefen wurden 80 pul 10 % Ammoniumperoxodisulfat sowie 8 ul TEMED
hinzugegeben. Das Gel fiir die Sammelgele wurde Uber die bereits festen Trenngele bis
zum Rand der Glasplatten geschichtet. Es wurden die jeweiligen K&mme eingesteckt, und
die Gele wurden inkubiert, bis sie fest wurden. Fir die Testung der Lysate wurden
Ké&mme eingesteckt, die 15 Vertiefungen bildeten. Fir die Testung von Seren wurde ein
Kamm ohne Vertiefungen verwendet. Die fertigen Gele konnten in feuchten Tiichern fur

bis zu sieben Tage bei 4 °C aufbewahrt werden.

Bei den Lysaten erfolgte zunéchst die Bestimmung der jeweils enthaltenen Proteinmenge
durch einen Bicinchoninséure-Assay (BCA-Assay). Beim BCA-Assay handelt es sich um
eine kalorimetrische Bestimmung einer Proteinmenge. Der Nachweis beruht darauf, dass
bestimmte Aminosduren aus Proteinen Cu2+ zu Cu+ reduzieren. Cu+ und BCA bilden

dann einen Farbstoff, der photometrisch nachgewiesen werden kann.

Fur die Standardlésungen wurden Aqua ad iniectabilia sowie BSA-Ldsungen in den
Konzentrationen 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml sowie 7,5 mg/ml hergestellt,
indem die entsprechende Menge an BSA mit Aqua ad iniectabilia vermischt wurde.

Fur den BCA-Assay wurden je Lysat bzw. je Standardlésung 1 ml Bicinchoninséure
(Bicinchoninic acid solution) mit 20 pl Kupfer(11)-Sulfat (Copper(Il) sulphate solution)
vermischt. Dann wurden jeweils 2 pl des Lysates bzw. 5 pl der Standardlésung
hinzugegeben und die Proben fir 30 Minuten in Halb-Mikro-Kivetten bei 37 °C im Dry
Block Thermostat inkubiert.

Die Messung erfolgte mittels des Bio-Photometers. Fiir die Kalibrierung des Photometers
wurde zunéchst als Blindwert Aqua ad iniectabilia und anschlieBend die BSA-

Standardlésungen in aufsteigender Reihenfolge gemessen. Anschlielend erfolgte die
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Messung der Lysate, wobei die enthaltene Proteinkonzentration jeweils direkt vom Gerat
ausgegeben wurde.

Die Festlegung der jeweils fur den Western Blot verwendeten Proteinmenge orientierte
sich an dem Lysat mit der geringsten Proteinmenge. Die tbrigen Proben wurden dann mit
Agqua ad iniectabilia so verdlnnt, dass alle verdinnten Lysate jeweils die gleiche Menge
an Protein enthielten. Dann wurden die Proben im Verhdltnis 1:1 mit 4x SDS-
Probenpuffer gemischt. Kurz vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben fir funf
Minuten bei 95 °C im Dry Block Thermostat inkubiert.

Jeweils zwei Gele wurden im Rahmen des Mini-PROTEAN® Tetra Systems eingespannt.

Die Kammer und der Geleinsatz wurden bis zum Rand mit 1x Laufpuffer befilit.

Fur die Testung der Lysate wurden die Vertiefungen mit Hilfe einer Hamilton-
Mikroliterspritze beladen. In die erste Vertiefung wurde 7 pul Precision Plus Protein™
Dual Color Standards gegeben. Dieses enthielt farbmarkierte Proteine unterschiedlichen
Molekulargewichts, welche dann als Mal} fur das Molekulargewicht der geblotteten
Proteine diente. Die weiteren Vertiefungen in den Kammern wurden jeweils mit einer
Probe beladen. Es wurde in jede Vertiefung 30 ul des Lysates gegeben, die wie oben
beschrieben so verdiinnt wurden, dass jede Probe die gleiche Gesamtmenge an Protein
enthielt.

Fur den Nachweis von Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrpern wurden je Gel 6 pg Full-
length human neurofascin-155 protein aufgebracht.

Die Gele wurden fiir 75 Minuten bei einer Stromstarke von 20 mA pro Gel gefahren. Als
Netztgerate kamen PowerPac™ Basic sowie PowerPac™ HC zum Einsatz. Durch den
angelegten Strom wandern die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes im
Trenngel. Je Kkleiner hierbei die Molekilmasse ist, umso weiter ist die Strecke, die das
Protein im Gel zurlcklegt.

Die Proteine, die sich auf dem Gel entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt
hatten, wurden auf eine Membran Ubertragen. Die Blottingkammer wurde mit kaltem
Blottingpuffer gefillt. Als Membranen wurden Nitrocellulose Western Blotting
Membranes verwendet. Die Membran, das Blotting-Papier sowie die Schwamme des
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Mini-PROTEAN® Tetra Systemes wurden separat in kaltem 1x Blottingpuffer
eingeweicht. Das Gel wurde kurz in Blottingpuffer geschwenkt.

Auf den Schwamm wurden zwei Blatt Blotting-Papier aufgebracht und darauf zuerst die
Membran und dann das Gel gelegt. Auf das Gel wurden wiederum zwei Blatter Blotting
Papier sowie ein Schwamm aufgelegt. Es wurde darauf geachtet jede Lage langsam
abzurollen, sodass keine Luftblasen zwischen den Komponenten eingeschlossen wurden.
Die Komponenten wurden dann in einem Einspannrahmen fixiert und der Rahmen so in
der Blottingkammer eingelegt, dass die Nitrocellulosemembran auf die Seite der Anode
zeigte. Neben gekuhltem 1x Blottingpuffer wurde in die Kammer ein Kuhlelement
gegeben, um ein Uberhitzen des Gerits wihrend des Blottingprozesses zu vermeiden.
Dann wurde der geflllten Kammer fiir 90 Minuten eine Stromspannung von 100 V
angelegt.

Im Anschluss wurde die Nitrocellulosemembran fiir 30 Minuten in Blockpuffer bei
Raumtemperatur auf einem Wiegeschittler (Mini Rocker-Shaker) inkubiert, um

unspezifische Bindungen zu vermindern.

Um spezifische Proteine auf der Nitrocellulosemembran nachzuweisen, wurden gegen
das Zielprotein gerichtete Priméarantikorper in Blockpuffer verdiinnt tiber Nacht bei 4 °C
auf dem Wiegeschuttler inkubiert. Bei Membranen, auf welche die Proteine von Lysaten
geblottet worden waren, wurde fir den Nachweis von Contactin-1-Protein
Human/Mouse/Rat Contactin-1 Antibody, Antigen Affinity-purified, polyclonal Goat 1gG
und fur den Nachweis von Neurofascin-Protein Anti-Neurofascin antibody, Rabbit
polyclonal to Neurofascin jeweils 1:1.000 verdinnt auf der gesamten Membran
eingesetzt. Auerdem wurde jeweils GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody in
der Verdlnnung 1:2.000 eingesetzt. GAPDH, das in nahezu allen Geweben exprimiert
wird, diente als Ladekontrolle. Fir die Untersuchung auf Neurofascin-155-1gM-
Autoantikorper wurde die Membran in Streifen geschnitten und jeweils Serum von
Patientlnnen bzw. gesunden Kontrollen in der Verdinnung 1:200 eingesetzt. Als
Positivkontrolle wurde wiederum Anti-Neurofascin antibody, Rabbit polyclonal to
Neurofascin in der Verdinnung 1:200 verwendet.
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AnschlieRend wurden die Nitrocellulosemembranen fiir 30 Minuten mit Waschpuffer
gewaschen, sodass nicht gebundene Primarantikorper wieder entfernt wurden. Die
Membranen wurden hierfir jeweils zwei Mal kurz mit Waschpuffer tibergossen und darin
geschwenkt. AnschlieBend wurden sie zwei Mal jeweils fir zehn Minuten auf dem

Wiegeschittler in jeweils frischem Waschpuffer geschwenkt.

Dann wurden HRP gekoppelte Sekundarantikorper jeweils 1:5.000 verdiinnt aufgebracht
und fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Wiegeschiittler inkubiert. Es wurde
Peroxidase-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Goat IgG (H+L) als Sekundarantikorper
fir den Primarantikdrper Human/Mouse/Rat Contactin-1 Antibody, Antigen Affinity-
purified, polyclonal Goat IgG eingesetzt. Peroxidase-conjugated AffiniPure Donkey
Anti-Rabbit 1gG (H+L) wurde als Sekundarantikdrper fir den Primérantikérper Anti-
Neurofascin antibody, Rabbit polyclonal to Neurofascin eingesetzt. Peroxidase-
conjugated AffiniPure Donkey anti-Mouse 1gG (H+L) wurde als Sekundarantikorper fur
den Primarantikérper GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody eingesetzt. Gegen
humane Neurofascin-155-1gM-Autoantikérper aus Seren wurde als Sekundarantikorper
Polyclonal Rabbit Anti-Human IgM/HRP eingesetzt.

AnschlieBend wurden die Nitrocellulosemembran wiederum fur 30 Minuten gewaschen,
um nicht gebundene Sekundarantikdrper zu entfernen. Die Membranen wurden jeweils
viermalig mit Waschpuffer bergossen und kurz geschwenkt. Dann wurden die
Membranen zweimalig jeweils fur 15 Minuten auf dem Wiegeschttler in frischem
Waschpuffer gewaschen.

Die Darstellung der Banden erfolgte in der Dunkelkammer, die wahrend der Entwicklung
lediglich mit Rotlicht beleuchtet wurde. Fur die Entwicklung des Western Blots wurden
die Reagenzien Western Lightning Plus-ECL Enhanced Luminol Reagent Plus und
Western Lightning Plus-ECL Oxidizing Reagent Plus im Verhaltnis 1:1 gemischt und
lichtgeschitzt eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Auf jede Membran wurden
1,5 ml der Mischung gegeben. Das Chemilumineszenzreagenz wird von der an den

sekundaren Antikérpern angebrachten HRP unter Lichtemission abgebaut.

Die Rontgenkassette (Hypercassette RPN13642 18x24 cm) wurde mit handelsiblicher
Frischhaltefolie ausgelegt und die Membran darauf gelegt Die Réntgenfolie wurde dann
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maoglichst blasenfrei Gber die Membran geklappt, mit einem Papiertuch glattgestrichen
und mit handelsiiblichen Klebestreifen in der Kassette fixiert. Darauf wurde dann ein
Rontgenfilm (Universalfilm Super RX-N) gelegt, die Rontgenkassette wurde geschlossen
und der Film fir verschiedene Zeitspannen exponiert. Nach der Belichtung wurden die
Filme mittels der Entwicklungsmaschine Agfa CURIX 60 entwickelt. Als Reagenzien
dienten hierbei neben destilliertem Wasser, der Developer for medical x-ray film
processing und der Rapid Fixer for medical x-ray film processing. Die entwickelten Filme
wurden im Anschluss mit dem jeweils verwendeten Lysat bzw. Serum sowie der

Expositionszeit beschriftet und eingescannt.

Bei den Western Blots, die die Expression von Contactin-1 sowie Neurofascin darstellten,
erfolgte eine Quantifizierung der Western Blots. Fir die Quantifizierung der Western Blot
wurde mit Hilfe des Programmes ImagelJ die Intensitat der jeweiligen Bande ermittelt.
Bei der Berechnung der relativen Intensitét, wurde die Bande des Lysates nach Inkubation
mit dem Serum einer gesunden Kontrollperson fiir den jeweiligen Inkubationszeitraum
als Standard gesetzt. Somit ergab sich fiir die Bande nach Inkubation mit dem Serum
einer gesunden Kontrollperson eine relative Intensitat von 100 % und die Intensitéten der
anderen Banden mit demselben Inkubationszeitraum beziehen sich auf diesen Wert. Die
relativen Intensitaten fir die Bande des jeweiligen Zielproteins Contactin-1 bzw.
Neurofascin wurden dann in Verhéltnis zu den jeweiligen relativen Intensitaten der
GAPDH Ladekontrolle gesetzt, um die Gesamtproteinmenge des jeweiligen Lysates zu
bertcksichtigen. Auf Grund von Knappheit an Zellen sowie Patientenmaterial wurden flr
jede Inkubationskonstellation nur zwei Wiederholungen durchgefiihrt, so dass keine
statistische Auswertung hinsichtlich eines statistisch signifikanten Unterschiedes
erfolgen konnte. Es erfolgte lediglich eine graphische Darstellung der Werte mit Hilfe

des Programmes GraphPad Prism.
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4 Ergebnisse

4.1 Neurofascin-IgG-Autoantikorper

Bei der Untersuchung auf IgG-Autoantikdrper wurden zwei Patienten mit Neurofascin-
lgG-Autoantikdrpern identifiziert. Die Ergebnisse hierzu wurden zum Teil bereits
veroffentlicht (Stengel et al., 2019).

4.1.1 Zwei Patienten mit Bindung am paranodalen Axon im
Screening mittels Bindungsassays an murinen

Ischiadicuszupfnervpraparaten

Die Serumproben aller Patientinnen sowie aller Kontrollpersonen wurden mittels
Bindungsassays an murinen Ischiadicuszupfnervpréaparaten auf das Vorhandensein von
(para-)nodalen IgG-Autoantikorpern untersucht. Die Bindungsassays an murinen
Ischiadicuszupfnervpraparaten dienten somit als Screening auf (para-)nodale IgG-

Autoantikdrper.

Hierbei zeigte sich bei zwei Patienten eine Bindung am paranodalen Axon. Bei beiden
Patienten liel sich diese Bindung am paranodalen Axon in mehreren Verlaufsproben
reproduzieren. Bei diesen Patienten handelt es sich jeweils um CIDP-Patienten, die die
INCAT-Diagnosekriterien erfiillen. Aufgrund des positiven Nachweises von paranodalen
IgG-Autoantikorpern werden diese beiden Patienten im Weiteren als 1gG-Patient 1 bzw.
2 bezeichnet. 1gG-Patient 2 ist der Gruppe ,,CIDP Wiirzburg™ und 1gG-Patient 1 der
Gruppe ,,V.a. CIDP auswirts® zugeordnet, wobei bei ihm mit Hilfe eingesandter

Arztbriefe die Erfullung der INCAT-Diagnosekriterien tberprift werden konnte.

Bei keinem der weiteren 262 getesteten Patientlnnen zeigte sich eine Bindung am

paranodalen Axon.

In der folgenden Abbildung 8 sind die Fluoreszenzfarbungen der Bindungsassays an
Ischiadicuszupfnervpraparaten der IgG-Patienten 1 und 2 sowie einer Kontrolle
abgebildet.
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A: IgG-Patient 1

B: IgG-Patient 2

C: Kontrolle

Abbildung 8: Bindungsassays an murinen Ischiadicuszupfnerven

Eine Bindung am paranodalen Axon ist jeweils mit einem Stern (*) markiert. Sowohl bei IgG-Patient 1 in Bild A als
auch bei IgG-Patient 2 in Bild B zeigt sich bei allen im Bild sichtbaren Ranvierschen Schniirringen eine Bindung am
paranodalen Axon. Ein unauffélliger Ranvierscher Schniirring ohne Bindung von IgG-Autoantikdrpern ist bei der

Kontrolle in Bild C sichtbar und mit einer Raute (#) markiert. Der Maf3stab betragt jeweils 10 pm.
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4.1.2 Testung auf IgG-Autoantikorper mittels ELISA

Die ELISA-Testung ermdglichte die Detektion von (para-)nodalen 1gG-Autoantikdrpern
bei gleichzeitiger Bestimmung des Zielantigens. Alle Patientlnnen, die eine zu einer
(Para-)nodopathie passende klinische Symptomatik zeigten oder die im Bindungsassay
an murinen Ischiadicuszupfnerven das Bild einer unspezifischen Bindung boten, wurden
mittels ELISA auf Neurofascin-155-19gG Autoantikorper (n=222) sowie auf Contactin-1-
IgG-Autoantikdrper (n=229) untersucht. Da wir ein nicht kommerziell verfligbares
Neurofascin-186-Protein verwendeten, das nur beschrénkt verfiigbar war, konnten nur
Patientinnen mit schwerer Symptomatik sowie alle Patienten mit nachgewiesenen
Neurofascin-155-1gG  Autoantikdrpern auf  Neurofascin-186-1gG-Autoantikdrper
untersucht werden (n=40). Der ELISA zur Testung auf Neurofascin-140-1gG-
Autoantikdrper war erst nach Identifikation der Patienten mit Neurofascin-155-1gG bzw.
Neurofascin-186-1gG Autoantikdrpern etabliert worden, sodass neben den Patienten bei
denen Neurofascin-155-1gG-Autoantikorper nachgewiesen worden (n=2) waren nur

wenige weitere Patientinnen (n=3) und einige Kontrollen (n=15) getestet wurden.

4.1.2.1 Nachweis von Neurofascin-155-IgG-Autoantikérpern bei zwei

Patienten

Fur Neurofascin-155-1gG-Autoantikorper lag der Grenzwert bei einer optischen Dichte
von 0,496. Zwei der Patienten aus dem getesteten Patientinnenkollektiv zeigten eine
optische Dichte, die deutlich tber dem Grenzwert lag. Es handelt sich hierbei um die
beiden 1gG-Patienten 1 und 2, die im Screening auf (para-)nodale IgG-Autoantikdorper
mittels Bindungsassay an murinen Ischiadicuszupfnervpréparaten eine Bindung am
paranodalen Axon gezeigt hatten. Bei IgG-Patient 1 betrug die optische Dichte 3,147 und
bei 1gG-Patient 2 3,129. Bei beiden Patienten liegt eine CIDP mit Erfiillung der INCAT-
Diagnosekriterien vor. Abbildung 9 zeigt die optischen Dichten fir alle im Neurofascin-
155-1gG ELISA getesteten Patientinnen und Kontrollen.
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Abbildung 9: Streudiagramm Neurofascin-155-1gG ELISA

Auf der x-Achse sind die Patientinnengruppen und auf der y-Achse die einzelnen optischen Dichten (=OD) der
Patientinnen und Kontrollen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert flr ein positives Ergebnis, das bei
einer optischen Dichte von 0,496 lag. Zwei CIDP-Patienten zeigten eine optische Dichte, die deutlich tber den

Grenzwert erhoht war.

4.1.2.2 Nachweis von Neurofascin-186-IgG-Autoantikérpern bei

einem Patienten

Fir Neurofascin-186-1gG-Autoantikorper lag der Grenzwert bei einer optischen Dichte
von 0,459. IgG-Patient 1 in der Gruppe ,,V.a. CIDP auswirts* zeigte mit einem Wert von
2,682 eine deutlich Uber den Grenzwert erhdhte optische Dichte, sodass bei ihm
Neurofascin-186-1gG-Autoantikdrper nachweisbar waren. Bei 1gG-Patient 2 betrug die
optische Dichte 0,120. Dieser Wert lag unter dem Grenzwert, sodass bei 1gG-Patient 2
keine Neurofascin-186-1gG-Autoantikdrper nachweisbar waren. Auch bei den ubrigen
getesteten Patientinnen und Kontrollpersonen zeigten sich keine tUber den Grenzwert
erhdhten optischen Dichten (siehe Abbildung 10).

92



Neurofascin-186-IgG

oD
N
1

Grenzwert = 0,459

Abbildung 10: Streudiagramm Neurofascin-186-IgG ELISA

Auf der x-Achse sind die PatientInnengruppen und auf der y-Achse die einzelnen optischen Dichten (=OD) der
PatientInnen und Kontrollen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert fiir ein positives Ergebnis, das bei
einer optischen Dichte von 0,459 lag. Ein auswdrtiger CIDP-Patient zeigte eine optische Dichte, die deutlich iiber den

Grenzwert erhoht war.

4.1.2.3 Nachweis von Neurofascin-140-IgG-Autoantikérpern bei

einem Patienten

Fiir Neurofascin-140-IgG lag der Grenzwert bei einer optischen Dichte von 0,732. Neben
den beiden Patienten mit nachgewiesenen Neurofascin-155-Autoantikdrpern wurden
wenige weitere Patientlnnen ohne nachgewiesene Neurofascin-155-Autoantikoprer
sowie einige gesunde Kontrollpersonen getestet. I[gG-Patient 1 zeigte mit einer optischen
Dichte von 2,243 einen deutlich iiber den Grenzwert erhshten Wert, womit Neurofascin-
140-IgG-Autoantikorper nachgewiesen werden. IgG-Patient 2 zeigte mit 0,241 eine
deutlich unter dem Grenzwert liegende optische Dichte. Auch die tibrigen getesteten
PatientInnen sowie Kontrollen zeigten unauffillige optische Dichten, womit bei keinen
weiteren  Patientlnnen bzw. Kontrollen Neurofascin-140-IgG-Autoantikdrper

nachweisbar waren (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Streudiagramm Neurofascin-140-1gG ELISA

Auf der x-Achse sind die Patientinnengruppen und auf der y-Achse die einzelnen optischen Dichten (=OD) der
Patientlnnen und Kontrollen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert fiir ein positives Ergebnis, der bei
einer optischen Dichte von 0,732 lag. 1gG-Patient 1, bei dem auch Neurofascin-155-1gG-Autoantikdrper nachgewiesen

wurden, zeigte eine ber den Grenzwert erhéhte optische Dichte im Neurofascin-140-1gG-ELISA.

4.1.2.4 Kein Nachweis von Contactin-1-IgG-Autoantikérpern

Fir Contactin-1-1gG lag der Grenzwert bei einer optischen Dichte von 0,554. Keiner der
getesteten Patientlnnen oder Kontrollen zeigte eine tiber den Grenzwert erhdhte optische
Dichte (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Streudiagramm Contactin-1-1gG ELISA

Auf der x-Achse sind die Patientinnengruppen und auf der y-Achse die einzelnen optischen Dichten (=OD) der
Patientinnen und Kontrollen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert fiir ein positives Ergebnis, der bei
einer optischen Dichte von 0,554 lag. Keine der getesteten Patientinnen oder Kontrollen zeigte eine Uber den

Grenzwert erhéhte optische Dichte.

4.1.2.5 Zusammenfassungen der IgG-Autoantikorperdiagnostik

mittels ELISA

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei der Testung auf IgG-Autoantikdrper mittels
ELISA bei zwei CIDP-Patienten Neurofascin-1gG-Autoantikdrper nachgewiesen werden
konnten. Diese beiden Patienten hatten auch eine Bindung im Bereich der Ranvierschen

Schnirringes an Ischiadicuszupfnervpréparaten gezeigt.

Im Serum des IgG-Patienten 1 lieBen sich Autoantikdrper gegen Neurofascin-155,

Neurofascin-186 sowie Neurofascin-140 nachweisen.

Im Serum des IgG-Patienten 2 lieRen sich dagegen lediglich Autoantikérper gegen
Neurofascin-155 nachweisen. Autoantikdrper gegen Neurofascin-186 oder gegen

Neurofascin-140 liel3en sich bei IgG-Patient 2 hingegen nicht nachweisen.
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4.1.3 Bestimmung des Neurofascin-IgG Autoantikérpertiters mittels

ELISA

Um den Titer der Neurofascin-1gG-Autoantikorper zu bestimmen, wurden verschiedene
Verdunnungen des Serums der Patienten getestet. Der Titer ergab sich aus der hochsten
Verdlinnung, bei der die optische Dichte im ELISA Uber dem Grenzwert lag. Die
Titerbestimmungen wurden nur fir Neurofascin-155- und Neurofascin-186-1gG-

Autoantikdrper durchgefihrt.

Die jeweiligen Titer der Patienten sind in folgender Tabelle 24 dargestellt, wobei jeweils
die Titer des ersten eingesandten Serums aufgefthrt sind. Auf Titerverdnderungen bei
lgG-Patient 1 wird in Kapitel 4.1.7.1 1gG-Patient 1 eingegangen.

Tabelle 24: Titer der Patienten mit Neurofascin-155-1gG-Autoantikdrpern

Titer Neurofascin-155 Neurofascin-186
1gG-Patient 1 1:4000 1:2000
1gG-Patient 2 1:6000 /

4.1.4 Bestimmung der Neurofascin-IgG Subklassen mittels ELISA und
Bestimmung des Komplementbindungsverhaltens mittels

Komplementbindungsassay

Um zu untersuchen, welcher IgG-Subklassen die Autoantikérper der Patienten
uberwiegend angehdren,  wurden ELISAs mit  subklassenspezifischen
Sekundarantikdrpern durchgefuhrt. Dabei zeigte das Serum von 1gG-Patient 1 sowohl im
Neurofascin-155-1gG als auch im Neurofascin-186-1gG ELISA zu Beginn uberwiegend
die Subklasse 1gG3 und einen geringeren Anteil der Subklasse 1gG2. Auch in den
zahlreichen Verlaufsproben von IgG-Patient 1 war tUber sieben Monate hinweg weiterhin
uberwiegend die Subklasse 1gG3 vorhanden, wahrend die Subklasse 1gG2 dann kaum
noch nachweisbar war (siehe Tabelle 30). Bei IgG-Patient 2 zeigten sich im ersten
eingesandten Serum im Neurofascin-155-1gG ELISA die Subklassen 1gG4 und IgG2 in
vergleichbarem MaR erhoht. In einem Verlaufsserum des IgG-Patienten 2, das circa einen
Monat spater eingesandt wurde, zeigten sich dann Gberwiegend die Subklasse 1gG4 und

ein geringerer Anteil der Subklasse 1gG2. In Abbildung 13 sind die jeweiligen Anteile

96



der Subklassen des ersten eingesandten Serums im Neurofascin-155-IgG ELISA in einem

Balkendiagramm dargestellt.

AuBlerdem wurden ELISA-basierte Komplementbindungsassays mit Clq an mit
Neurofascin-155-Protein beschichteten Platten mit den Seren beider IgG-Patienten und
zwei Seren von gesunden Kontrollen durchgefiihrt. Im Komplementbindungsassay zeigte
sich bei IgG-Patient 1 eine ausgepriagte C1q-Bindung mit einer optischen Dichte von
1,000. Auch bei IgG-Patient 2 zeigte sich eine C1q-Bindung mit einer optischen Dichte
von 0,742. Dagegen fand sich im Serum der beiden gesunden Kontrollen mit einer
optischen Dichte von 0,007 und 0,038 keine C1q-Bindung. Die Werte der beiden IgG-
Patienten im Komplementbindungsassay sind ebenfalls in Abbildung 13 dargestellt.

Subklassen und Komplementbindung
von Seren mit
Neurofascin-lgG-Autoantikérpern

4-

34 = -

0- I?ll

ali] |
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\90 \QG \‘bc’ \90 &’o \& O & O
F Q’,&

o
N

Bl |gG-Patient1 (3 IgG-Patient 2

Abbildung 13: Balkendiagramm zur Darstellung der Subklassen und der C1q-Komplementbindung von beiden IgG-
Patienten jeweils fiir Neurofascin-155

In diesem Balkendiagramm werden jeweils die Werte des ersten eingesandten Serums dargestellt. Die Werte von IgG-
Patient 1 sind in violett und die Werte von IgG-Patient 2 in grau veranschaulicht. Die Balken mit reinen Farben geben
die verschiedenen Subklassen und die Balken im Schachbrettmuster die Werte im Komplementbindungsassay wieder.
Auf der y-Achse sind die optischen Dichten (=OD) dargestellt.
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4.1.5 Bestatigung der Neurofascin-IgG-Autoantikorper mittels

Bindungsassays an transfizierten HEK-293-Zellen

Bindungsassays an Neurofascin-transfizierten HEK-293-Zellen wurden mit den Seren
beider 1gG-Patienten, bei denen im ELISA Neurofascin-Autoantikdrper nachgewiesen
worden waren, sowie mit den Seren von zwei gesunden Kontrollpersonen durchgeftihrt.
Mit diesen Bindungsassays sollte der Nachweis der Neurofascin-lgG-Autoantikdrper

bestatigt werden.

Bei den Bindungsassays wurde das Serum jeweils zu HEK-293-Zellen gegeben, die zuvor
mit Neurofascin-155-Protein, Neurofascin-186-Protein oder Contactin-1-Protein
transfiziert worden waren. Als Positivkontrolle dienten dabei kommerzielle Antikorper
gegen Neurofascin bzw. Contactin-1. Diese konnten fir alle drei Proteine bestatigen, dass

die HEK-293-Zellen das jeweilige Protein exprimierten.

Das Serum der gesunden Kontrollperson diente als Negativkontrolle und zeigte in den
Bindungsassays keine Bindung an den HEK-293-Zellen, unabh&ngig davon ob sie mit
Neurofascin-155-, Neurofascin-186- oder Contactin-1-Protein transfiziert worden waren.

IgG-Patient 1 zeigte eine Bindung sowohl an die mit Neurofascin-155-Protein als auch
an die mit Neurofascin-186-Protein transfizierten HEK-293 Zellen. Diese Ergebnisse
bestatigten somit die ELISA-Ergebnisse, dass sich im Serum von IgG-Patient 1
Autoantikorper fanden, die sowohl an Neurofascin-155 als auch an Neurofascin-186
banden.

Das Serum von 1gG-Patient 2 zeigte nur eine Bindung an die zuvor mit Neurofascin-155-
Protein transfizierten HEK-293-Zellen. Bei den mit Neurofascin-186-Protein
transfizierten Zellen zeigte sich keine Bindung. Auch diese Ergebnisse deckten sich mit
den ELISA-Ergebnissen, dass sich im Serum von IgG-Patient 2 Autoantikorper fanden,

die nur an Neurofascin-155 banden.

Die folgenden Graphiken zeigen die Bindungsassays, wobei Abbildung 14 die
Bindungsassays an mit Neurofascin-155-Protein transfizierten HEK-293-Zellen und
Abbildung 15 die Bindungsassays an mit Neurofascin-186-Protein transfizierten HEK-
293-Zellen wiedergibt.
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Abbildung 14: Bindungsassays an mit Neurofascin-155 transfizierten HEK-293-Zellen

Sowohl bei IgG-Patient 1 in Bild A als auch bei 1gG-Patient 2 in Bild B zeigt sich eine ausgeprégte Bindung an die mit
Neurofascin-155-Protein transfizierten HEK-293-Zellen. Der kommerzielle Neurofascin-Autoantikdrper der in Bild D
als Positivkontrolle dient, zeigt ebenfalls eine Bindung. Bei der gesunden Kontrolle in Bild C zeigt sich keine Bindung.
Der MaRstab betragt jeweils 10 pm. Der Sekundarantikdrper gegen humanes IgG ist Cy3 gekoppelt und hier rot
dargestellt. Der Sekundarantikdrper gegen den kommerziellen Neurofascin-Chicken-1gY-Antikdrper ist Alexa-Fluor
gekoppelt und hier griin dargestellt. Die Zellkerne sind in Bild A-C blau dargestellt. In Bild D sind die Zellkerne nicht
mitabgebildet, da die Bindung durch den kommerziellen Neurofascin-Antikérper sonst nur eingeschrénkt sichtbar

ware.

99



Abbildung 15: Bindungsassays an mit Neurofascin-186 transfizierten HEK-293-Zellen

Bei IgG-Patient 1 zeigt sich in Bild A eine Bindung an die mit Neurofascin-186-Protein transfizierten HEK-293-Zellen.
Der kommerzielle Neurofascin-Autoantikdrper, der in Bild D als Positivkontrolle dient, zeigt ebenfalls eine Bindung.
Bei IgG-Patient 2 in Bild B und bei der gesunden Kontrollperson in Bild C zeigt sich keine Bindung. Der Mafstab
betréagt jeweils 10 um. Der Sekundarantikérper gegen humanes 1gG ist Cy3 gekoppelt und hier rot dargestellt. Die
Zellkerne sind in blau dargestellt. Der Sekundarantikdrper gegen den kommerziellen Neurofascin-Antikdrper ist in
grun dargestellt. In Bild D sind die Zellkerne nicht mitabgebildet, da die Bindung durch den kommerziellen

Neurofascin-Antikdrper sonst nur eingeschrankt sichtbar wére.

4.1.6 Weiterfiihrende Bindungsassays

Neben den bereits beschriebenen Bindungsassays an Ischiadicuszupfnerven sowie an
transfizierten HEK-293-Zellen wurden mit den Seren der beiden IgG-Patienten auch
Bindungsassays an murinen cerebellaren Neuronen sowie an
Rattenvorderwurzelzupfnervpraparaten durchgefthrt. AuRerdem wurden
Bindungsassays an Ischiadicuszupfnervpréparaten durchgefihrt, bei denen die Seren der

IgG-Patienten zuvor an transfizierten HEK-293-Zellen prainkubiert worden waren.
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4.1.6.1 Bindung an cerebelldaren murinen Neuronen

Mit den Seren der beiden lgG-Patienten sowie mit den Seren zweier gesunder
Kontrollpersonen wurden Bindungsassays an fixierten cerebelldaren murinen
Kdrnerzellen durchgefuhrt. Diese Versuche wurden durchgefuhrt, da sich bei der
Neurofascin (Para-)nodopathie, wie im Kapitel 5.3 diskutiert, hdufig ein Tremor zeigt,

weshalb viele Autoren eine Kleinhirnbeteiligung vermuten.

Sowonhl bei IgG-Patient 1 als auch bei IgG-Patient 2 zeigte sich eine ausgeprégte Bindung
an die cerebellaren Neurone, wahrend bei den beiden gesunden Kontrollpersonen keine
Bindung sichtbar war (siehe Abbildung 16).

Abbildung 16: Bindungsassays an murinen cerebelldren Neuronen

Sowohl IgG-Patient 1 in Bild A als auch 1gG-Patient 2 in Bild B zeigen eine ausgeprégte Bindung an die cerebellaren
murinen Neurone. Die zwei gesunden Kontrollen in Bild C sowie D zeigen hingegen keine Bindung. Der
Sekundarantikdrper gegen humanes IgG ist Cy3 gekoppelt und hier rot dargestellt. Die Zellkerne sind in blau

dargestellt.
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4.1.6.2 Bindung an Rattenvorderwurzelzupfnervpraparaten

Bindungsassays an Rattenvorderwurzelzupfnervpraparaten wurden mit den Seren beider
IgG-Patienten sowie zweier gesunder Kontrollpersonen durchgefiihrt. Diese Versuche
dienten vor allem dazu, dass Bindungsverhalten an autonome Fasern zu untersuchen, da

beide IgG-Patienten an einer autonomen Symptomatik litten.

Bei den gesunden Kontrollpersonen lieR sich keine Bindung nachweisen. Demgegenuber
fand sich sowohl bei lgG-Patient 1 als auch bei IgG-Patient 2 eine Bindung am
paranodalen Axon der Ranvierschen Schnirringe aller Faserqualititen der

Rattenvorderwurzelzupfnervpraparate.

Die unterschiedlichen Faserqualitaten der Vorderwurzeln kénnen nach der Klassifikation
von Erlanger und Gasser aus dem Jahr 1937 an Hand des Nervenfaserdurchmessers
eingeteilt werden (Brandes et al., 2019, Seite 80; Erlanger & Gasser, 1937). Diese
Klassifikation wurde auch im Rahmen der hier beschriebenen Bindungsassays
angewandt. Bei den diinnsten Fasern mit einem Durchmesser von 3 um handelt es sich
um die prégangliondren autonomen Typ B Fasern. Bei den groRten Fasern mit einem
Durchmesser von etwa 15 pm handelt es sich um die motorischen Aa Fasern. Die
mittelgroBen Ay Fasern haben einen Durchmesser von etwa 5 pm und sind fur die
Vermittlung des Lagesinnes zustandig. Unser Interesse bei den Bindungsassays an
Rattenvorderwurzeln lag auf Grund der autonomen Symptomatik der 1gG-Patienten vor

allem auf den kleinen Typ B Fasern.

In der folgenden Abbildung 17 sind Fotos der Bindungsassays mit den Seren der beiden
IgG-Patienten abgebildet, wobei jeweils Bindungen an unterschiedlichen Faserqualitaten
zu sehen sind. Die Typ B Fasern mit dem kleinsten Durchmesser sind jeweils mit einem

Pfeil markiert.
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A: IgG-Patient 1

B: IgG-Patient 2

Abbildung 17: Bindungsassays an Rattenvorderwurzelzupfnervpréparaten

Eine Bindung am paranodalen Axon ist jeweils mit einem Stern (*) markiert. Sowohl bei 1gG-Patient 1 als auch bei
IgG-Patient 2 zeigt sich die Bindung an Nervenfasern mit unterschiedlichem Durchmesser. Die prégangliondren
autonomen Typ B Fasern sind nach der Klassifikation von Erlanger und Gasser die kleinsten Fasern. Die Nervenfasern
mit dem kleinsten Durchmesser sind hier jeweils mit einem Pfeil markiert. Der MaRstab in Bild A betragt 10 um, der
Mafstab in Bild B 20 pum.
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4.1.6.3 Bindung an Ischiadicuszupfnervpraparaten mit zuvor an

transfizierten HEK-293-Zellen prainkubierten Seren

Zum Nachweis der Spezifitat der Autoantikdrper und um Hinweise darauf zu finden, ob
bei IgG-Patient 1 eine oder zwei verschiedene Arten von Autoantikdrper vorliegen,
wurden Bindungsassays an Ischiadicuszupfnerven mit prainkubierten Seren
durchgefuhrt. Die Seren der beiden IgG-Patienten bzw. einer gesunden Kontrollperson
wurden an HEK-293-Zellen préinkubiert. Diese HEK-293-Zellen waren zuvor mit
Contactin-1-, Neurofascin-155- oder Neurofascin-186-Protein transfiziert worden. Dieser

Versuch wurde nur einmalig durchgefihrt.

Bei der gesunden Kontrolle &nderte sich das Bindungsverhalten im Vergleich zu nicht

prainkubiertem Serum nicht.

Bei IgG-Patient 1 war nach Préainkubation an mit Contactin-1 transfizierten Zellen eine
ausgepragte Bindung am paranodalen Axon der Ranvierschen Schniirringe nachweisbar.
Nach Prainkubation an mit Neurofascin-155 transfizierten Zellen war keine Bindung
mehr am Ranvierschen Schnirring nachweisbar. Nach Prainkubation an mit Neurofascin-
186 transfizierten Zellen war hingegen eine Bindung am paranodalen Axon der
Ranvierschen Schniirringe nachweisbar, die allerdings weniger stark ausgepragt war als
nach Prainkubation an mit Contactin-1 transfizierten Zellen. Diese Ergebnisse sprachen
dafir, dass alle Autoantikérper an das Neurofascin-155- Protein banden, wéhrend nur ein
Teil der Autoantikdrper an Neurofascin-186-Protein band. Diese Ergebnisse fuhren zu
der Hypothese, dass IgG-Patient 1 zwei Autoantikdrper mit unterschiedlichen Epitopen
bildet. Auf diese Hypothese wird in der Diskussion n&her eingegangen.

Bei IgG-Patient 2 war sowohl nach Prainkubation an mit Contactin-1 transfizierten Zellen
als auch nach Préinkubation an mit Neurofascin-186 transfizierten Zellen eine
ausgepragte Bindung am paranodalen Axon nachweisbar. Nach Prdinkubation an mit
Neurofascin-155 transfizierten Zellen zeigte sich hingegen keine Bindung. Aus diesen
Ergebnissen lieR sich folgern, dass die Autoantikdrper von IgG-Patient 2 nur an
Neurofascin-155-Protein banden, was sich auch mit den Ergebnissen aus den ELISA-
Untersuchungen sowie aus den Bindungsassays an transfizierten HEK-293-Zellen deckte.

Abbildung 18 zeigt Fotos der Bindungsassays mit prainkubierten Seren.
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A: Priinkubation Contactin-1
[gG-Patient 1

D: Priainkubation Contactin-1
IgG-Patient 2 *

*

G: Priinkubation Contactin-1
Gesunde Kontrolle

B: Priinkubation Neurofascin-155
[gG-Patient 1

E: Pridinkubation Neurofascin-155
[gG-Patient 2

H: Priinkubation Neurofascin-155
Gesunde Kontrolle

C: Priinkubation Neurofascin-186
IgG-Patient 1

F: Priinkubation Neurofascin-186
IgG-Patient 2

I: Prainkubation Neurofascin-186
Gesunde Kontrolle

Abbildung 18. Bindungsassays an Ischiadicuszupfnervpréparaten mit préainkubierten Seren

Eine Bindung am paranodalen Axon ist jeweils mit einem Stern (*) markiert. Unauffallige Ranviersche Schniirringe
ohne Bindung sind mit einer Raute (#) markiert. Es ist jeweils angegeben, mit welchem Protein die Zellen transfiziert
worden waren, an denen die Préinkubation durchgefiihrt wurde und welches Serum eingesetzt wurde. Der Mal3stab
betragt jeweils 10 pum.

4.1.7 Klinisches Bild und Therapieansprechen von Patienten mit

Neurofascin-IgG-Autoantikérpern

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick Gber die beiden Patienten mit
Neurofascin-lgG-Autoantikérpern. Alle Angaben wurden aus den Arztbriefen der

behandelnden Arztinnen entnommen.
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Tabelle 25: Uberblick tiber allgemeine Daten der Patienten mit Neurofascin-lgG-Autoantikérpern

Allgemeine Daten IgG-Patient 1 IgG-Patient 2
Diagnose CIDP CIDP
Erfullung der INCAT-Kriterien 4 4

Geschlecht d 3

Alter bei Erkrankungsbeginn 71 28

Tabelle 26: Uberblick tiber klinische Aspekte der Patienten mit Neurofascin-1gG-Autoantikorpern

Klinische Aspekte

IgG-Patient 1

IgG-Patient 2

Motorische Symptome

Tetraplegie

distal betonte Paresen

Sensible Symptome

Pallanasthesie,
distale Hypasthesie

neuropathische Schmerzen

Hirnnervenbeteiligung

Ausfall nahezu aller Hirnnerven,

Locked-In-Symptomatik

@

Autonome Symptomatik

Reanimationspflichtigkeit nach
Lagerungsversuch

Ausgepragte orthostatische
Hypotension,

Pollakisurie,

Hyperhidrose

Beatmungspflichtigkeit

mehrere Monate beatmet

4]

Tremor

@

Ausgepragter Tremor

Therapieansprechen

kaum klinische Verbesserung unter
Therapien mit IVIG,
Plasmapheresen,
Immunadsorptionen, Glukokortiko-

steroidpuls und Rituximab

nur leichte Verbesserung unter
Therapien mit IVIG,
Glukokortikosteroidpulsen,
Plasmapherese und Rituximab

Krankheitsverlauf

akuter Beginn mit fulminantem
Verlauf,
Tod in Folge einer Sepsis zehn

Monate nach Erkrankungsbeginn

nur diskrete VVerbesserungen bei
chronischem Verlauf
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Tabelle 27: Uberblick tiber elektrophysiologische Untersuchungsergebnisse der Patienten mit Neurofascin-1gG-

Autoantikdrpern

Elektrophysiologische IgG-Patient 1 IgG-Patient 2
Untersuchungsergebnisse

N. suralis / @ RA
Amplitude

NLG

N. tibialis (m) Erstwerte wie hier beschrieben spater @ RA | @ RA
Amplitude Wi

DML 1"

NLG I

F-Wellen-Latenz @ F-Wellen

N. medianus (m) /
Amplitude proximal |||, distal @ RA

DML mm

NLG /

F-Wellen-Latenz @ F-Wellen

N. medianus (s) / @ RA
Amplitude

NLG

N. ulnaris (m) Erstwerte wie hier beschrieben, spater @ RA

Amplitude W proximal ||| ], distal |]]
DML 111 11

NLG H W
F-Wellen-Latenz @ F-Wellen @ F-Wellen
N. ulnaris (s) / ? RA
Amplitude

NLG

Elektromyographie

pathologische Spontanaktivitat

pathologische Spontanaktivitat

N. = Nervus, m = motorisch, s = sensibel, NLG = Nervenleitgeschwindigkeit, DML = distal motorische Latenz, RA =
Reizantwort, < = normwertig, | = um bis zu 25 % des Normalwertes vermindert, || = um bis zu 50 % des
Normalwertes vermindert, ||| = um bis zu 75 % des Normalwertes vermindert, |||/ = um Uber 75 % des
Normalwertes vermindert, 1 = auf bis zu 125 % des Normwertes verléngert, 11 = auf bis zu 150 % des Normwertes
verlangert, 111 = auf bis zu 175 % des Normwertes veridngert, 1111 = auf iiber 175 % des Normwertes erhiht,
/ = keine elektrophysiologische Untersuchung dieses Nerven bzw. keine Angabe dieser Werte
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Tabelle 28: Uberblick tiber invasive Untersuchungsergebnisse der Patienten mit Neurofascin-1gG-Autoantikdrpern

Invasive Diagnostik

IgG-Patient 1

IgG-Patient 2

Liquordiagnostik

zytalbuminére Dissoziation

zytalbuminéare Dissoziation

Zellzahl 1/ul 4/ pl

Eiweil3 90,7 mg/di 201,1 mg/dl
Schadigungsmuster

Nervus suralis Biopsie axonal nicht durchgefiihrt

Tabelle 29: Uberblick tiber experimentelle diagnostische Ergebnisse der Patienten mit Neurofascin-lgG-

Autoantikdrpern

Fasern im Rattenvorder-

wurzelzupfnervpréparat

Experimentelle diagnostische IgG-Patient 1 IgG-Patient 2
Ergebnisse

Paranodal axonale Bindung im v v
Ischiadicuszupfnervpraparat

Autoantikdrpernachweis im

ELISA

Neurofascin-155 v v
Neurofascin-186 v %]
Neurofascin-140 J 1
Dominierende 1gG-Subklassen 19G3 > 1gG2 19G4 > 1gG2
C1g-Bindung im v v
Komplementbindungsassay

Bindung an HEK-Zellen

Neurofascin-155 v v
Neurofascin-186 @

Bindung an cerebelldre murine v

Neurone

Bindung an autonome Typ B v v

Paranodal axonale Bindung im
Ischiadicuszupfnervpraparat
nach Préinkubation

keine Bindung nach Prédinkubation
an Neurofascin-155, abgeschwéchte
paranodal axonale Bindung nach

Prainkubation an Neurofascin-186

keine Bindung nach Prdinkubation
an Neurofascin-155, unverénderte
paranodal axonale Bindung nach

Prainkubation an Neurofascin-186

v/ = positives Ergebnis im jeweiligen Experiment, @ = negatives Ergebnis im jeweiligen Experiment
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4.1.7.1 IgG-Patient 1

IgG-Patient 1 ist ein mannlicher Patient, der im Alter von 71 Jahren an einer CIDP mit
GBS-artigem Beginn erkrankte. Es bestanden internistische Vorerkrankungen unter

anderem ein Diabetes mellitus Typ Il sowie ein normofrequentes VVorhofflimmern

Vor Beginn der Symptomatik sei kein erinnerlicher Infekt aufgetreten. Bei Aufnahme
zeigte sich in der neurologischen Untersuchung eine Tetraparese, eine Areflexie, ein
fraglich positives Babinskizeichen beidseits sowie eine Pallandsthesie an allen
Extremitaten. In der Lumbalpunktion zeigte sich eine zytalbuminare Dissoziation, wobei
es zu einer artifiziellen Blutbeimengung kam. In der Labordiagnostik zeigten sich die
Gangliosid-Autoantikdrper und auch die Campylobacter-jejuni-Serologie negativ. In der
experimentellen Labordiagnostik konnten Neurofascin-155, Neurofascin-186 sowie
Neurofascin-140 Autoantikdrper nachgewiesen werden. In der elektrophysiologischen
Untersuchung waren verlangerte distal motorische Latenzen, verminderte motorische
Amplituden, reduzierte Nervenleitgeschwindigkeiten und ein F-Wellen Verlust auffallig.
In einer Verlaufsuntersuchung zeigten sich in der Elektroneurographie Kkeine
Reizantworten und in der elektromyographischen Untersuchung war pathologische
Spontanaktivitdt mit Fibrillationen sowie positiven scharfen Wellen nachweisbar. In einer
Biopsie des Nervus suralis war eine mittelgradige Neuropathie vom (berwiegend
axonalen Typ ohne entzlndliche Prozesse mit einer obliterierende Mikroangiopathie
endo- und epineuraler Blutgefale nachweisbar und es zeigten sich einzelne erweiterte
Ranviersche Schnirringe. Zur Abklarung einer paraneoplastischen Genese war ein PET-
CT durchgefihrt worden. Hier wurde zundchst ein asymmetrisch gesteigerter
Glukosestoffwechsel mit malignitatsverdachtigem Charakter im Hypopharynx

beschrieben, der in einer Verlaufsuntersuchung nicht mehr nachweisbar war.

Therapeutisch erfolgte direkt bei Aufnahme die Intubation und Beatmung, da der Patient
das Bild einer respiratorischen Globalinsuffizienz bot. Es wurde eine Therapie mit IVIG
uber funf Tage begonnen, worunter die Symptomatik jedoch progredient bis zur
Tetraplegie war und sich auch eine Hirnnervenbeteiligung mit Paresen der Hirnnerven
VI, VIl und der Kkaudalen Hirnnerven ausbildete. Unter folgenden

Plasmapheresetherapien besserten sich die Hirnnervenparesen kurzzeitig.
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Der Patient entwickelte unter der Therapie mehrere Komplikationen. Im Rahmen einer
Lagerung wurde der Patient reanimationspflichtig, wobei unter Reanimation wieder ein
stabiler Kreislauf hergestellt werden konnte. AuBerdem entwickelte der Patient ein
progredientes Nierenversagen, das eine Dialysetherapie erforderlich machte. Weiterhin

kam es wiederholt zu Pneumonien.

Bei Verlegung in die erste Rehabilitationsbehandlung bestanden bei einem wachen
Patienten eine Tetraplegie mit Areflexie und Locked-In-Symptomatik sowie eine
respiratorische Partialinsuffizienz. In der Rehabilitationsklinik kam es erneut zu einem
Kreislaufeinbruch, allerdings am ehesten im Rahmen einer Sepsis mit pneumogenem
Fokus.

Der Patient wurde zur therapeutischen Immunadsorption, wiederholt in die Akutklinik
aufgenommen. Unter Plasmapheresen und Rituximabtherapie kam es zu einer leichten
Besserung, sodass wenig Spontanbewegung der Arme und Finger sowie eine Beatmung
im CPAP-Modus mdglich war. Eine Methylprednisolonpulstherapie fiihrte zu keiner
Besserung. Die folgende Tabelle zeigt wie sich unter den verschiedenen Therapien die
Titer der nachgewiesenen Autoantikorper, die Subklassen und das Bindungsverhalten an

Ischiadicuszupfnerven in den eingesandten Serumproben verhielten.

Tabelle 30: Ubersicht iiber Ergebnisse der experimentellen Diagnostik des 1gG-Patient 1 in zeitlichem
Zusammenhang mit den durchgefiihrten Therapien

Verlauf Therapien in Titer Titer Domi- Bindung im Ischiadicus-
experimentelle zeitlichem NF-155- NF-186- nierende zupfnervpraparat
Diagnostik Zusammenhang | 19G 19G Subklasse
Zwei Monate | nach IVIG einen | 1:4000 1:2000 1gG3 > Bindung am paranodalen
nach Monat zuvor und 19G2 Axon
Erkrankungs- dreimaliger
beginn Plasmapherese

zwei Wochen

zuvor
Drei Monate | dreimalig 1:100 1:100 1gG3 leichte Bindung am
nach Plasmapherese paranodalen Axon
Erkrankungs- einen Monat
beginn zuvor
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Funf Monate | dreimalig 1:1000 1:100 1gG3 Verdiinnung 1:100

nach Immunadsorption ausgepragte Bindung am

Erkrankungs- zwei Monate paranodalen Axon und

beginn zuvor Bindung an Schmidt-
Lanterman-Einkerbungen,
Verdiinnung 1:500 dezente
Bindung am paranodalen
Axon

Sechs  Monate | Rituximabgabe 1:100 1:100 1gG3 ausgepragte Bindung am

nach einen Monat paranodalen Axon und

Erkrankungs- zuvor leichte Bindung an Schmid-

beginn Lanterman-Einkerbungen

Sechs  Monate | vor erneuter 1:100 unter 1gG3 ausgepragte Bindung am

nach Plasmapherese Grenzwert paranodalen Axon

Erkrankungs-

beginn

Sechs ~ Monate | nach dreimaliger | unter unter / Verdiinnung 1:100

nach Plasmapherese Grenzwert | Grenzwert minimale Betonung am

Erkrankungs- paranodalen Axon

beginn Verdinnung 1:500 keine
Bindung im Bereich des
Ranvierschen Schniirringes

Acht Monate 1:200 1:100 1gG3 deutliche Bindung am

nach paranodalen Axon und

Erkrankungsbeg Bindung an Schmid-

inn Lanterman-Einkerbungen

Falls in der Spalte Bindung im Ischiadicuszupfnervpréparat keine Verdinnungen angegeben wurden, beziehen sich

die Ergebnisse sowohl auf die Verdunnung 1:100 als auch auf die Verdiinnung 1:500. NF = Neurofascin

Wie in Tabelle 30 ersichtlich ist, persistierte trotz zeitweise sehr niedriger Titer eine

ausgepragte Bindung am paranodalen Axon und es war auch eine Bindung an den

Schmid-Lanterman-Einkerbungen zu beobachten. Die Abbildung 19 zeigt die Bindung

am paranodalen Axon in einem Serum sechs Monate nach Erkrankungsbeginn, wobei der
Titer im Neurofascin-155-ELISA lediglich 1:100 betragen hatte, auflerdem wird die

Bindung an den Schmid-Lanterman-Einkerbungen in einem Serum acht Monate nach

Erkrankungsbeginn gezeigt.
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A: IgG-Patient 1 sechs Monate
nach EB bei ELISA-Titer 1:100

*
*

B: IgG-Patient 1 acht Monate nach EB
mit Bindung an Schmid-Lantermann-
Einkerbungen

+
_|_

Abbildung 19: Bindungsassay an Ischiadicuszupfnervpréparaten in Verlaufsseren von 1gG-Patient 1

Eine Bindung am paranodalen Axon ist jeweils mit einem Stern (*) markiert. Eine Bindung an die Schmid-Lanterman-
Einkerbungen ist mit einem Plussymbol (+) markiert. EB = Erkrankungsbeginn Der Malstab betragt jeweils 10 pum.

Nachfolgend zeigt Abbildung 20 Bindungsassays mit Seren vor und nach
Plasmapheresetherapien sechs Monate nach Erkrankungsbeginn. Wahrend vor der
Plasmapherese noch eine ausgepréagte Bindung am paranodalen Axon sichtbar war, zeigte
sich mit dem Serum nach der Plasmapherese keine Bindung im Bereich der Ranvierschen
Schnurringe. Somit waren die Autoantikérper im Serum nach Plasmapherese mittels

Bindungsassays an Ischiadicuszupfnerven nicht mehr nachweisbar.
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A: IgG-Patient 1
vor Plasmapherese

B: IgG-Patient 1
nach Plasmapherese

Abbildung 20: Bindungsassays an Ischiadicuszupfnervpréparaten mit Seren vor bzw. nach Plasmapheresetherapien
von IgG-Patient 1

Eine Bindung am paranodalen Axon ist jeweils mit einem Stern (*) markiert. Ein unauffélliger Ranvierscher Schniirring

ohne Bindung ist mit einer Raute (#) markiert. Der Malstab betragt jeweils 10 pm.

Im Verlauf kam es bei IgG-Patient 1 unter rezidivierenden Pneumonien zu einer
zunehmenden Beliftungsstdrung mit steigenden Entzindungswerten, die auch auf
wiederholte antibiotische Therapien nicht ansprachen. Der Patient entwickelte letztlich

im Rahmen einer Sepsis eine ausgepragte Hypotonie, woraufhin er verstarb.

113



4.1.7.2 1gG-Patient 2

IgG-Patient 2 ist ein mannlicher Patient, der seit dem Alter von 25 Jahren an einer CIDP
mit GBS-artigem Beginn leidet. An Begleiterkrankungen bestanden bei

Erkrankungsbeginn eine arterielle Hypertonie sowie eine depressive Episode.

Die Symptomatik habe nach einem Auslandsaufenthalt mit Missempfindungen in den
Beinen begonnen. Im Verlauf der folgenden drei Monate entwickelten sich zunédchst
distale und dann auch proximale Paresen sowie eine Gangunsicherheit. In der klinisch-
neurologischen Untersuchung fanden sich ein sehr unsicheres Gangbild, Paresen der
Beine mit Kraftgraden 4/5 sowie eine Sensibilitatsstorung beider Unterschenkel. In der
damals durchgefiihrten Liquordiagnostik bot sich das Bild einer zytalbumindren
Dissoziation. Labordiagnostisch fanden sich Hinweise auf eine ausgeheilte Hepatitis-B-
Virus-Infektion. In der initialen elektroneurographischen Untersuchung bestanden
Hinweise auf eine Demyelinisierung mit verlangerten distal motorischen Latenzen,
verlangsamten Nervenleitgeschwindigkeiten sowie nicht abgrenzbaren F-Wellen.
Daraufhin wurde zundchst die Verdachtsdiagnose eines GBS gestellt und eine flinftagige
Therapie mit IVIG begonnen. Die Symptomatik besserte sich kurzzeitig, verschlechterte
sich jedoch dann so ausgepréagt, dass der Patient nur noch mit Hilfe eines Rollator
gehfahig war. Nach erneuter elektrophysiologischer Untersuchung wurde die Diagnose
einer CIDP gestellt.

Trotz regelméRiger 1VIG-Gaben verschlechterte sich die Symptomatik. Der Patient
beklagte zunehmend schmerzhafte Dyséasthesien. Es trat ein ausgepragtes End-of-Dose-
Ph&nomen auf, sodass das Applikationsintervall zundchst von sechs auf vier Wochen und

letztlich auf drei Wochen verkiirzt wurde.

Zwei Jahre nach Erkrankungsbeginn verschlechterte sich die Symptomatik deutlich,
sodass der Patient zeitweise auf einen Rollstuhl angewiesen war. AulRerdem auffallig
waren ein ausgepragter Intentionstremor sowie eine neu aufgetretene autonome Stérung
mit Hyperhidrose, Pollakisurie, verénderter Hautfarbe, Blutdruckschwankungen und
einer ausgepréagten orthostatischen Hypotension, die auch zu einer orthostatischen
Synkope fiihrte. Die Schmerzen in der unteren Extremitdt gab der Patient in einer

Intensitat von 7/10 auf der nummerischen Rating-Skala an.
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In der dann durchgefihrten neurologischen Untersuchung zeigte sich ein sehr unsicheres
Gangbild mit Steppergang beidseits bei einem am Rollator gehfédhigen Patienten. Es
waren eine distale Schwéche bis zur Plegie, Atrophien der Unterschenkel , eine Areflexie,
ein starker Intentionstremor sowie pseudoathetotische Bewegungen der Hande aufféllig.
In der Untersuchung der Sensibilitat gab der Patient strumpf- sowie handschuhférmige
Hypasthesien bis zur Ané&sthesie an den FuBsohlen, sowie eine strumpfformige
Hyperalgesie beidseitig an. AuBerdem wurden auffallend kalte FiRe dokumentiert.
Elektrophysiologisch waren in der unteren Extremitat keine Reizantworten ableitbar und
im N. ulnaris fand sich ein mdglicher Leitungsblock. In der experimentellen Diagnostik
lieBen sich Neurofascin-155-1gG-Autoantikdrper mit einem Titer von 1:6000

uberwiegend der Subklassen 1gG4 und 1gG2 nachweisen.

Als Eskalationstherapie wurde eine Therapie mit Plasmapheresen Gber finf Tage sowie
einer anschlieBenden Gabe von Rituximab eingeleitet. Der Patient entwickelte in
zeitlichem Zusammenhang mit der Rituximabgabe Arzneimittexantheme, sodass die
Verabreichung teilweise verschoben oder unterbrochen werden mussten. Der Patient
bemerkte nach der Rituximabgabe nur eine diskrete Besserung seines Tremors sowie ein

Ausbleiben des End-of-Dose-Phanomen nach der Gabe von IVIG.

Insgesamt verbesserte sich die Symptomatik in den folgenden Monaten nur leichtgradig.
In einem dann erneut eingesandten Serum waren Neurofascin-155-Autoantikdrper mit
einem Titer von 1:10.000 nachweisbar (Titerbestimmung von Bianca Fiebig
durchgefinhrt).

4.2 Neurofascin-IgM-Autoantikorper

Nachdem in den vorausgehenden Kapiteln auf die Ergebnisse bezliglich der Neurofascin-
IgG-Autoantikorper eingegangen wurde, werden im Folgenden die Ergebnisse beztiglich
der Neurofascin-155-IgM-Autoantikorper dargestellt. Teilweise wurden die Ergebnisse,
die im Rahmen dieser Promotion gesammelt wurden, bereits verdffentlicht (Doppler et
al., 2018).
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4.2.1 Testung auf IgM-Autoantikorper mittels ELISA

Fur die Detektion (para-)nodaler IgM-Autoantikérper wurden ELISA Untersuchungen
durchgefuhrt. Alle Patientinnen, die eine zu einer (Para-)nodopathie passende klinische
Symptomatik zeigten, wurden mittels ELISA auf Neurofascin-155-1gM Autoantikorper
(n=223) sowie auf Contactin-1-IgM-Autoantikdrper (n=233) untersucht. Da wir ein nicht
kommerziell verfligbares Neurofascin-186-Protein verwendeten, das nur beschrénkt
verfugbar war, konnten nur Patientlnnen mit schwerer Symptomatik sowie alle
Patientlnnen mit nachgewiesenen Neurofascin-155-1IgM  Autoantikdrpern — auf

Neurofascin-186-1gM-Autoantikorper untersucht werden (n=54).

4.2.1.1 Nachweis von Neurofascin-155-IgM-Autoantikorpern bei drei

Patientlnnen

Fur Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrper lag der Grenzwert der optischen Dichte bei
0,428. Drei der Patientlnnen aus dem getesteten Patientinnenkollektiv zeigten eine
optische Dichte, die deutlich tiber dem Grenzwert lag. Die Patienten mit Neurofascin-
155-1gM-Autoantikérpernachweis  werden im Folgenden als IgM-Patientinnen
bezeichnet. IgM-Patient 1 ist ein CIDP-Patient, dessen Serum im Neurofascin-155-1gM
ELISA eine optische Dichte von 0,984 aufwies. IgM-Patient 2 ist ein Patient bei dem der
klinische Verdacht auf eine CIDP ohne Erfiillung der INCAT-Diagnosekriterien bestand.
Das Serum des Patienten 2 wurde zugesandt und die optische Dichte im Neurofascin-
155-1gM ELISA lag bei 0,826. IgM-Patientin 3 ist eine Patientin mit sensomotorischer
Polyneuropathie, deren Serum im Neurofascin-155-1gM ELISA eine optische Dichte von
0,671 aufwies. Vorausgegangene Serumproben von IgM-Patientin 3 waren bereits im
Rahmen der Promotion von Dr. Luise Appeltshauser getestet worden und zeigten auch
zweieinhalb Jahre vor der Durchfuhrung dieser Arbeit bereits erhdhte optische Dichten
bei der Testung auf Neurofascin-155-IgM-Autoantikorper. Abbildung 21 zeigt die
optischen Dichten fur alle im Neurofascin-155-1gM ELISA getesteten Patientinnen und

Kontrollen.
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Abbildung 21: Streudiagramm Neurofascin-155-IgM ELISA

Auf der x-Achse sind die Patientinnengruppen und auf der y-Achse die einzelnen optischen Dichten (=OD) der
Patientlnnen und Kontrollen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert flir ein positives Ergebnis, das bei
einer optischen Dichte von 0,428 liegt. Ein CIDP-Patient aus Wiirzburg, ein auswartiger Patient mit V.a. CIDP und

eine Patientin mit einer anderen Form einer PNP zeigten eine tber den Grenzwert erhdhte optische Dichte.

Neben den drei PatientInnen, bei denen im Rahmen dieser Promotionsarbeit Neurofascin-
155-IgM-Autoantikorper detektiert wurden, wurden durch Dr. Luise Appeltshauser zwei
weitere Patienten mit Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern mittels ELISA identifiziert.
Es handelt sich um einen ménnlichen GBS-Patienten mit Erkrankungsbeginn im Alter
von 42 Jahren, der im Folgenden als IgM-Patient 4 bezeichnet wird, und einen CIDP-
Patienten mit Erkrankungsbeginn im Alter von 40 Jahren und langjahrigem Verlauf, der
als IgM-Patient 5 bezeichnet wird. Alle weiteren Experimente beziglich Neurofascin-
155-1gM-Autoantikérpern wurden somit die Seren von insgesamt funf Patientlnnen mit

Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern verwendet.
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4.2.1.2 Kein Nachweis von Neurofascin-186- und Contactin-1-IgM-

Autoantikérpern

Fiir Neurofascin-186-IgM-Autoantikorper lag der Grenzwert bei einer optischen Dichte
von 0,175. Die optischen Dichten fiir Neurofascin-186-IgM aller getesteten Patientlnnen
lagen unter dem Grenzwert, sodass bei keinem der getesteten PatientInnen Neurofascin-

186-IgM-Autoantikérper nachgewiesen werden konnten (siehe Abbildung 22).

Neurofascin-186-IgM
1.5=

1.0+

oD

0.5=

Grenzwert = 0,175

Abbildung 22: Streudiagramm Neurofascin-186-IgM ELISA

Auf der x-Achse sind die PatientInnengruppen und auf der y-Achse die einzelnen optischen Dichten (=OD) der
PatientInnen und Kontrollen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert fiir ein positives Ergebnis, das bei

einer optischen Dichte von 0,175 liegt. Keiner der PatientInnen zeigte eine iiber den Grenzwert erhhte optische Dichte
Fiir Contactin-1-IgM-Autoantikorper lag der Grenzwert bei einer optischen Dichte von
0,228. Eine auswirtige Patientin zeigte einen mit 0,314 leicht iiber den Grenzwert erhchte
optische Dichte, was wir auf Grund der nur leichten Erhohung als unspezifisch werteten.

Abbildung 23 zeigt die optischen Dichten aller auf Contactin-1-IgM-Autoantikorper

getesteten PatientInnen und Kontrollen.

118



Abbildung 23: Streudiagramm Contactin-1-gM ELISA

Auf der x-Achse sind die Patientinnengruppen und auf der y-Achse die einzelnen optischen Dichten (=OD) der
Patientinnen und Kontrollen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert flr ein positives Ergebnis, das bei
einer optischen Dichte von 0,228 liegt. Die Erhéhung der optischen Dichte auf 0,314 einer Patientin mit V.a. CIDP

werteten wir als unspezifisch.
4.2.2 Bestimmung des Neurofascin-155-IgM-Autoantikorpertiters
mittels ELISA

Um den Titer der Autoantikdrper zu bestimmen, wurden verschiedene Verdinnungen des

Serums der PatientInnen getestet. Der Titer ergab sich aus der hdchsten Verdinnung, bei

der die optische Dichte im ELISA Uber dem Grenzwert lag. Die Titer der Patientinnen

lagen zwischen 1:100-1:400. Die jeweiligen Titer der Patienten sind in der folgenden
Tabelle 31 dargestellt.

Tabelle 31: Titer der Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern

Patientlnnen

IgM-Patient 1

IgM-Patient 2

IgM-Patientin 3

IgM-Patient 4

IgM-Patient 5

Titer

1:400

1:200

1:100

1:100

1:100
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4.2.3 Nachweis der Spezifitat von Neurofascin-155-IgM-
Autoantikorpern durch Prainkubation an ELISA-Platten

Um die Spezifitat der Neurofascin-155-IgM-Autoantikérper nachzuweisen, wurden die
Seren der IgM-Patientlnnen an ELISA-Platten prainkubiert, die zuvor entweder muit
Neurofascin-155-Protein oder mit Contactin-1-Protein beschichtet worden waren. Bei
den Seren aller PatientInnen mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikorpern zeigte sich nach
der Prainkubation an mit Neurofascin-155-Protein beschichteten Platten ein deutlicher
Abfall der optischen Dichte im Neurofascin-155-IgM-ELISA.War das Serum hingegen
an mit Contactin-1-Protein beschichteten Platten prainkubiert worden, zeigten sich fiir
die optische Dichte vergleichbare Werte wie bei nicht priainkubiertem Serum. Auch fiir
gesunde Kontrollen wurden diese Priinkubationen durchgefiihrt. Die optische Dichte
zeigte bei den Kontrollen jeweils nahezu identische Werte, unabhingig ob natives oder
an Contactin-1- bzw. Neurofascin-155-Protein prainkubiertes Serum verwendet worden
war. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass die Neurofascin-155-IgM
Autoantikorper spezifisch an Neurofascin-155-Protein binden. In der folgenden
Abbildung 24 sind die jeweiligen optischen Dichten im Neurofascin-155-IgM ELISA
dargestellt.

Prainkubation von Seren
mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikérpern
an ELISA Platten
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Abbildung 24: Prdinkubation von Seren mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikérpern an ELISA Platten
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Auf der x-Achse sind die einzelnen Patientlnnen mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrpern sowie eine gesunde
Kontrolle dargestellt. Auf der y-Achse sind die jeweiligen optischen Dichten im Neurofascin-155-1gM-ELISA
abgebildet. Die roten Punkte reprasentieren nicht prainkubiertes Serum. Bei den orangen Werten wurde das Serum an
mit Contactin-1-Protein beschichteten Platten, bei den blauen Werten an mit Neurofascin-155-Protein beschichteten

Platten prainkubiert.

4.2.4 Bestatigung der Neurofascin-155-IgM-Autoantikorper mittels
Western Blot

Western Blots wurden eingesetzt, um Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrper zu
bestatigen, die zuvor bereits im ELISA nachgewiesen worden waren. Neben den Seren
von Patientlnnen, bei denen im Neurofascin-155-IgM ELISA Autoantikdrper
nachgewiesen worden waren, wurde auch das Serum von zwei gesunden

Kontrollpersonen getestet.

Als Positivkontrolle wurde ein kommerzieller polyklonaler Neurofascin-Autoantikdrper
eingesetzt, der unter anderem bei 155 kDa eine deutliche Bande zeigte. Als
Negativkontrolle wurden die verwendeten Sekundérantikorper jeweils separat getestet,
wobei sich bei diesen jeweils keine spezifische Bande zeigte, womit das unspezifische
Vorhandensein von Banden auf Grund der Sekundarantikdrper ausgeschlossen werden
konnte. Bei den gesunden Kontrollen zeigte sich ebenfalls keine spezifische Bande,
sondern lediglich etwas Hintergrundfarbung. Bei den IgM-Patienten 1,2, 4 und 5 zeigte
sich eine deutliche und reproduzierbare Bande bei 155 kDa, was das VVorhandensein von
Neurofascin-155-1gM-Autoantikorpern bestatigte. Bei IgM-Patientin 3 zeigte sich die
Bande bei 155 kDa nur angedeutet. Wir flihrten diese weniger sichtbare Bande auf die
geringe Konzentration von Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern im Serum der IgM-
Patientin 3 zurick, da IgM-Patientin 3 auch im ELISA die niedrigste optische Dichte
verglichen mit den anderen IgM-Patienten zeigte. Abbildung 25 zeigt die Testung im
Western Blot.
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Abbildung 25: Western Blot zum Nachweis von Neurofascin-155-1gM-Autoantikrpern

Unter jeder Spur ist angegeben, welches Serum bzw. was als Positiv- oder Negativkontrolle eingesetzt wurde. Die
Proteinleiter stellt das Proteingewicht in kDa dar. Bei den IgM-Patienten 1,2,4 und 5 ist eine spezifische Bande bei
155 kDa zu sehen. Der polyklonale Neurofascin Antikorper der als Positivkontrolle eingesetzt wurde, zeigt mehrere
Banden, eine von diesen liegt bei 155 kDa.
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4.2.5 Keine C1g-Bindung im ELISA-basierten

Komplementbindungsassay

Es wurden ELISA-basierte C1g-Komplementbindungsassays mit den Seren aller IgM-
Patientlnnen sowie mit den Seren gesunder Kontrollpersonen durchgefiihrt. Es wurden
jeweils mit Neurofascin-155- bzw. mit Contactin-1-Protein beschichtete Platten
eingesetzt. Als Positivkontrolle diente ein Patient mit hochtitrig nachgewiesenen
Neurofascin-lgG-Autoantikorpern. Die Positivkontrolle zeigte im
Komplementbindungsassay an mit Neurofascin-155 beschichteten Platten eine
ausgepragte C1g-Bindung. Die optischen Dichten der IgM-PatientInnen zeigten sich im
Vergleich zu den optischen Dichten von gesunden Kontrollpersonen nicht erhéht. Fir die
Patientlnnen, in deren Serum Neurofascin-155-IgM AutoantikOrper nachgewiesen
worden waren, lieR sich somit keine Komplementbindung nachweisen. Wir flhrten dies

auf die niedrigen Titer unserer PatientInnen zurtick.

4.2.6 Klinisches Bild und Therapieansprechen von PatientInnen mit
Neurofascin-IgM-Autoantikérpern
Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber die Patientinnen mit Neurofascin-

155-1gM-Autoantikorpern.

Tabelle 32: Uberblick tiber allgemeine Daten der Patientinnen mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikérpern

Allgemeine Daten IgM-Patient IgM-Patient IgM-Patientin | IgM-Patient IgM-Patient
1 2 3 4 5

Diagnose CIDP V.a. CIDP V.a. CIDP GBS CIDP

Erflllung der v nein nein / /7

INCAT-Kriterien

Geschlecht 3 3 ? 3 3

Alter bei 37 76 22 42 40

Erkrankungsbeginn
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Tabelle 33: Uberblick tiber klinische Aspekte der Patientlnnen mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrpern

Klinische IgM-Patient IgM-Patient IgM-Patientin | IgM-Patient IgM-Patient
Aspekte 1 2 3 4 5
Zeitlicher 14} 10} Exazerbation respiratorischer | @
Zusammenhang wahrend Infekt zwei
mit Infektion Infekten Wochen zuvor
Klinik distal betonte distal betonte distal betonte schwere distal betonte
Motorisch Tetraparese, Tetraparese, Tetraparese, Tetraparese, Tetraparese,
Areflexie, Muskelatrophie, Areflexie Muskelatrophie,
rollstuhl- Faszikulationen Faszikulationen
pflichtig
Sensibel aufsteigende distale distale Hypésthesie, distale
Hyp- und Hypasthesie, Hypésthesie, neuropathische | Hypésthesie (20
Dysésthesie, neuropathische neuropathische | Schmerzen Jahre nach Er-
neuropathische | Schmerzen Schmerzen krankungs-
Schmerzen beginn)
Weiteres invalidisierende | sensible Ataxie | Urin- Beatmungs- /
sensible Ataxie inkontinenz pflichtigkeit,
autonome
Dysfunktion
Tremor Aktions- und rechtshetonter @ Ruhe- und Haltetremor
Haltetremor Intentions- Haltetremor
tremor (ein Jahr nach
akuter
Erkrankung)
Beginn akut chronisch akut akut chronisch
Krankheits- schubférmig langsam schubférmig monophasisch | langsam fort-
verlauf mit fortschreitend mit Erholung schreitend

vollstandiger

Erholung

Tabelle 34: Uberblick tiber elektroneuro- sowie elektromyographische Untersuchungsergebnisse der Patientlnnen
mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrpern

Elektrophysiologische IgM-Patient | IgM-Patient | IgM- IgM-Patient | IgM-Patient
Untersuchungsergebnisse | 1 2 Patientin 3 4 5

N. suralis I RA I RA @ RA
Amplitude ! TN

NLG > —
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N. tibialis (m) D RA
Amplitude WH W l W
DML N « 1l mm
NLG H « A !
F-Wellen-Latenz @ F-Wellen ! @ F-Wellen @ F-Wellen
N. peroneus (m) / /
Amplitude W H !
DML 111 - o
NLG W l A
F-Wellen-Latenz @ F-Wellen @ F-Wellen /
N. medianus (m)
Amplitude W H « H W
DML mm T « mm «
NLG > > — ! !
F-Wellen-Latenz @ F-Wellen @ F-Wellen 70 % F- "M -
Wellen
Persistenz
N. medianus (s) O RA @ RA
Amplitude ) « )
NLG ! o I
N. ulnaris (m) / /
Amplitude A 1 1
DML 1 o o
NLG > — -
F-Wellen-Latenz ™" 1 @ F-Wellen
N. ulnaris (s) / /
Amplitude m I Ll
NLG ! ! l
Elektromyographie Spontan- Spontan- Spontan- Spontan- Spontan-
aktivitat aktivitét bei aktivitét aktivitat aktivitét
Erkrankungs-
beginn

Werte groftenteils aus Publikation entnommen (Doppler, Stengel et al. 2018))

N. = Nervus, m = motorisch, s = sensibel, NLG = Nervenleitgeschwindigkeit, DML = distal motorische Latenz, RA =
Reizantwort, < = normwertig, | = um bis zu 25 % des Normalwertes vermindert, || = um bis zu 50 % des
Normalwertes vermindert, ||| = um bis zu 75 % des Normalwertes vermindert, |||/ = um uUber 75 % des
Normalwertes vermindert, 1 = auf bis zu 125 % des Normwertes verlangert, 11 = auf bis zu 150 % des Normwertes

verlangert, 111 = auf bis zu 175 % des Normwertes verlingert, 1111 = auf iiber 175 % des Normwertes erhiht,

/ = keine elektrophysiologische Untersuchung dieses Nerven bzw. keine Angabe dieser Werte
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Tabelle 35: Uberblick tiber invasive Untersuchungsergebnisse der Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM-

Autoantikdrpern

der Ranvierschen

Schnirringe)

Suralisbiopsie)

Suralisbiopsie)

Invasive Diagnostik IgM-Patient IgM-Patient IgM-Patientin | IgM-Patient IgM-Patient
1 2 3 4 5
Liquordiagnostik zytalbumindre | zytalbumindre | unauffallig unaufféllig leichte
Dissoziation Dissoziation zytalbuminare
Dissoziation
Zellzahl 6 /ul 2/ul 2 /ul 3/ul 1/ul
Eiweil3 741 mg/dl 103,9 mg/di 31 mg/dl 37 mg/dl 58 mg/dl
Biopsie Nervus- mittelgradig geringgradig mittelgradig / gemischt de-
suralis axonal axonal axonal myelinisierend
Schéadigungsmuster und
hochgradig
axonal
Entzundliche Aktivitat | V.a. @ V.a. / vaskulitische
vaskulitische vaskulitische Infiltrate
Komponente Komponente
Hautbiopsie des 4,9 mm (]) / 8,9 mm (<) 5,6 mm (|) /
Unterschenkels
Intraepidermale
Nervenfaserdichte
(Para-)nodale unauffallig / unauffallig unaufallig /
Architektur (frisch (frisch (myelinisierte
(Darstellung CASPR; gezupfte gezupfte Fasern einer
Neurofascin, Nervenfasern Nervenfasern Hautbiopsie)
Natriumkanéle, L&nge | einer einer

| = leichte Reduktion, <» = normwertig, / = nicht durchgefiihrt
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Tabelle 36: Uberblick tiber experimentelle diagnostische Ergebnisse der Patientlnnen mit Neurofascin-155-IgM-
Autoantikdrpern

Experimentelle IgM-Patient IgM-Patient IgM-Patientin | IgM-Patient IgM-Patient

diagnostische 1 2 3 4 5

Ergebnisse

Autoantikdrpertiter 1:400 1:200 1:100 1:100 1:100

Autoantikdrper- @ Autoanti- / 1:100 in @ Autoanti- in

nachweis im Verlauf korper- mehreren kérper- Verlaufsserum
Nachweis Proben tber Nachweis nach 8 Jahren
bei Klinisch drei Jahre bei Klinischer | weiterhin
vollstandiger Besserung nachweisbar
Erholung

Autoantikdrper- positiv positiv negativ positiv positiv

Nachweis im Western

Blot

Tabelle 37: Uberblick tiber therapeutisches Ansprechen der Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM-Autoantikérpern

Therapie- IgM-Patient IgM-Patient IgM-Patientin IgM-Patient IgM-Patient
ansprechen 1 2 3 4 5
Glukokortiko- geringe / @ Effekt / @ Effekt
steroide Besserung
IVIG @ Effekt geringe langsame Verschlechterung | geringe
Besserung Besserung nach Ende der Besserung
Therapie
Plasmapherese sehr gutes / sehr gutes gutes
Ansprechen Ansprechen mit Ansprechen
vollstandiger
Erholung
Rituximab sehr gutes / /
Ansprechen und
Erhalt der
vollstandigen
Erholung

Nachfolgend wird an dieser Stelle ein kurzer zusammenfassender Uberblick gegeben,

bevor in den folgenden Kapiteln auf die einzelnen Verldufe der IgM-Patientinnen

eingegangen wird.
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Neurofascin-155-1gM-AutoantikOrper waren bei einem Patienten mit GBS sowie bei vier
Patientinnen mit CIDP nachweisbar, wobei nur zwei der vier CIDP-Patientinnen die
INCAT-Diagnosekriterien erfullten. An gemeinsamen Symtomen traten eine distal
betonte Tetraparese (5/5), neuropathische Schmerzen (4/5) und ein Tremor auf (4/5). Die
IgM-Patienten 1 und 4 zeigten eine Remission der Erkrankung, wobei die Neurofascin-
155-IgM-Autoantikorper dann nicht mehr nachweisbar waren. Bei IgM-Patientin 3
verbesserte sich die Erkrankung unter 1VIG-Therapie zunéchst kaum und Neurofascin-
155-1gM-Autoantikérper waren in mehreren Serumproben Uber drei Jahre hinweg
nachweisbar. Als sich IgM-Patientin 3 deutlich besserte und die IVIG-Therapie pausiert
werden konnte, wurde leider kein Verlaufsserum zur Testung auf Neurofascin-155-1gM-
Autoantikorper eingesandt. Bei IgM-Patient 2 wurde ebenfalls keine Verlaufsprobe
eingesandt. IgM-Patient 5 zeigte einen chronisch progredienten Verlauf und die
Neurofascin-155-1gM Autoantikdrper waren sowohl 2012 als auch in einer Verlaufsprobe
von 2020 nachweisbar (der Verlaufswert wurde zu diagnostischen Zwecken durch

Katharina Starz erhoben).

4.2.6.1 IgM-Patient 1

IgM-Patient 1 ist ein mannlicher Patient, bei dem im Alter von 37 Jahren eine CIDP
auftrat. An Vorerkrankungen bestanden bei Erkrankungsbeginn eine arterielle

Hypertonie, eine Migrane sowie ein lumbosakraler Bandscheibenvorfall.

Die Erkrankung manifestierte sich zundchst mit rasch aufsteigenden Kribbelparasthesien
der Extremitaten, Ricken- und Kopfschmerzen sowie Probleme beim Gehen mit
wiederholtem Stolpern. In der neurologischen Untersuchung fand sich eine Ful3heber-
sowie Fulisenkerparese beidseits sowie eine rechtsseitige Okulomotorius- und
Fazialisparese. In der Liquordiagnostik zeigte sich eine zytalbuminére Dissoziation. Bei
V.a. Miller-Fisher Syndrom wurde eine Therapie mit IVIG eingeleitet. In der
anschliefenden Rehabilitationsbehandlung erholte sich der Patient so weit, dass er

Treppen steigen konnte und eine berufliche Wiedereingliederung geplant wurde.

Wenige Tage nach Entlassung aus der Rehaklinik kam es allerdings zu einer erneuten
Verschlechterung mit Problemen beim Laufen und Kribbelparésthesien. Bei einer
leichten sensomotorischen Tetraparese sowie zytalbumindrer Dissoziation wurden

Cortison sowie IVIG verabreicht, die zu keiner Besserung fiihrten. Im Verlauf war der
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Patient nicht mehr eigenstandig gangfahig und auf einen Rollstuhl angewiesen. In der
neurologischen Untersuchung zeigte sich dann eine Tetraparese, ein breitbasiger
unsicherer  Stand, nicht durchfihrbare = Gangprufungen, eine  Areflexie,
Sensibilitatsstérungen an allen Extremitdaten mit Hyp- Par- sowie Dysésthesien, ein
Aktions-sowie Haltetremor und eine ausgepragte sensible Ataxie, die als invalidisierend
beschrieben wurde.

In der umfassenden Labordiagnostik, die auch Serum- sowie Proteinelektrophorese und
Immunfixation umfasste, fand sich ein leicht erhéhter ANA-Titer und grenzwertig
erhdhte Anti-SSA (Ro). In der experimentellen Diagnostik auf (para-)nodale
Autoantikorper zeigten sich (ber den Grenzwert erhéhte optische Dichten fir
Neurofascin-155-IgM-Autoantikorper. In den elektrophysiologischen Untersuchungen
waren  massiv  verlangerte  distal  motorische  Latenzen,  verlangsamte
Nervenleitgeschwindigkeiten sowie eine Verminderung der Amplituden auffallig. In der
durchgefuhrten Biopsie des Nervus suralis wurden eine mittelgradige axonale
Neuropathie und vermehrt T-Zellen im Bereich der epineuralen Gefdlle sowie ein
inhomogener Faserverlust nachgewiesen, was als Hinweis auf eine vaskulitische
Komponente gewertet wurde. In einem auf Grund eines intermittierenden Schleiersehens
durchgefuhrten ophtalmologischen Konsil wurde die Diagnose einer rechtsseitigen
Papillenschwellung gestellt. Eine daraufhin durchgefiihrte kranielle Bildgebung mittels
MRT ergab keine Auffalligkeiten.

Therapeutisch erfolgten sechs Zyklen Plasmapherese, woraufhin sich die Symptomatik
des Patienten deutlich besserte. AuRerdem wurde kurz vor Entlassung eine Therapie mit
Rituximab begonnen, um einem erneuten Rezidiv vorzubeugen. Bei Entlassung
bestanden  lediglich  leichtgradige = Paresen  der  Fingerspreizer und die
Sensibilitatsstérungen waren auf Fingerspitzen und FuRballen beschrankt.

Im Verlauf der folgenden Monate verbesserte sich sowohl klinisch als auch
elektrophysiologisch deutlich, Ubte erneut seinen handwerklichen Beruf aus und gab an
im Alltag uneingeschrénkt leistungsfahig zu sein. Um diesen Therapieerfolg zu

stabilisieren erfolgte eine Erhaltungstherapie mit Rituximab.
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Die Neurofascin-155-IgM-Autoantikorper, die wihrend der akuten Krankheitsphase
nachweisbar gewesen waren, waren bei dem symptomfreien Patienten dann nicht mehr

detektierbar, was auch in Abbildung 26 veranschaulicht ist.

Verlauf IgM-Patient 1
1.5+

1.0

oD

Grenzwert = 0,428

Abbildung 26: Neurofascin-155-IgM-ELISA Verlaufswerte von IgM-Patient 1

Auf der x-Achse sind zwei Verlaufswerte des Patienten abgebildet. Links wurde das Serum wéiihrend der akuten Phase
seiner Erkrankung getestet. Der rechte Wert wurde erhoben, als sich der Patient nach Plasmapherese sowie
Rituximabtherapie in Remission befand. Auf der y-Achse die jeweiligen optischen Dichten (=OD) im Neurofascin-155-
IgM ELISA dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt den Grenzwert fiir ein positives Ergebnis, das bei einer optischen
Dichte von 0,428 liegt.

4.2.6.2 IgM-Patient 2

IgM-Patient 2 ist ein mannlicher Patient mit der klinischen Diagnose einer CIDP, wobei
die INCAT-Diagnosekriterien nicht erfiillt waren. Bei Einsendung des Serums war der

Patient 76 Jahre alt, das Alter bei Erstdiagnose betrug circa 65 Jahre.

An weiteren neurologischen Vorerkrankungen litt der Patient an einer Claudicatio
spinalis Symptomatik, die mittels einer Duralsackkompression chirurgisch behandelt

worden war, und einem Restless-Legs-Syndrom.
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Der Patient beklagte eine progrediente Schwéche der Beine und Arme sowie
einschieRende Krampfe der Beine. Durch eine Unsicherheit beim Gehen kam es zu
wiederholten Stiirzen. Der Patient gab ein Taubheitsgefiihl der FiRe und
belastungsabhéngige Schmerzen der Arme mit stechendem, brennenden Charakter in
einer Schmerzintensitat von 4-9/10 auf der nummerischen Rating-Skala an. Bereits seit
mehreren Jahren war dem Patienten ein rechtsbetonter Intensionstremor aufgefallen. Die
Symptomatik habe sich insgesamt deutlich verschlimmert, sodass der Patient seine

Gartenarbeit habe aufgeben mussen.

In der neurologischen Untersuchung waren distal- links- und beinbetonte Paresen,
Myokomien und Faszikulationen an Unterarmen sowie Oberschenkeln und aullerdem
Atrophien der Thenar- sowie der Unterschenkelmuskulatur auffallig. An der oberen
Extremitat zeigte sich eine Hypo- und an der unteren Extremitit eine Areflexie.
AuRerdem bestand eine Sensibilitatsstorung mit Hypéasthesie sowie Pallhypésthesie der
Beine. Der Stand war sehr unsicher mit einer Fallneigung nach hinten bei geschlossenen
Augen. In den laborchemischen Untersuchungen zeigte sich ein latenter Mangel an
Vitamin B12, woraufhin eine Substitutionstherapie begonnen wurde. In der
elektroneurographischen Untersuchung waren verléngerte distal motorische Latenzen,
verzogerte F-Wellen, verminderte Nervenleitgeschwindigkeiten und eine Verminderung
sowohl von motorischer als auch von sensibler Amplitude aufgefallen. In der
Liquordiagnostik bot sich das Bild einer deutlichen zytalbumindaren Dissoziation. In einer
Biopsie des Nervus suralis war eine axonalen Schadigung und kein sicherer Anhalt fir

eine entzindliche Genese gefunden worden.

Es wurde zur Behandlung der CIDP eine Therapie mit IVIG durchgefihrt. In den
zugesandten Briefen waren insgesamt 27 Zyklen dokumentiert worden. Der Patient gab
an, dass sich die Symptomatik nach der Therapie initial bessere, dann aber wieder eine

Verschlechterung erfolge. Insgesamt sei der Verlauf langsam progredient.

4.2.6.3 IgM-Patientin 3

Bei IgM-Patientin 3 bestand klinisch der Verdacht auf eine CIDP ohne Erflllung der
INCAT-Diagnosekriterien.
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Die Patientin berichtete initial von brennenden sowie stechenden Schmerzen in einer
Intensitat von bis zu 9/10 auf der nummerischen Ratingskala, einer Kraftminderung der
Beine und einer Urgesymptomatik mit plétzlichem Harndrang. Anamnestisch auffallig
war, dass die Patientin vor Entwicklung der Symptomatik im Rahmen einer Diéat 25 kg

Kdrpergewicht abgenommen habe.

Im neurologischen Untersuchungsbefund fanden sich Sensibilitatsstorungen mit
Hypasthesien an allen Extremitdten und einer Hyperalgesie an den Oberschenkeln
Motorisch auffallig waren Krallenzehen und Hohlfli3e sowie eine leichtgradige distal
betonte Tetraparese. Erschwerte Gangprifungen sowie einbeiniges Hiupfen waren nicht
mdoglich. Die Untersuchungsbedingungen waren erschwert und es wurde wiederholt ein
Give-Way-Ph&nomen sowie Wechselinnervation dokumentiert. Die Liquordiagnostik bot
ein unauffalliges Bild. In der elektromyographischen Untersuchung fand sich ausgepréagte
Spontanaktivitdt in den Arm- sowie Beinmuskeln. In der elektroneurographischen
Untersuchung waren die Amplituden leicht vermindert. In der durchgefiihrten Biopsie
des Nervus suralis war eine mittel- bis hochgradigen akute axonalen Neuropathie mit
inhomogenem Faserverlust sowie etwas vermehrten Entziindungszellen an den
epineuralen Gefallen vereinbar mit einer vaskulitischen Komponente nachweisbar. In der
ebenfalls durchgefiihrten Biopsie des Musculus vastus medialis zeigte sich eine
leichtgradige neurogene Atrophie. In den durchgefuhrten Hautbiopsien an Unter- sowie
Oberschenkel fand sich eine normale Nervenfaserdichte.

Im Verlauf fiel laborchemisch ein niedrig normaler Spiegel der Vitamine B6 sowie B12
auf, woraufhin eine Substitutionstherapie fir beide Vitamine begonnen wurde.
Zweimalige Glukokortikosteroidpulstherapien fihrten zu keiner Besserung, woraufhin

wiederholt Therapien mit IVIG durchgefthrt wurden.

Zeitweise war die Patientin auf einen Rollstuhl angewiesen oder bendétigte Hilfe beim
Ankleiden. Die neuropathischen Schmerzen erreichten teilweise Werte von 10/10 auf der
nummerischen Ratingskala. Im Verlauf berichtete die Patientin von einer Zunahme der

Beschwerden nach grippalen Infekten sowie bei Kalte.

Unter IVIG-Therapie kam es zu einer leichten Besserung. Bei dem Versuch die IVIG-
Dosis zu reduzieren kam es allerdings zu einer deutlichen Verschlechterung, sodass die
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Behandlung zunéchst in voller Dosis weitergefiihrt wurde. Nach funf Jahren IVIG-
Therapie sowie einer rehabilitativen Behandlung zeigte die Patientin eine deutliche
Besserung ihres Allgemeinzustandes, in Folge dessen das Applikationsintervall
verlangert werden konnte. Beim Gehen und Treppensteigen war die Patientin nicht mehr
eingeschrankt. Die neuropathischen Schmerzen traten nur noch selten und dann in einer
Intensitat von 3-4/10 auf der nummerischen Ratingskala auf. Es bestand noch eine leichte
Hypésthesie an Unterschenkeln, FiRBen und Fingerspitzen. In der neurologischen
Untersuchung fanden sich nur leichte Paresen der Fingermuskulatur und in der
elektrophysiologischen Untersuchung zeigte sich abgesehen von einer minimal
reduzierten Amplitude ein normwertiger Befund. Bei stabilem Befund wurde die IVIG-
Therapie pausiert. Sechs Monate nach der letzten IV1G-Gabe zeigte sich der Befund stabil
und die Patientin berichtete, dass sie keine alltagsrelevanten Beschwerden habe, wieder

wandere, Rad fahre und Vollzeit in ihrem Beruf tatig sei.

4.2.6.4 IgM-Patient 4

IgM-Patient 4 ist ein ménnlicher Patient, der im Alter von 42 Jahren ein GBS-Syndrom

entwickelte, wobei die Brighton-Diagnosekriterien erfullt waren.

Zwei Wochen vor der Aufnahme habe der Patient an einem grippalen Infekt gelitten.
Initial seien ihm distale Kribbelparasthesien aufgefallen, dann habe er auch eine
Schwaéche beim Fahrradfahren und Treppensteigen sowie muskelkaterartige Schmerzen
der Waden bemerkt. Im neurologischen Aufnahmebefund zeigte sich eine proximal
betonte schlaffe Tetraparese sowie eine Areflexie. Es wurden Sensibilitatsstorungen mit
einer Hypasthesie aller Extremitaten und auBerdem Kribbelparésthesien der Fufie und
Héande angegeben. In der bei Aufnahme durchgefiihrten Lumbalpunktion konnte keine
zytalbuminare Dissoziation nachgewiesen werden. In der elektrophysiologischen
Diagnostik zeigten sich deutlich verlangerte distal motorische Latenzen, sowie
verlangerte F-Wellen Latenzen und eine Minderung der Amplituden. In einer
elektrophysiologischen Verlaufsuntersuchung ergaben sich in den Neurographien keine
sicheren Reizantworten und in der Elektromyographie war floride Spontanaktivitét

nachweisbar.

Zunéchst wurde eine Therapie mit IVIG eingeleitet, nach deren Ende es zu einer

zunehmenden Verschlechterung bis zur Tetraplegie und einer Beatmungspflichtigkeit
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kam. Daraufhin wurden finf Zyklen einer Plasmapheresetherapie durchgefihrt. Der
Patient entwickelte im Verlauf mehrere Komplikationen wie einen Pneumothorax sowie
autonome Probleme mit Bradykardien und einer Herzfrequenzstarre, welche die Anlage
eines externen Herzschrittmachers notwendig machten. Aulerdem musste bei
prolongierter Beatmung eine Trachealkanile angelegt werden. Der Patient litt an
ausgepragten  neuropathischen ~ Schmerzen  mit  Kribbelparasthesien  sowie
Brenndyséasthesien. Nebenbefundlich klagte der Patient Giber Verschwommensehen und
im Rahmen eines ophtalmologischen Konsiles wurde die Diagnose einer beginnenden

Expositionskeratophatie mit geringer Hornhauttriibung festgestellt.

Kurz nach der Aufnahme hatte die optische Dichte im Neurofascin-155-IgM Elisa 0,954
und eine Woche spéater 0,547 betragen, was jeweils Uber dem Grenzwert lag, womit
Neurofascin-155-1gM-Autoantikorper nachweisbar waren. Kurz vor Verlegung in die
Rehaklinik waren mit einer optischen Dichte von 0,081 keine Neurofascin-155-IgM-

Autoantikdrper mehr nachweisbar.

Zehn Monate nach der akuten Erkrankung gab der Patient an, dass Atmen, Sprechen,
Kauen sowie Schlucken wieder problemlos mdglich sei und er eine Gehstrecke von circa
einer Stunde bewéltigen kdnne. Die Kraft verbesserte sich zunehmend, aber der Patient
litt weiterhin an belastungsabhangigen neuropathischen Schmerzen der Fii3e. Der Patient
berichtete, dass etwa ein Jahr nach der akuten Erkrankung ein sehr stérendes Zittern der
Hénde aufgetreten sei. In der neurologischen Untersuchung liel? sich ein rechtsbetonter
Ruhe- und Haltetremor verifizieren. Das Gangbild hatte sich zu diesem Zeitpunkt
normalisiert und auch die Paresen hatten sich gebessert. Circa zwei Jahre nach der akuten
Erkrankung arbeitete der Patient wieder in Vollzeit und konnte den Arbeitsweg von
mehreren Kilometern mit dem Fahrrad zurticklegen. In der neurologischen wie auch in
der elektrophysiologischen Untersuchung fand sich ein gebesserter Befund mit nur

leichtgradigen distalen Paresen.

4.2.6.5 IgM-Patient 5

IgM-Patient 5 ist ein ménnlicher Patient, der im Alter von 40 Jahren an einer CIDP
erkrankte. Er zeigte bei Verfassen der Monographie einen (ber insgesamt 36 Jahre
langsam progredienten Verlauf. Zu Beginn manifestierte sich die Erkrankung rein

motorisch mit Paresen, Faszikulationen, Atrophien, Areflexie und elektromyographisch
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nachweisbarer pathologischer Spontanaktivitat, weshalb die Verdachtsdiagnose einer

Spinalen Muskelatrophie gestellt worden war.

Im Verlauf war die atrophe Tetraparese progredient und circa 20 Jahre nach Beginn der
motorischen Symptome entwickelte sich zusatzlich eine sensible Beteiligung mit Hyp-
und Parasthesien sowie ein rechtsbetonter Haltetremor. Da auch die Mutter anamnestisch
an einem Tremor litt, wurde differentialdiagnostisch ein essentieller Tremor in Erwagung
gezogen. Insgesamt berichtete der Patient, dass es bei Kélte zu einer Verschlechterung
der Symptome komme. In der elektrophysiologischen Untersuchung zeigte sich eine
axonal demyelinisierende Neuropathie mit deutlich verlangerten distal motorischen
Latenzen, verminderten Nervenleitgeschwindigkeiten sowie einer Amplitudenminderung
und dem Nachweis von Leitungsblocken. In der Liquordiagnostik war eine leichte
zytalbuminére Dissoziation nachweisbar. In der durchgefiihrten Biopsie des Nervus
suralis fand sich das Bild einer schweren, gemischt-axonal-demyelinisierenden
Neuropathie mit hochgradigen gefaRassoziierten Infiltraten, was zum Verdacht einer
vaskulitischen Komponente fuhrte. Auf Grund der diagnostischen Ergebnisse wurde die

Diagnose einer CIDP gestellt.

Der Patient erhielt insgesamt 54 Gaben IVIG, worunter er die Komplikation einer
massiven Lungenembolie erlitt. Die Gabe von IVIG wurde zunéchst pausiert, dann aber
fortgefiihrt, da der Patient eine leichte Besserung unter der IVIG-Therapie verspirt hétte.
Er erhielt auch eine immunsuppressive Therapie mit Cellcept und Glukokortikosteroiden,
die jedoch zu keiner Verbesserung fiihrten. Unter Plasmapheresetherapie sei es

zwischenzeitlich zu einer Verbesserung gekommen.

Insgesamt kam es zu einer langsamen Progredienz der Symptome. In einer
Verlaufsuntersuchung berichtete der Patient, dass das Gehen auf Grund eines
Stepperganges nur mit Peroneusschienen maoglich sei und er durch eine im Dunkeln
verstarkte Gangunsicherheit wiederholt gestlirzt sei. Er gab auch eine ausgepragte
Schwéche der Hande an, sodass die Nutzung von Besteck sowie das Schlieen von
Knopfen schwierig waren. Der Tremor wurde Téatigkeiten mit der Hand zusatzlich
erschweren. In der experimentellen Diagnostik lieBen sich erneut niedrigtitrig

Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrper nachweisen (Bestimmung durch Katharina Starz).
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4.3 Effekte von Contactin-1-IgG-Patientenantikérpern verschiedener

Subklassen auf cerebellare Neurone und Spinalganglienneuronen

In den im Folgenden beschriebenen Experimenten wurden die Effekte von Contactin-1
Patientenantikorpern auf cerebelldre Neurone und Spinalganglieneurone untersucht. Es
wurde das Serum von zwei Patientlnnen eingesetzt, bei denen Contactin-1-1gG-
Autoantikdrper nachgewiesen worden waren, wobei bei CNTN-Patient 1 die Subklasse
IgG3 und bei CNTN-Patientin 2 die Subklasse 1gG4 dominierte (Appeltshauser, 2018).

4.3.1 Klinische Aspekte und Autoantikérpernachweis bei CNTN-

PatientInnen

In diesem Gliederungspunkt wird ein kurzer Uberblick (iber die beiden CNTN-
Patientinnen 1 und 2 gegeben, wobei die Angaben aus der Promotion von Dr. Luise
Appeltshauser bernommen wurden. Die genauen klinischen Verlaufe der beiden
Patienten sind in der Promotion von Dr. Luise Appeltshauser im Kapitel 5.6
(Appeltshauser, 2018) oder in einer ihrer Publikationen (Doppler et al., 2015b) einsehbar,
wobei CNTN-Patientin 2 aus dieser Promotion Patientin 3 in den Arbeiten von Dr. Luise
Appeltshauser und CNTN-Patient 1 Patient 1 entspricht.

Bei beiden Patientinnen wurden Contactin-1-19G Autoantikorper mittels ELISA und

mittels Bindungsassay an mit Contactin-1 transfizierten HEK-293-Zellen nachgewiesen.

CNTN-Patient 1 ist ein ménnlicher Patient, bei dem sich im Alter von 76 Jahren eine
CIDP mit GBS-artigem Beginn manifestierte. Zusammenfassend litt er an einer proximal
betonten  Tetraparese mit sensibler Beteiligung und einer ausgepragten
Hirnnervenbeteiligung. Eine verminderte Vitalkapazitdt sowie eine vegetative
Beteiligung machten eine Beatmung im Rahmen einer intensivmedizinischen Therapie
erforderlich. Der Patient erlitt mehrere  Komplikationen wie  mehrere
Aspirationspneumonien sowie eine Panzytopenie und verstarb vier Monate nach
Manifestation der Erkrankung. Post mortem konnten Contactin-1-1gG-Autoantikorper
mit einem Titer von 1:7.500 nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine Prddominanz der

Subklasse 1gG3, wobei auch die Subklasse 1gG4 in geringerem Ausmaf nachweisbar war.

Bei CNTN-Patientin 2 manifestierte sich im Alter von 61 Jahren eine CIDP mit GBS-

artigem Beginn. Die Patientin litt an einer ausgepragten Tetraparese, sodass sie zeitweise
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auf einen Rollstuhl angewiesen war, und an einer Hirnnervenbeteiligung mit einer
Fazialis- sowie einer inkompletten Okulomotoriusparese. Weitere Symptome waren
Kribbelparasthesien und eine multimodale Sensibilitatsstérung mit sensibler Ataxie.
Auferdem entwickelten sich im Verlauf ein Halte- sowie ein Intentionstremor. Im Serum
waren Contactin-1-1gG-Autoantikorper mit einem Titer von 1:10.000 nachweisbar. Die
dominierende 1gG-Subklasse war 1gG4 und es war auch ein wesentlich geringerer Anteil
an 1gG2- sowie IgG3-Autoantikbrpern  nachweisbar.  Auf  Grund  des
Autoantikdrpernachweises erfolgte eine Rituximabtherapie, unter der sich die klinische

Symptomatik der Patientin deutlich besserte und auch der Autoantikorpertiter abfiel.

4.3.2 Bindungsassays an murinen Neuronen

Mit den Seren der CNTN-Patientlnnen 1 und 2 sowie einer gesunden Kontrollperson
wurden Bindungsassays an fixierten cerebellaren Kornerzellen und an fixierten
Spinalganglienneuronen durchgefuhrt. Neben den Gesamt-IgG-Bindungsassays, die an
beiden Typen von Neuronen durchgefihrt wurden, wurden an cerebelldren Neuronen

auch subklassenspezifische Bindungsassays durchgefiihrt.

4.3.2.1 Gesamt-IgG-Bindung an cerebelldren Neuronen und

Spinalganglienneuronen

Sowohl bei CNTN-Patient 1 als auch bei CNTN-Patientin 2 zeigte sich in der
immunhistochemischen Farbung auf Gesamt-1gG eine deutliche Bindung an cerebellare
Neurone und auch an Spinalganglienneurone, wahrend sich bei der Kontrollperson nur
eine leichte Bindung zeigte, die wir als unspezifische Bindung durch IgG-Antikorper
werteten (siehe Abbildung 27).
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A: CNTN-Patient 1
Cerebelldre Neurone

C: CNTN-Patient 2
Cerebelldre Neurone

E: Gesunde Kontrolle
Cerebelldre Neurone

B: CNTN-Patient 1
Spinalganglienneurone

D: CNTN-Patient 2
Spinalganglienneurone

F: Gesunde Kontrolle
Spinalganglienneurone

Abbildung 27: Bindungsassays an murinen cerebellaren Neuronen und murinen Spinalganglienneuronen

CNTN-Patient 1 in Bild A und B sowie CNTN-Patientin 2 in Bild C und D zeigen eine deutliche Bindung an die murinen
Neurone. Die gesunde Kontrolle in Bild E und F zeigt nur eine leichte unspezifische Bindung. Die cerebelldren Neurone
sind in der linken und die Spinalganglienneurone in der rechten Spalte dargestellt. Der Sekundarantikdrper gegen

humanes Gesamt-1gG ist Cy3-gekoppelt und hier rot dargestellt. Die Zellkerne sind in blau dargestellt.
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4.3.2.2 Subklassenspezifische Bindung an cerebelldren Neuronen

Die Bindungsassays mit subklassenspezifischen Sekundarantikérpern wurden mit den
Seren der zwei CNTN-Patientinnen sowie mit zwei gesunden Kontrollen an cerebellaren
Neuronen durchgefihrt. Die subklassenspezifischen Bindungsassays wurden nur ein Mal
durchgefuhrt. Da die FITC gekoppelten Sekundarantikdérper sehr lichtempfindlich sind,
war das Herstellen von Dokumentationsfotos deutlich erschwert, da die Praparate unter

dem Mikroskop sehr schnell verblassten.

Fur die Kontrollen zeigte sich fur 19gG1, 1gG2 und 1gG4 keine Bindung. Bei den 1gG3
Bindungsassays zeigten die Kontrollen unspezifische Hintergrundfarbung. CNTN-
Patient 1 zeigte eine deutliche Bindung im 1gG3 spezifischen Bindungsassay und eine
leichte Bindung im 1gG4 spezifischen Bindungsassay. CNTN-Patientin 2 zeigte eine sehr
ausgepragte Bindung im 1gG4 spezifischen Bindungsassay und eine leichte Bindung im
IgG1 spezifischen Bindungsassay. Somit war bei beiden CNTN-Patientinnen fur die
uberwiegend im Serum vorhandenen Subklassen von IgG auch eine Bindung an
cerebelldre Neurone erkennbar. Dokumentationsfotos sind fiir CNTN-Patient 1 in
Abbildung 28 und fiir CNTN-Patientin 2 in Abbildung 29 dargestellt, wobei als Vergleich
jeweils der jeweilige subklassenspezifische Bindungsassay einer gesunden Kontrolle

diente.
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A: CNTN-Patient 1 B: CNTN-Patient 1
IgG3 IgG4

C: Gesunde Kontrolle D: Gesunde Kontrolle
IgG3 IgG4

Abbildung 28: Subklassenspezifische Bindungsassays 1gG3 sowie 1gG4 von CNTN-Patient 1 und einer gesunden
Kontrolle an cerebelléren Neuronen

Die Bindungsassays von CNTN-Patient 1 sind in der oberen Zeile und die Bindungsassays der gesunden Kontrolle in
der unteren Zeile abgebildet. Es ist jeweils angegeben, welcher subklassenspezifische Bindungsassay durchgefiihrt
wurde. Der Sekundarantikérper gegen die jeweilige 1gG-Subklasse ist FITC gekoppelt und hier griin dargestellt. Die
Zellkerne sind in blau dargestellt.
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A: CNTN-Patient 2 B: CNTN-Patient 2
IgG1 1gG4

C: Gesunde Kontrolle _ D: Gesunde Kontrolle
IgGl IgG4

Abbildung 29: Subklassenspezifische Bindungsassays 1gG1 sowie 1gG4 von CNTN-Patientin 2 sowie einer gesunden
Kontrolle an cerebelldren Neuronen

Die Bindungsassays von CNTN-Patientin 2 sind in der oberen Zeile und die Bindungsassays der gesunden Kontrolle
in der unteren Zeile abgebildet. Es ist jeweils angegeben, welcher subklassenspezifische Bindungsassay durchgefiihrt
wurde. Der Sekundérantikérper gegen die jeweilige 1gG-Subklasse ist FITC gekoppelt und hier griin dargestellt. Die
Zellkerne sind in blau dargestellt.
4.3.3 Einfluss von Inkubation mit Contactin-1-IgG-
Patientenantikérpern auf Proteinexpression in
immunhistochemischen Farbungen
Die Neurone wurden mit Seren von CNTN-Patient 1, CNTN-Patientin 2 und einer
gesunden Kontrolle fir mehrtdgige Zeitrdume inkubiert und anschliefend
immunhistochemische Farbungen durchgefuhrt. Das Ziel der Inkubationsexperimente
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war die Expression von Contactin-1, Neurofascin sowie Beta-111-Tubulin darzustellen,
um Hinweise auf die pathophysiologische Wirkung der Contactin-1-1gG-

Patientenantikorper auf Neurone zu erhalten.

4.3.3.1 Verminderte zeitabhdngige Contactin-1-Expression mit

Regenerationstendenz

Bei cerebelldren Neuronen zeigte sich die Contactin-1-Expression nach Inkubation mit
den jeweiligen Seren sowohl bei CNTN-Patient-1 als auch bei CNTN-Patientin 2 im
Vergleich zur Inkubation mit Serum einer gesunden Kontrollperson deutlich vermindert.
Nach ein- sowie zweitégiger Inkubation mit Serum der CNTN-Patientinnen war in den
immunhistochemischen Farbungen noch eine geringe Restmenge von Contactin-1
sichtbar, wahrend nach drei- sowie viertagiger Inkubationszeit kaum Contactin-1
nachweisbar war, womit die Ausprédgung der verminderten Contactin-1-Expression von

der Dauer der Inkubation abhéngig war.

An cerebellaren Neuronen erfolgten auch Regenerationsversuche. Hierflir wurden die
Zellen zundchst mit dem Serum von CNTN-Patient 1 bzw. CNTN-Patientin 2 flr ein bzw.
zwei Tage inkubiert. AnschlielRend erfolgte eine zweitdgige Regenerationsphase, in der
die cerebelldaren Neurone mit Serum einer gesunden Kontrollperson inkubiert wurden.
Hier zeigte sich, dass nach der Regenerationsphase wieder ein deutlicher Anstieg der

Contactin-1-Expression in immunhistochemischen Farbungen zu beobachten war.

Reprasentative Fotos der immunhistochemischen Farbungen auf Contactin-1-Protein sind
in Abbildung 30 und Abbildung 31 dargestellt, wobei die Fotos einer Abbildung jeweils

aus demselben Versuchsdurchlauf stammen.
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Abbildung 30: Immunhistochemische Farbung auf Contactin-1 nach ein- sowie dreitédgiger Inkubation der cerebell&ren
Neurone mit Serum

Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum und fiir welchen Zeitraum die cerebellaren Neurone inkubiert wurden.
Contactin ist rot und die Zellkerne blau dargestellt. Der Mal3stab betragt jeweils 10um. 1 T = eintdgige Inkubation; 3
T = dreitétige Inkubation; 2 T Reg = folgende Regenerationsphase zweitagiger Inkubation mit Serum einer gesunden
Kontrollperson
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Abbildung 31: Immunhistochemische F&rbung auf Contactin-1 nach zwei- sowie viertagiger Inkubation der
cerebelléaren Neurone mit Serum

Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum und fiir welchen Zeitraum die cerebellaren Neurone inkubiert wurden.
Contactin ist rot und die Zellkerne blau dargestellt. Der MaRstab betragt jeweils 10um. 2 T = zweitégige Inkubation;
4T =viertagige Inkubation; 2 T Reg = folgende Regenerationsphase zweitagiger Inkubation mit Serum einer gesunden

Kontrollperson

An den Spinalganglienneuronen wurden auf Grund der beschréankten Verfligbarkeit
dieser Zellen nur ein- sowie zweitdgige Inkubationen und keine Regenerationsversuche
durchgefiuihrt. Ebenso wie bei den cerebelldren Neuronen zeigte sich die Contactin-1-
Expression der Spinalganglienneurone nach Inkubation mit den jeweiligen Seren sowohl
bei CNTN-Patient 1 als auch bei CNTN-Patientin 2 im Vergleich zur Inkubation mit
Serum einer gesunden Kontrollperson deutlich vermindert, wobei der Effekt nach

zweitégiger Inkubation ausgeprégter war (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Immunhistochemische Fé&rbung auf Contactin-1 nach ein- sowie zweitdgiger Inkubation der
Spinalganglienneurone mit Serum

Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum und fiir welchen Zeitraum die Spinalganglienneurone inkubiert wurden.
Contactin ist rot und die Zellkerne blau dargestellt. Der Malstab betragt jeweils 10um. 1 T = eintégige Inkubation; 2

T = zweitdgige Inkubation.

Somit zeigte sich sowohl an cerebelldren Neuronen als auch an Spinalganglienneuronen
eine vom Einwirkungszeitraum abh&ngig verminderte Expression von Contactin-1-
Protein, welche in cerebelldren Neuronen in einer Regenerationsphase ohne Einwirkung

von Contactin-1-1gG-Patientenantikdrpern reversibel war.
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4.3.3.2 Unveranderte Neurofascin-Expression

Immunhistochemische Farbungen auf Neurofascin nach Inkubation wurden
durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob die Contactin-lgG-Patientenantikdrper auch die

Expression anderer neuronaler Proteine abgesehen von Contactin beeinflussen.

An den cerebellaren Neuronen zeigte sich nach dreitdgiger Inkubation mit dem jeweiligen
Serum bei verblindeter Betrachtung der immunhistochemischen Farbung kein
Unterschied in der Neurofascinexpression zwischen CNTN-Patient 1, CNTN-Patientin 2
und einer gesunden Kontrolle (siehe Abbildung 33). Cerebelldare Neurone, die nur mit
Neuronen-Medium ohne Serum inkubiert worden war, zeigten im Vergleich zu den
Préaparaten, die mit Serum der CNTN-Patientinnen bzw. der gesunden Kontrollen
inkubiert worden waren, eine erhéhte Neurofascinexpression (siehe Abbildung 33).

Abbildung 33: Immunhistochemische Farbung auf Neurofascin nach dreitagiger Inkubation der cerebellaren Neurone
mit Serum

Es ist jeweils angegeben womit die cerebellaren Neurone vor der Farbung inkubiert wurden. Neurofascin ist rot und
die Zellkerne blau dargestellt. Der MaRstab betragt jeweils 10um. 3 T = dreitatige Inkubation
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Bei den Spinalganglienneuronen wurden die Inkubationen nur fir zwei Tage
durchgefuhrt, da die Spinalganglienneurone im Vergleich zu den cerebelldren Neuronen
bei langerer Aufbewahrungszeit spontan abstarben. Wie bei den cerebelldren Neuronen
zeigte sich auch bei den Spinalganglienneuronen nach zweitégiger Inkubation kein
Unterschied in der Neurofascinexpression zwischen CNTN-Patient 1, CNTN-Patientin 2
und einer gesunden Kontrolle (siehe Abbildung 34). Es wurden auf Grund der
beschrankten Zellzahl der Spinalganglienneurone keine Inkubationen mit reinem

Neuronen-Medium ohne Serum durchgefuhrt.

Abbildung 34: Immunhistochemische Farbung auf Neurofascin nach zweitégiger Inkubation der
Spinalganglienneurone mit Serum

Es ist jeweils angegeben womit die Spinalganglienneurone vor der Férbung inkubiert wurden. Neurofascin ist rot und

die Zellkerne blau dargestellt. Der MaRstab betréagt jeweils 10um. 2 T = dreitétige Inkubation
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4.3.3.3 Unveranderte Beta-III-Tubulin-Expression

Immunhistochemische Farbungen von Beta-I11-Tubulin, dienten dazu die Neurone nach
Inkubation mit Seren darzustellen. Beta-I11-Tubulin ist ein Bestandteil der Mikrotubuli
und wird nahezu ausschliellich in Neuronen exprimiert, weshalb Beta-111-Tubulin als
neuronaler Marker eingesetzt wird. Immunhistochemische Farbungen auf Beta-Ill-
Tubulin wurden nur an cerebellaren Neuronen durchgefiihrt. Nach drei- sowie viertagiger
Inkubation mit dem jeweiligen Serum zeigte sich bei verblindeter Betrachtung kein
relevanter Unterschied zwischen CNTN-Patient 1, CNTN-Patientin 2 und einer gesunden
Kontrollperson (siehe Abbildung 35). Insgesamt exprimierten die Zellen, die mit Serum
behandelt wurden, im Vergleich zu unbehandelten Zellen etwas weniger Beta-Ill-
Tubulin.
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Abbildung 35: Immunhistochemische Farbung auf Beta-I11-Tubulin nach mehrtagiger Inkubation der cerebellaren
Neurone mit Serum

Es ist jeweils angegeben womit und fir welchen Zeitraum die cerebellaren Neurone vor der Farbung inkubiert wurden.
Beta-111-Tubulin ist rot und die Zellkerne blau dargestellt. Der Mafistab betrégt jeweils 10um. 3 T = dreitétige
Inkubation, 4 T = viertagige Inkubation.
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4.3.4 Bestatigung der verminderten zeitabhangigen Contactin-1
Expression nach Inkubation mit Contactin-IgG-Patientenantikorpern

in Western Blots

Es wurden Western Blots mit Lysaten inkubierter cerebellarer Neurone durchgefihrt, um

die Proteinexpression von Contactin-1 sowie Neurofascin zu quantifizieren.

Bei dreitégigen Inkubation der cerebelldren Neurone mit Serum der CNTN-Patientinnen
1 und 2 dienten eine Inkubation ohne Serum, eine Inkubation mit Serum einer gesunden
Kontrollperson und eine Inkubation mit Serum des IgM-Patienten 1 als Kontrollen. In der
Expression von Neurofascin ergaben sich nur leichte Unterschiede (siehe Abbildung 37
und Abbildung 38). Nach Inkubation mit den Seren der CNTN-Patientlnnen 1 und 2
zeigte sich die Contactin-1 Expression im Vergleich zur Inkubation mit den Seren einer
gesunden Kontrolle bzw. auch mit Serum des IgM-Patienten 1 allerdings deutlich
vermindert. Dieser Effekt war bei CNTN-Patient 1 nochmals deutlich ausgeprégter als
bei CNTN-Patientin 2, was sich sowohl bei Betrachtung als auch bei der Quantifizierung
der Intensitaten der Banden zeigte (siehe Abbildung 36 und Abbildung 38).

Es wurden auch Regenerationsversuche durchgefiihrt. Die Contactin-1 Expression wurde
nach zwei- sowie viertagiger Inkubationszeit mit Seren der CNTN-Patientinnen 1 bzw. 2
sowie einer gesunden Kontrollperson im Vergleich zu Regenerationsversuchen, bei denen
die Neurone zuné&chst fiir zwei Tage mit Serum der CNTN-Patientinnen 1 bzw. 2 und
anschlieBend fur zwei Tage mit Serum einer gesunden Kontrollperson inkubiert wurden,
betrachtet. Die relative Contactin-1 Expression nach den Regenerationsversuchen wurde
auf eine viertagige Inkubation mit Serum einer gesunden Kontrollperson bezogen. Neben
der Bestatigung der zeitabhdngig verringerten Contactin-1 Expression, zeigte sich auch
eine geringe Regenerationstendenz, da die relative Contactin-1 Expression nach den
Regenerationsversuchen etwas hoher war als nach zweitdgiger Inkubation mit Serum der
CNTN-PatientInnen (siehe Abbildung 39, Abbildung 40 und Abbildung 41). Somit lieR
sich die in den immunhistochemischen Farbungen beobachtete vom Inkubationszeitraum
abhangige, reversibel verminderte Contactin-1-Expression im Western Blot bestatigen,
wobei sich in der Quantifizierung ein ausgepragterer Effekt durch Serum des CNTN-
Patient 1 im Vergleich zu CNTN-Patientin 2 zeigte.
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Abbildung 36: Western Blot zur Darstellung der Expression von Contactin-1 nach dreitégiger Inkubation cerebelléarer
Neurone
Der obere Western Blot représentiert Contactin-1 und der untere Western Blot die Ladekontrolle GAPDH. Die

Proteinleiter stellt das Proteingewicht in kDa dar. Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum inkubiert wurde.
3 T = dreitégige Inkubation

Abbildung 37: Western Blot zur Darstellung der Expression von Neurofascin nach dreitégiger Inkubation cerebellérer
Neurone

Der obere Western Blot reprasentiert Neurofascin und der untere Western Blot die Ladekontrolle GAPDH. Die

Proteinleiter stellt das Proteingewicht in kDa dar. Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum inkubiert wurde.
3 T = dreitégige Inkubation
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von Contactin-1 und Neurofascin im Westernblot
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Abbildung 38: Relative Proteinexpression von Contactin-1 sowie Neurofascin im Western Blot nach dreitigiger
Inkubation cerebelléirer Neurone mit Serum

Mit ImageJ wurde die Intensitdit der obersten dargestellten Bande von Contactin-1 bzw. Neurofascin und GAPDH der
in Abbildung 36 und Abbildung 37 dargesteliten Western Blots ermittelt. Der Wert, der sich nach Inkubation mit
Kontrollserum fiir den jeweiligen Zeitraum ergab, wurde im jeweiligen Western Blot als Standard gesetzt, sodass sich
nach Inkubation mit Serum der gesunden Kontrolle eine relative Intensitdt von 100 % ergab. Die relativen Intensitditen
der Contactin-1 bzw. Neurofascin Bande wurden ins Verhdiltnis zu den relativen Intensitiiten der GAPDH Bande
gesetzt, sodass sich hieraus die jeweilige relative Proteinexpression ergab. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder. Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum inkubiert wurde, wobei ohne Serum in grau,
die gesunde Kontrolle in griin, IgM-Patient 1 in olivgriin, CNTN-Patient 1 in pink und CNTN-Patientin 2 in hellblau
dargestellt sind. 3 T = dreitdgige Inkubation
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Abbildung 39: Western Blot zur Darstellung der Expression von Contactin-1 nach zwei- sowie viertagiger Inkubation
cerebell&rer Neurone mit Serum des CNTN-Patienten 1

Der obere Western Blot représentiert Contactin-1 und der untere Western Blot die Ladekontrolle GAPDH. Die
Proteinleiter stellt das Proteingewicht in kDa dar. Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum und fiir welchen
Zeitraum die cerebellaren Neurone inkubiert wurden. Contactin-1-Protein wurde als Positivkontrolle eingesetzt.
2 T = zweitdgige Inkubation; 4 T = viertdgige Inkubation; 2 T Reg = folgende Regenerationsphase zweitagiger
Inkubation mit Serum einer gesunden Kontrollperson

Abbildung 40: Western Blot zur Darstellung der Expression von Contactin-1 nach zwei- sowie viertagiger Inkubation
cerebellarer Neurone mit Serum der CNTN-Patientin 2

Der obere Western Blot représentiert Contactin-1 und der untere Western Blot die Ladekontrolle GAPDH. Die
Proteinleiter stellt das Proteingewicht in kDa dar. Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum und fiir welchen
Zeitraum die cerebelldaren Neurone inkubiert wurden. Contactin-1-Protein wurde als Positivkontrolle eingesetzt.
2 T = zweitdgige Inkubation; 4 T = viertdgige Inkubation; 2 T Reg = folgende Regenerationsphase zweitagiger
Inkubation mit Serum einer gesunden Kontrollperson
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Abbildung 41: Relative Proteinexpression von Contactin-1 im Western Blot nach zwei- sowie viertégiger Inkubation
cerebelliirer Neurone mit Serum

Mit ImageJ wurde die Intensitdit der obersten dargestellten Bande von Contactin-1 bzw. Neurofascin und GAPDH der
in Abbildung 39 und Abbildung 40 dargesteliten Western Blots ermittelt. Der Wert, der sich nach Inkubation mit
Kontrollserum fiir den jeweiligen Zeitraum ergab, wurde im jeweiligen Western Blot als Standard gesetzt, sodass sich
nach Inkubation mit Serum der gesunden Kontrolle eine relative Intensitdt von 100 % ergab. Die relativen Intensitditen
der Contactin-1 bzw. Neurofascin Bande wurden ins Verhdltnis zu den relativen Intensitiiten der GAPDH Bande

gesetzt, sodass sich hieraus die jeweilige relative Proteinexpression ergab. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder. Es ist jeweils angegeben mit welchem Serum inkubiert wurde, wobei ohne Serum grau,

die gesunde Kontrolle griin, IgM-Patient 1 olivgriin, CNTN-Patient 1 pink und CNTN-Patientin 2 hellblau dargestellt
sind. 2 T = zweitdigige Inkubation; 4 T = viertdgige Inkubation; 2 T Reg = folgende Regenerationsphase zweitdgiger

Inkubation mit Serum einer gesunden Kontrollperson

4.3.5 Signifikant erhohte LDH Werte nach Inkubation mit
Contactin-1-IgG4- Patientenantikorpern
Um zu untersuchen, ob die Contactin-1-IgG-Patientenantikérper mit unterschiedlichen
dominierenden Subklassen zytotoxisch wirken, wurden nach mehrtagigen Inkubationen
Zytotoxizitatsassays durchgefiihrt. Die LDH-Aktivitat diente hierbei als Mal} fiir die
quantitative Zytotoxizitat. Die relative Zytotoxizitit wurde ermittelt, indem die
jeweiligen Werte zu den Werten der Positivkontrolle, bei denen durch Lyse der Zellen

mittels Triton die maximale Menge an LDH freigesetzt wurde, ins Verhiltnis gesetzt
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wurden. Es wurden die Seren der beiden CNTN-Patientlnnen sowie die Seren von zwei

gesunden Kontrollpersonen eingesetzt.

An cerebellaren Neuronen zeigte sich im ungepaarten T-Test die relative Zytotoxizitat
der CNTN-Patientin 2 mit Uberwiegend 1gG4 signifikant erhoht sowohl gegeniber
CNTN-Patient 1 mit Gberwiegend IgG3 als auch gegentiber gesunden Kontrollen (siehe
Abbildung 42), jeweils nach dreitdgiger (p < 0,0001) und viertdgiger Inkubation (p <
0,001). Die relative Zytotoxizitdt von CNTN-Patient 1 zeigte hingegen keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen. Nach
zweitdgiger Inkubation zeigte sich bei den cerebellaren Neuronen kein signifikanter
Unterschied (siehe Abbildung 42).

Auch mit den Spinalganglienneuronen wurden Zytotoxizitétsassays durchgefiihrt, wobei
sich bei den Werten der Triplets eine héhere Streubreite als bei den cerebellaren Neuronen
zeigte. Eine mogliche Erklarung ware hierfir die im Vergleich zu den cerebellaren
Neuronen deutlich geringere  Zellzahl, die eingesetzt wurde, da die
Spinalganglienneurone aus murinen Embryonen nur in sehr beschrankter Zahl verfligbar
waren. Nach zweitdgiger Inkubation an Spinalganglienneuronen zeigte sich wie bei den
cerebelldren Neuronen fur das Serum der CNTN-Patientin 2 mit Giberwiegend IgG4 eine
signifikant erhdhte relative Zytotoxizitat (p < 0,01) im ungepaarten T-Test sowohl
gegenuber den zwei gesunden Kontrollpersonen als auch gegeniiber CNTN-Patient 1 mit
uberwiegend 1gG3 (siehe Abbildung 43). Nach dreitdgiger Inkubation an
Spinalganglienneuronen zeigten sich grof3e 95 %-Konfidenzintervalle und es ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede der relativen Zytotoxizitat (siehe Abbildung 43).
Die Ergebnisse nach viertagiger Inkubation von Spinalganglienneuronen konnten nicht
verwertet werden, da sich auch fur die Negativkontrollen deutlich erhdhte Werte zeigten,

sodass von einem spontanen Absterben der Zellen ausgegangen werden muss.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich in den Zytotoxizitatsassays fir CNTN-
Patientin 2 sowohl gegentiber CNTN Patient 1 als auch gegeniiber gesunden Kontrollen
signifikant erhohte Werte ergaben, wobei dieser Effekt an cerebellaren Neuronen nach
drei- sowie viertagiger Inkubation und an Spinalganglienneuronen nach zweitagiger

Inkubation nachweisbar war.
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Abbildung 42: Zytotoxizitdtsassays nach mehrtéigiger Inkubation an cerebelliren Neuronen

Die Werte von CNIN-Patient 1 mit iiberwiegend IgG3-Autoantikérpern werden orange, von CNIN-Patientin 2 mit
iiberwiegend Ig G4-Autoantikdrpern braun und von den beiden gesunden Kontrollen griin dargestellt. Auf der y-Achse
ist die relative Zytotoxizitdt, prozentual bezogen auf die Positivkontrolle, reprdsentiert. Die Positivkontrolle entspricht
einer relativen Zytotoxizitdt von 1,0. Die Fehlerbalken geben die 95 %-Konfidenzintervalle wieder. Zwischen statistisch
im ungepaarten T-Test signifikant unterschiedlichen Werten wird eine Klammer gespannt. Das jeweils erreichte
Signifikanzlevel wird mittels Sternen abgebildet.

(¥*=p < 0,01, ¥**=p < 0,001, ¥***=p < (0,0001)
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Abbildung 43: Zytotoxizititsassays nach mehrtéigiger Inkubation an Spinalganglienneuronen

Die Werte von CNIN-Patient 1 mit iiberwiegend IgG3-Autoantikérpern werden orange, von CNIN-Patientin 2 mit
iiberwiegend Ig G4-Autoantikdrpern braun und von den beiden gesunden Kontrollen griin dargestellt. Auf der y-Achse
ist die relative Zytotoxizitdt, prozentual bezogen auf die Positivkontrolle, reprdsentiert. Die Positivkontrolle entspricht
einer relativen Zytotoxizitdt von 1,0. Die Fehlerbalken geben die 95 %-Konfidenzintervalle wieder. Zwischen statistisch
im ungepaarten T-Test signifikant unterschiedlichen Werten wird eine Klammer gespannt. Das jeweils erreichte
Signifikanzlevel wird mittels Sternen abgebildet.

(¥*=p < 0,01, ¥**=p < 0,001, ¥***=p < (0,0001)
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5 Diskussion

Einige Aspekte der folgenden Diskussion wurden bereits in Publikationen, in denen
Ergebnisse dieser Promotion verdffentlicht wurden, dargestellt (Doppler et al., 2018;
Stengel et al., 2019). Weitere Teilaspekte finden sich auch in einem von Julia Griiner
verfassten Manuskript mit dem Titel ,,Anti-contactin-1 antibodies affect surface
expression and sodium currents in dorsal root ganglia“, das sich zum Zeitpunkt des

Verfassens der Monographie im Reviewverfahren befand.

5.1 Neurofascin-IgG-Autoantikoérper bei (Para-)nodopathien

Bei zwei CIDP-Patienten wurden mittels Bindungsassays an Ischiadicuszupfnerven,
ELISA sowie Bindungsassays an transfizierten HEK-Zellen Neurofascin-1gG-
Autoantikorper detektiert. Es zeigte sich, dass die Autoantikdrper von IgG-Patient 1 an
Neurofascin-155, Neurofascin-186 sowie Neurofascin-140 banden, wahrend die
Autoantikdrper von IgG-Patient 2 nur an Neurofascin-155 banden. AulRerdem dominierte
bei 1gG-Patient 1 die Subklasse IgG3 und bei IgG-Patient 2 1gG4.

lgG-Patient 2 zeigte fir die Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie typische
Symptomatik, wéhrend 1gG-Patient 1 mit einem bisher kaum beschriebenen Pan-
Neurofascin-lgG3 Autoantikorper eine ungewohnlich schwere Erkrankung zeigte. Auf
diese Aspekte soll in den folgenden Kapiteln eingegangen werden.

5.1.1 IgG-Patient 2 als typisches Beispiel der vielfach beschriebenen
Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie

Es gibt mittlerweile eine Vielzahl an beschriebenen CIDP-Patientinnen mit Neurofascin-
IgG-Autoantikérpern (Burnor et al., 2018; Cortese et al., 2016; Cortese et al., 2020;
Delmont et al., 2020; Devaux et al., 2016; Garg et al., 2018; Kadoya et al., 2016;
Kuwabhara et al., 2018; Mathey et al., 2017; Ng et al., 2012; Ogata et al., 2015; Painous
et al., 2018; Querol et al., 2014; Querol et al., 2017; Stengel et al., 2019; Zhang et al.,
2019). Bei der grolRen Mehrzahl der in diesen Veroffentlichungen beschriebenen CIDP-
Patientinnen waren Neurofascin-155-1gG-Autoantikérper der Subklasse 19G4
nachgewiesen worden, die wir auch bei IgG-Patient 2 detektierten. 1gG-Patient 2 zeigte
die typischen Aspekte, die bisher fiir die Neurofasin-155-1gG-(Para-)nodopathie

beschrieben wurden.
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Die Erkrankung manifestierte sich im Alter von 25 Jahren, was fiir eine CIDP ein
ungewohnlich  junges  Erkrankungsalter darstellt, da das durchschnittliche
Erkrankungsalter der CIDP bei etwa 50 Jahren liegt (Vedeler et al., 2013). Ein junger
Erkrankungsbeginn, typischerweise zwischen 20 und 30 Jahren, wurde jedoch als
typisches Merkmal der Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie beschrieben (Cortese et
al., 2020; Delmont et al., 2020; Devaux et al., 2016; Kadoya et al., 2016; Ogata et al.,
2015). Auch der bei IgG-Patient 2 vorliegende GBS-artige Beginn der Erkrankung ist ein
typisches Merkmal der Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie (Burnor et al., 2018;
Cortese et al., 2020).

Nahezu alle Veroffentlichungen zu Patientinnen mit Neurofascin-155-1gG4-
(Para-)nodopathien identifizieren einen Tremor, welcher auch bei IgG-Patient 2 in Form
eines ausgepragten Intentionstremor vorlag, als charakteristisches Merkmal der
Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie (Cortese et al., 2016; Cortese et al., 2020;
Delmont et al., 2020; Devaux et al., 2016; Kadoya et al., 2016; Kuwahara et al., 2018;
Ogata et al., 2015; Painous et al., 2018; Querol et al., 2014). Mehrere Studien zeigten
bereits eine Bindung an das Cerebellum von Ratten- bzw. Mausehirnschnitten (Devaux
et al., 2016; Querol et al., 2014) und auch bei IgG-Patient 2 konnte eine ausgeprégte
Bindung des Serums an fixierten murinen cerebellaren Neuronen gezeigt werden. Neben
dem Tremor zeigte IgG-Patient 2 auch eine ausgepragte sensible Ataxie, die sich in Form
einer Pseudoathetose manifestierte. Eine sensible Ataxie wurde bereits mehrfach bei
Patientnnen mit Neurofascin-155-1gG4-Autoantikdrpern (Cortese et al., 2020; Delmont
et al., 2020; Devaux et al., 2016; Kadoya et al., 2016) und auch bei Patientinnen mit
Contactin-1-1gG4-Autoantikdrpern beschrieben (Cortese et al., 2020; Miura et al., 2015),
wahrend eine sensible Ataxie nicht zu typischen Symptimen einer klassischen CIDP zéhlt
und eher bei sensiblen Unterformen vorkommt (Vallat et al., 2010). Ein mdgliches
pathophysiologisches Korrelat der sensiblen Ataxie bei (Para-)nodopathien wére die
Affektion von Spinalganglienneuronen durch die Autoantikdrper. Es konnte eine
Bindung an fixierten murinen Spinalganglienneuronen durch das Serum von IgG-Patient
2 gezeigt werden und auch bei Patientlnnen mit Contactin-1-1gG4-Autoantikdrpern
wurde bereits in der Literatur und im Rahmen dieser Promotion eine Bindung an murinen
Spinalganglien bzw. fixierten Spinalganglienneuronen nachgewiesen (Miura et al.,
2015).
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Die ausgepréagte autonome Symptomatik des 1gG-Patienten 2, die bisher noch nicht als
typisches Merkmal einer Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie beschrieben wurde,
wird in Kapitel 5.1.3 néher beleuchtet.

In der elektrophysiologischen Untersuchung von IgG-Patient 2 zeigte sich wie in anderen
Studien von Patientinnen mit Neurofascin-155-1gG4-Autoantikérpern das Bild einer
demyelinisierenden Erkrankung (Ogata et al., 2015; Querol et al., 2014). Dieser Befund
entspricht dem von Uncini beschriebenen Konzept der (Para-)nodopathie, bei dem sich
elektrophysiologisch ein demyelinisierend erscheinendes Bild ergibt, auch wenn
eigentlich keine Schadigung der Myelinscheide sondern des Ranvierschen Schnirringes
vorliegt (Uncini & Vallat, 2018). Passiv-Transfer Versuche unterstiitzen dieses Konzept,
denn Neurofascin-155-1gG4-Autoantikorper fuhrten in Lewis Ratten zu verminderten
Nervenleitgeschwindigkeiten, ohne dass eine Demyelinisierung an den Nerven
nachgewiesen werden konnte (Manso et al., 2019) Auch die sekundéar axonale
Schédigung, die sich durch Spontanaktivitat in der elektromyographischen Untersuchung
bei 1gG-Patient 2 nachweisen lie}, entspricht dem Erkldrungsmodell der
(Para-)nodopathie von Uncini, der postuliert, dass es bei chronischer Dysfunktion des
Ranvierschen Schnirringes zum andauernden Leitungsblock und zur axonalen

Degeneration kommen kann (Uncini & Kuwabara, 2015).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass lgG-Patient 2 die charakteristischen

Merkmale der Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie aufweist.

5.1.2 IgG-Patient 1 mit Pan-Neurofascin-IgG3 Autoantikérpern und
aufdergewohnlich schwerer Erkrankung

Die klinische Symptomatik von IgG-Patient 1 entsprach hingegen nicht den typischen
Merkmalen der Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie. Er zeigte mit einer Tetraplegie
bei vollstandiger Areflexie, Paresen aller Hirnnerven, einer autonomen Beteiligung und
einer mehrmonatigen Beatmungspflichtigkeit ein fur eine CIDP auRergewodhnlich
schweres Krankheitsbild. Bei IgG-Patient 1 war ein Pan-Neurofascin-Autoantikdrper der
Subklasse 1gG3 nachgewiesen worden, der Reaktivitdat gegen drei Isoformen von

Neurofascin, ndmlich Neurofascin-155, -186 sowie -140, zeigte. Somit unterschied sich
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sowohl die Subklasse als auch die Isoformenreaktivitit von den bisher vielfach

beschriebenen Neurofascin-155-1gG4-Autoantikorpern.

In der Literatur gibt es ahnliche Fallberichte von Patientinnen mit aulRergewdhnlich
schweren Krankheitsbildern bei Nachweis von Neurofascin-Autoantikérpern mit
Reaktivitdt gegen mehrere Isoformen tberwiegend der Subklasse 1gG3. Exemplarische

Félle werden in Tabelle 38 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 38: Vergleich zwischen 1gG-Patient 1 und exemplarischen Fallberichten von Patientinnen mit
Autoantikdrpern gegen mehrere Isoformen von Neurofascin

lgG-Patient 1 Patient Patientin Patient Studie Patient von
identifiziert identifiziert Burnor Vallat
von A.M. von A.M. (Burnor et al., (Vallat et al.,
Brunder Brunder 2018) 2018)
(Stengel et al., (Stengel et al.,
2019) 2019)
Diagnose CIDP CIDP GBS V.a. CIDP * Nodopathie
Alter 71 63 74 50 8. Lebens-
dekade
Geschlecht 3 3 ? 3 3
Isoformen- 155 (1:4000) 155 (1:1000) 155 (1:300) 155 (1:800) 155 (/)
reaktivitat 186 (1:2000) 186 (1:500) 186 (1:200) 186 (1:1600) 186 (1:8000)
(Titer) 140 140 140 140 140 (1:8000)
Dominierende 19G3 19G3, schwach 19gG3 1gG4 19G3
Subklasse im Verlauf
schwach 1gG4
Paresen Tetraplegie Tetraplegie nahezu Tetraplegie Tetraplegie
Tetraplegie
Reflexstatus Areflexie keine Angaben keine Angaben | Areflexie Avreflexie
Hirnnerven- Paresen nahezu | Paresen nahezu | Dysphagie Ptosis, keine Angabe
status aller aller Ophthalmo-
Hirnnerven, Hirnnerven, plegie,
Locked-In- Locked-In- Fazialisparese
Symptomatik Symptomatik bds., Dysphagie,
Locked-In-
Symptomatik
Autonome Asystolie nach schwere / sympathische keine Angabe
Symptomatik Lagerung Blutdruck- Hyper-
instabilitat, sensitivitat mit
paralytischer labilem
Illeus Blutdruck
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Beatmungs- lange lange / lange lange
pflichtigkeit
Therapie- / fraglich Plasmapherese Rituximab und | IVIG,
ansprechen Glukokortiko- Cyclo- Plasmapherese,
steroide phosphasmid Glukokortiko-
steroide
Outcome Tod durch | vollstdndige vollstandige residuelle Vollstandige
Sepsis nach | Erholung  der | Erholung schwere Paresen | Erholung  der
mehrmonatiger Hirnnerven, der unteren | Paresen
Intensivtherapie | residuelle Extremitat
Paresen der
Extremitéten

A.M. Brunder = Anna-Michelle Brunder, * = ohne Erfilllung der elektrophysiologischen Diagnosekriterien, bds. =
beidseits

Burnor et al. beschreiben eine ungewohnlich schwere, jedoch behandelbare Neuropathie
bei einem Patienten mit Autoantikdrpern gegen alle drei Neurofascin-Isoformen (Burnor
etal., 2018).

Vallat et al. beschreiben einen Patienten mit schwerem Verlauf, bei dem ebenso wie bei
IgG-Patient 1 Neurofascin-Autoantikdrper der Subklasse 1gG3 gegen alle drei Isoformen
nachgewiesen wurden (Vallat et al., 2018). Der Patient erholte sich unter verschiedenen
Therapien vollstandig und auch ein zuvor nachgewiesener Leitungsblock bildete sich

zurick.

In einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe (Promotionsprojekt von Anna-Michelle
Brunder) wurden zwei Patientinnen mit Pan-Neurofascin-Autoantikdrpern der Subklasse
IgG3 identifiziert (Stengel et al., 2019). Der 63 jahrige CIDP-Patient aus Anna-Michelle
Brunders Studie dhnelte den klinischen Merkmalen von IgG-Patient 1 in erstaunlicher
Weise, allerdings kam es nach langem Verlauf zu einer deutlichen Besserung. Bei der in
dieser anderen Studie identifizierten GBS-Patientin waren Pan-Neurofascin-1gG3-
Autoantikorper niedrigtitrig nachweisbar, passend zu dem niedrigen Titer war die
Patientin weniger schwer betroffen und erholte sich unter Plasmapheresetherapie

vollstandig.

Auch Delmont beschrieb vier Félle von Patientinnen mit Pan-Neurofascin-1gG-
Autoantikdrpern, wobei einer der Falle auch von Cortese erwahnt wurde (Cortese et al.,

2020; Delmont et al., 2017). Bei drei der Patientinnen waren tberwiegend die Subklasse
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IgG4, bei einer Patientin Uberwiegend 1gG3 nachgewiesen worden. Die Patientinnen
unterschieden sich in den klinischen Symptomen deutlich von Patientinnen mit
Neurofascin-155-19G4 Autoantikérpern. Alle Patientlnnen zeigten schwere Paresen mit
Verlust der Gehfahigkeit. Zwei der vier Patientinnen, darunter auch die Patientin mit den
IgG3  Autoantikorpern, litten an einer  Hirnnervenbeteiligung und einer
Beatmungspflichtigkeit. Unter IVIG-Therapie zeigten die Patientlnnen eine deutliche
Besserung. Bei zwei der Patientinnen war nach klinischer Besserung eine erneute Testung
auf Autoantikdrper erfolgt und bei beiden waren die Neurofascin-IgG-Autoantikorper
dann nicht mehr nachweisbar, was fir die Pathogenitat der Pan-Neurofascin-
Autoantikdrper spricht.

Schwere Paresen bis zur Tetraplegie, schwere Hirnnervenbeteiligung bis zur Locked-In-
Symptomatik, teilweise autonome Symptomatik, Beatmungspflichtigkeit und
Erkrankung in hoherem Lebensalter verbinden 1gG-Patient 1 und die Falle von Anna-
Michelle-Brunder, Vallat, Burnor und Delmont. Bei allen war ein Pan-Neurofascin-1gG-
Autoantikorper nachgewiesen worden. Die dominierende Subklasse war 1gG3 bei 1gG-
Patient 1, beiden Patientinnen von Anna-Michelle-Brunder, dem Patienten von Vallat
sowie einer Patientin von Delmont. Bei den weiteren Patientlnnen von Delmont und dem

Fall von Burnor war allerdings die Subklasse 1gG4 iberwiegend.

Der Nachweis der Pan-Neurofascin-Autoantikorper erfolgte Uberwiegend mittels ELISA
und immunhistochemischen Methoden, wobei entweder Zellbindungsassays (Burnor et
al., 2018; Delmont et al., 2017) oder Bindungsassays an Zupfnerven (Stengel et al., 2019;
Vallat et al., 2018) eingesetzt wurden. Nur in der Studie von Burnor wurden keine ELISA-
Untersuchungen durchgefuhrt. Bei einem Pan-Neurofascin-Antikérper wirde man im
Bindungsassay an Zupfnervpréparaten sowohl eine Bindung am paranodalen Axon an
Neurofascin-155 als auch direkt im nodalen Bereich an Neurofascin-186 sowie -140
erwarten. 1gG-Patient 1 zeigte allerdings nur eine Bindung am paranodalen Axon. Ein
maoglicher Erklarungsansatz ware, dass der Titer fur Neurofascin-186 deutlich niedriger
war als der von Neurofascin-155, sodass die Bindung am paranodalen Axon dominierte.
Die von Anna-Michelle Brunder identifizierten Patientinnen zeigten allerdings sowohl
am paranodalen als auch am nodalen Axon eine Bindung, obwohl auch bei diesen

Patientinnen der Titer fur Neurofascin-155-Autoantikdrper hoher war als fir
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Neurofascin-186-Autoantikorper (Stengel et al., 2019). In dem Fallbericht von Vallat
zeigte sich hingegen nur eine Bindung am nodalen Axon (Vallat et al., 2018). Anhand der
Bindungsstruktur des Ranvierschen Schnirringes kann somit nicht zwischen
Neurofascin-lgG-Autoantikérpern gegen verschiedene Unterformen unterschieden
werden, sodass die immunhistochemischen Bindungsassays an
Ischiadicuszupfnervpréparaten immer durch Isoformen spezifische ELISA-

Untersuchungen erganzt werden sollten.

Auch wenn es bisher keine Studien zur pathogenen Wirkung von Pan-Neurofascin-1gG3
Autoantikdrpern gibt, finden sich in den dargestellten Studien erste Hinweise auf einen
pathogenen Effekt. So zeigte sich in allen Fallberichten mit Pan-Neurofascin-1gG-
Autoantikorpern eine charakteristische klinische Symptomatik. AufRerdem wurde bei
zwei Patientlnnen gezeigt, dass die Pan-Neurofascin-Autoantikorper nach Klinischer
Besserung nicht mehr nachweisbar waren (Delmont et al.,, 2017). Die teilweise
vollstandige Erholung unter immunsuppressiven Therapien unter anderem mit Rituximab
(Burnor et al., 2018; Delmont et al., 2017; Stengel et al., 2019) und die Riickbildung von
Leitungsblocken (Vallat et al., 2018) entsprechen dem Konzept der (Para-)nodopathie,
bei der eine Schadigung des Ranvierschen Schnirringes vorliegt, der rasch reversibel sein
kann, solange kein sekundar axonaler Schaden vorliegt (Uncini & Vallat, 2018). 1gG-
Patient 1 verbesserte sich allerdings trotz Rituximabtherapie und zeitlich assoziiertem
Ruckgang der Neurofascin-lgG-Autoantikorpertiter kaum. Eine mogliche Erklarung
ware, dass bei IgG-Patient 1 bereits ein axonaler Schaden eingetreten war, was sich auch
in der elektromyographischen Untersuchung in Form von Spontanaktivitat zeigte. Der
Patient von Anna-Michelle Brunder zeigte allerdings, dass auch nach langem schwerem
Verlauf eine langsame kontinuierliche Erholung mdglich ist. Der Patient war Uber
eineinhalb Jahre tetraplegisch und beatmungspflichtig. Drei Jahre spater war er zwar noch
auf einen Rollstuhl angewiesen, lebte aber abgesehen von Unterstlitzung bei den
Transfers eigenstandig. Da IgG-Patient 1 an den Folgen einer Sepsis verstarb, kann bei
ihm keine Aussage Uber den langfristigen Effekt der Therapie getroffen werden.

Insgesamt ergibt sich die Hypothese, dass es sich bei den dargestellten Patienten mit Pan-

Neurofascin-lgG3-Autoantikdrpern um eine neue Unterform der Neurofascin-
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(Para-)nodopathie mit schwerem Verlauf bei Tetraplegie, Hirnnervenbeteiligung, langer
Beatmungspflicht und potenzieller Reversibilitat handelt.

5.1.3 Autonome Symptomatik bei [gG-Patient 1 und 2

Bei der klinischen Symptomatik der 1gG-Patienten 1 und 2 war auffallig, dass beide an
einer ausgepragten autonomen Symptomatik litten. Bei IgG-Patient 1 &uRerte sich die
autonome Symptomatik in einem Kreislaufstillstand, der durch eine Lagerung des
Patienten ausgeldst worden war. 1gG-Patient 2 litt an einer ausgepréagten orthostatischen
Hypotension, Blutdruckschwankungen, veranderter Hautfarbe, Hyperhidrose und

Pollakisurie.

Zwar kommt eine autonome Beteiligung bei den meisten Formen generalisierter
peripherer Polyneuropathien vor, allerdings ist die autonome Symptomatik oft nur
subklinisch ausgepragt (Dineen & Freeman, 2015). Sehr héufig ist eine autonome
Symptomatik bei der diabetischen Neuropathie beschrieben (Freeman, 2014), wo die
kardiovaskuldre autonome Neuropathie in einem Review mit einer Prévalenz von
20 — 60 % beziffert wurde (Spallone et al., 2011). Auch beim GBS zeigen bis zu zwei
Drittel der Patientinnen eine autonome Symptomatik, wobei vor allem das
kardiovaskulare System in Form von Blutdruckschwankungen sowie Tachy- bzw.
Bradykardien, das gastrointestinale System und die Blasenfunktion betroffen sind (Kaur
et al., 2021). Bei der CIDP kommt eine Beteiligung der autonomen Fasern zwar haufig
vor, ist dabei aber in der Mehrzahl der Falle sehr mild ausgepragt und betrifft vor allem
das sudomotorische System (Figueroa et al., 2012; Stamboulis et al., 2006). In den
Studien zur  Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie  wurde eine autonome
Symptomatik bisher nicht als charakteristisches Merkmal beschrieben. Neben der
autonomen Symptomatik bei unseren Patienten mit Neurofascin-lgG-Autoantikdrpern
gibt es einen Fallbericht zu einem schwer betroffenen Patienten mit einem Pan-
Neurofascin-lgG4-Autoantikorpern, der auch eine sympathische Hypersensitivitdt mit
labilen Blutdruckwerten beschreibt (Burnor et al., 2018). Die autonome Symptomatik
wurde bei den Patienten allerdings nicht durch spezifische diagnostische Tests

quantifiziert.
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An pragangliondren autonomen Typ B Fasern konnten wir eine Bindung durch die
Neurofascin-Autoantikérper unserer Patienten nachweisen, was ein mogliches Korrelat

flir eine pathophysiologische Beteiligung der autonomen Fasern darstellt.

Ob die autonome Symptomatik ein weiteres charakteristisches Symptom bei bestimmten
Formen von Neurofascin-lgG-Autoantikdrpern darstellt, sollte in gréReren Studien
geklart werden, wobei die autonome Symptomatik sowohl bei Patientinnen mit als auch
ohne (para-)nodalen Autoantikérpern mit Hilfe diagnostischer Testung quantifiziert
werden konnte. Mdgliche Tests waren hierbei QSART (Quantitative sudomotor axon
reflex test) zur Quantifizierung der Schweifl3sekretion oder auch eine Messung des Pulses
in Zusammenhang mit einem Valsalvamandver sowie eine Kipptischuntersuchung zur
Detektion einer autonomen Beteiligung des kardiovagalen bzw. adrenergen Systems
(Low et al., 2013).

5.1.4 Einfluss von IgG-Subklasse, Komplementbindungsverhalten

und Therapieansprechen

Beim klinischen Vergleich der IgG-Patienten 1 und 2 fallt auf, dass IgG-Patient 1 deutlich
schwerer betroffen ist als 1gG-Patient 2. Eine mdégliche Erklarung fir die unterschiedlich
schweren Erkrankungen sind die unterschiedlichen pradominierenden Subklassen der
Patienten. IgG-Patient 1 zeigte vor allem die Subklasse 1gG3, wéhrend bei IgG-Patient 2
die Subklasse 1gG4 dominierte.

Tabelle 38 zeigt weitere Patientinnen mit schwerer klinischer Symptomatik und auch hier
dominiert abgesehen von einem Fall die Subklasse 1gG3. IgG3 gilt als
proinflammatorisch und ist im Gegensatz zu IgG4 in der Lage das Komplementsystem
stark zu aktivieren (Bindon et al., 1988; Schumaker et al., 1976; Tao et al., 1993;
Vidarsson et al., 2014), was eine ausgepragtere und akutere Pathogenitat erkléren konnte.
Wir konnten fiir 1gG-Patient 1 eine ausgepragte Bindung von C1q durch die Pan-
Neurofascin-lgG3 Autoantikérper nachweisen. Auch weitere Studien zeigten fir
Patientlnnen mit (para-)nodalen 1gG3-Autoantikorpern eine Komplementaktivierung
(Delmont et al., 2017; Vallat et al., 2018).

In Passiv-Transfer Versuchen mit Injektion von Contactin-lgG-Autoantikérpern konnte

bei kurzzeitiger Patientenantikérperexposition fir Seren mit Uberwiegend 1gG3 eine
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deutlichere pathogene Wirkung als fir Seren mit berwiegend 1gG4 nachgewiesen
werden (Doppler et al., 2019), wobei ausgeprégtere motorische Defizite sowie
elektrophysiologische Leitungsbldcke auftraten. Als mogliches pathophysiologisches
Korrelat zeigte sich nach Injektion der 1gG3-Seren eine Komplementablagerung an den
Ranvierschen Schnirringen, die nach Injektion der IgG4-Seren nicht auftrat. Dieser
Aspekt unterstutzt die Hypothese, dass 1gG3-Autoantikdrper durch die

Komplementaktivierung zu einer akuteren klinischen Symptomatik fihren.

In der Literatur wurde in zwei Studien bei Patienten mit akuter Erkrankung 1gG3- , bei
Patienten mit chronischer Erkrankung IgG4-Autoantikdrper detektiert und in einer
weiteren Studie wurde bei einer Patientin ein Wechsel der dominierenden Subklassen von
IgG3 in der akuten Phase zu 19G4 in Verlaufsseren beschrieben, was zu der Hypothese
fuhrte, dass der Subklassenswitch von 1gG3 zu 1gG4 eine Chronifizierung der Erkrankung
anzeigt (Appeltshauser et al., 2020; Doppler et al., 2016; Doppler et al., 2015b). Unsere
Ergebnisse bei IgG-Patient 1 wiedersprechen dieser Hypothese, da in zahlreichen
Verlaufsproben uber insgesamt sieben Monate IgG3 als dominierende Subklasse ohne
Anstieg von 1gG4 nachgewiesen wurde, obwohl bereits eine chronifizierte Erkrankung
vorlag. Eine mdgliche Alternativhypothese, die in weiteren Studien untersucht werden
kdnnte, waére, dass das Persistieren der Subklasse IgG3 zu einem sehr schweren
Krankheitsbild fuhrt.

Bei lgG-Patient 2 zeigte sich wie bei den meisten bisher beschriebenen Féllen zur
Neurofascin-(Para-)nodopathie Uberwiegend die Subklasse 1gG4. Typischerweise
aktiviert die Subklasse 1gG4 das Komplementsystem kaum (Bindon et al., 1988;
Schumaker et al., 1976; Tao et al., 1993; Vidarsson et al., 2014). Bei 1gG-Patient 2 wurde
allerdings eine Bindung an C1q im Komplementbindungsassay nachgewiesen. Dies kann
dadurch erklart werden, dass neben der dominierenden Subklasse auch 1gG2
nachgewiesen wurde, welches in der Lage ist das Komplementsystem zu aktivieren
(Schumaker et al., 1976; Tao et al., 1993; Vidarsson et al., 2014). Auch bei anderen
Patientinnen mit berwiegend Contactin-lgG4 Autoantikérpern wurde bereits eine
Bindung von C1qg im Komplementbindungsassay berichtet, wenn neben 1gG4 auch in
geringerem MaRe die komplementaktivierenden Subklassen 1gG1, 1gG2 oder IgG3
nachgewiesen wurden (Appeltshauser et al., 2017).
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Patientlnnen mit tiberwiegend 1gG4 Autoantikorpern zeigen meist kaum Ansprechen auf
eine IVIG-Therapie (Burnor etal., 2018; Cortese et al., 2020; Devaux et al., 2016; Kadoya
etal., 2016; Querol et al., 2014). Auch bei IgG-Patient 2 war dies der Fall. Eine Erklarung
ist, dass die fehlende Komplementaktivierung durch 1gG4 fir das geringe Ansprechen
auf IVIG-Therapie verantwortlich ist (Appeltshauser et al., 2017; Querol et al., 2014).
Aus dieser Erkl&rung ergibt sich die Frage, ob dann Patientinnen mit Autoantikdrpern der
komplementaktivierenden Subklasse 1gG3 auf IVIG-Therapie ansprechen und tatsachlich
zeigten einige Patientinnen mit paranodalen 1gG3-Autoantikdrpern eine deutliche
Besserung unter IVIG-Therapie (Appeltshauser et al., 2020; Cortese et al., 2020).
Weshalb IgG-Patient 1 sich unter IVIG-Therapie allerdings weiter verschlechterte, bleibt
unklar. Der aggressive Verlauf bei 1gG-Patient 1 kénnte neben der Subklasse 1gG3 auch

durch die Epitope der Autoantikérper bedingt sein.

Beziliglich der Therapie gibt es mittlerweile etliche Fallberichte von Patientinnen mit
IgG4-Autoantikdrpern, die eine deutliche Besserung unter Rituximabtherapie gezeigt
haben (Cortese et al., 2020; Doppler et al., 2015b; Querol et al., 2015). Es ist sogar eine
erste randomisierte, kontrollierte Studie zu Rituximab bei Patientinnen mit paranodalen
IgG4-Autoantikdrpern geplant (Shimizu et al., 2020). IgG-Patient 2 zeigte unter
Rituximabtherapie allerdings allergische Reaktionen, sodass diese nur verzogert
verabreicht werden konnte, einige Monate nach der Rituximabgabe war sogar ein hoherer
Neurofascin-155-1gG-Autoantikorpertiter als vor der Therapie nachweisbar und leider
besserten sich auch die Symptome des Patienten kaum. Auch IgG-Patient 1 erhielt eine
Rituximabtherapie, worunter zwar der Titer der Neurofascin-1gG Autoantiktrper abfiel,
aber nur wenig klinische Besserung zu beobachten war. Dies konnte an dem bereits

vorhanden axonalen Schaden gelegen haben.

Zusammenfassend profitierten die in dieser Promotion identifizierten Neurofascin-1gG-
Patienten weder von einer IVIG-Therapie noch von Rituximab. Studien zum
Therapieansprechen bei Patientinnen mit (para-)nodalen Autoantiktrpern sollten bei der
Auswertung sowohl die Subklasse als auch einen bereits vorhandenen axonalen Schaden
berucksichtigen, da diese Aspekte mogliche Griinde fur das fehlende Therapieansprechen

darstellen.
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5.1.5 Moglicher Einfluss des Epitopes auf Schwere der Erkrankung

Die Bindungsassays an Ischiadicuszupfnervpraparaten mit zuvor an transfizierten HEK-
293-Zellen préinkubierten Seren fuhrten zu der Hypothese, dass bei 1gG-Patient 1
Autoantikorper vorliegen, die an unterschiedliche Epitope des Neurofascin-Proteins
binden, da nach Prdinkubation an Neurofascin-155 die paranodal axonale Bindung
verschwand, wahrend sie nach Préinkubation an Neurofascin-186 in abgeschwachter
Form persistierte. Auch die Tatsache, dass fur Neurofascin-155-1gG hohere Titer im
Vergleich zu Neurofascin-186-1gG im ELISA festgestellt wurden, unterstitzt die
Hypothese des Vorliegens von Autoantikdérpern mit mehreren Epitopen. Die Abbildung
3 zeigt den Aufbau der Neurofascin-lsoformen-155, -186 und-140, die jeweils

unterschiedliche Fn-Domanen und sechs identische 1g-Doménen besitzen.

In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Edgar Meinl (Miinchen) wurde durch
Atay Vural (AG Meinl) eine Charakterisierung der Epitope mittels Bindung an
verschiedene Neurofascin-Mutanten durchgefihrt (Stengel et al., 2019). Hierbei zeigte
sich, dass die Autoantikdrper von IgG-Patient 2 an die fir Neurofascin-155 spezifische
Fn-Domaéne Fn3Fn4 banden. Neurofascin-155 spezifische Teile der Fn-Doméne, wurden
bereits mehrfach als Epitop von Neurofascin-155-1gG4 Autoantikdrpern beschrieben
(Delmont et al., 2017; Devaux et al., 2016; Ng et al., 2012). Die Autoantikdrper von 1gG-
Patient 1 banden sowohl an Fn3, welches eine fir Neurofascin-155 spezifische Doméne
darstellt, als auch an die 6lg-Doméne, welche in allen drei Neurofascin-Isoformen-155, -
186 und -140 exprimiert wird. Somit bestétigte sich die aus den Versuchsergebnissen der
Promotion gewonnene Hypothese, dass Autoantikdrper mit zwei Epitopen vorlagen.

Eine mogliche Ursache flr das Vorliegen von zwei Epitopen stellt das Phanomen des
Epitopspreadings dar, wobei die Autoantikorper nicht auf das initiale Epitop beschrankt
bleiben, sondern im Verlauf der Erkrankung auch Antikorper gegen weitere Epitope
auftreten, was bei chronischem Verlauf einer Erkrankung durch die wiederholte
Erkennung von korpereigenen Antigenen bedingt ist und bereits bei mehreren
chronischen neurologischen Erkrankungen wie beispielsweise Multipler Sklerose oder
Myasthenia gravis beschrieben wurde (Huijbers et al., 2014; Sinmaz et al., 2016;

Vanderlugt & Miller, 1996). Das Phanomen des Epitopspreadings kénnte auch erkléren,
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dass sich das Bindungsverhalten der Autoantikorper von IgG-Patient 1 an
Ischiadicuszupfnerven im Verlauf der Erkrankung verandert hat (siehe Abbildung 19).

Das Auftreten von zwei unterschiedlichen Epitopen stellt eine mdgliche Ursache fur die
Schwere der Erkrankung von IgG-Patient 1 dar. Andere Patientinnen mit Pan-
Neurofascin-Autoantikdrpern, die weniger schwer betroffen waren, reagierten nur gegen
die Ig-Doméne (Delmont et al., 2017). Bei der Myasthenia gravis wurde das Auftreten
mehrerer Epitope bereits als Prédiktor eines schweren Krankheitsverlaufes identifiziert
(Huijbers et al., 2014).

Dass sich die pathogene Wirkung von Autoantikdrpern gegen dasselbe Antigen bei
unterschiedlichen Epitopen deutlich unterscheiden kann, wurde in Passiv-Transfer
Experimenten mit Acetylcholinrezeptoren gezeigt, wobei Autoantikdrper, die gegen ein
Epitop der Alpha-Untereinheit des Acetylcholinrezeptors gerichtet waren, in Ratten
Myasthenie Symptome induzierten, wahrend diese bei Autoantikdrpern gegen die Beta-
Untereinheit nicht auftraten (Tzartos et al., 1987).

Die ausgesprochene Schwere der Erkrankung konnte bei 1gG-Patient 1 durch die Bindung
an die 6lg-Doméne bedingt sein, die allen drei Neurofascin-lsoformen gemeinsam ist,
sodass es zu einem additiven pathogenen Effekt bei Beeintrachtigung der Funktion aller

drei Isoformen kommen konnte.

5.1.6 Ausblick Pan-Neurofascin-IgG3-(Para-)nodopathie als Subtyp

der Neurofascin-(Para-)nodopathie

Zusammenfassend ergibt sich aus den hier diskutierten Aspekten, dass bei der Testung
auf (para-)nodale Autoantikorper der Bestimmung von Isoformenreaktivitdt, der
Subklassenanalyse sowie der Epitopcharakterisierung eine hohe Bedeutung zukommt.
Die ldentifikation weiterer Patientinnen mit Neurofascin-Autoantikorpern unter
Berucksichtigung oben genannter Parameter wird zeigen, ob die Pan-Neurofascin-1gG3-
(Para-)nodopathie mit Reaktivitat gegen mehrere Epitope tatsachlich einen neuen Subtyp
der Neurofascin-(Para-)nodopathie darstellt, die sich mit einer auBergewohnlich
schweren, potentiell reversiblen Erkrankung und den charakteristischen Symptomen von
Tetraplegie, Hirnnervenbeteiligung und Beatmungspflichtigkeit von der Neurofascin-

155-1gG4-(Para-)nodopathie und von CIDP-Patientinnen ohne (para-)nodale
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Autoantikorper abhebt. Hinsichtlich der Pathophysiologie sind insbesondere der Einfluss
von Subklassen, Epitopen und die damit verbundene Wirkung des Komplementsystems
relevant. Aus einer nachgewiesenen pathophysiologischen ~ Wirkung des
Komplementsystems kdnnten sich auch neue Therapieansatze wie der Einsatz von

Eculizumab, der gegen den Komplementfaktor C5 gerichtet ist, ergeben.

5.2 Neurofascin-155-IgM-Autoantikorper bei (Para-)nodopathien

Bisher haben sich die Studien zu (Para-)nodopathien auf IgG-Autoantikdrper
konzentriert. Im Rahmen dieser Promotion wurden Neurofascin-155-IgM-
Autoantikorpern bei insgesamt funf PatientInnen nachgewiesen. Zwei der Patienten litten
an einer CIDP mit Erflllung der INCAT-Diagnosekriterien, ein Patient an einem GBS
und bei zwei der Patientinnen bestand der Verdacht auf eine CIDP Erkrankung ohne
Erfullung der INCAT-Diagnosekriterien. Bei keinem weiteren der untersuchten
Patientinnen oder Kontrollen konnten IgM-Autoantikorper gegen Neurofascin-155, -186
oder Contactin-1 nachgewiesen werden. Die Detektion der IgM-Autoantikorper erfolgte
mittels ELISA, was laut einem Review die am besten standardisierte Methode zum
Nachweis von nervalen Autoantikorpern darstellt (Delmont & Hugh, 2015). Bei vier der
finf Patientinnen konnten die Neurofascin-155-IgM Autoantikérper mittels einer
eindeutigen Bande im Western Blot bestétigt werden. Die Spezifitat der Neurofascin-155-
IgM-Autoantikdrper wurde auflerdem durch Praabsorptionsexperimente an ELISA-

Platten bestétigt.

(Para-)nodale IgM-Autoantikorper gegen Neurofascin wurden bisher nur in wenigen
Studien mittels ELISA nachgewiesen, wobei die Neurofascin-IgM Antikorper hierbei
haufig neben Neurofascin-155-19G Autoantikorpern auftraten (Burnor et al., 2018;
Delmont et al., 2020; Ng et al., 2012). Die bisher niedrige Detektionsrate von
(para-)nodalen IgM-Autoantikorpern konnte dadurch bedingt sein, dass sich manche
Studien komplett auf (para-)nodale IgG-Autoantikdrper konzentrieren. Gerade einige
grolRen Studien zur Detektion (para-)nodaler Autoantikorper fiihrten keine IgM-Testung
durch (Cortese et al., 2020; Ogata et al., 2015), andere Studien testeten nur bei positivem
Ergebnis fir 1gG-Autoantikdrper auch auf IgM (Delmont et al., 2020). Eine Studie, die
alle Seren auch auf Neurofascin-IgM-Autoantikdrper untersuchte, konnte diese bei 8 %

der Patientlnnen mit autoimmuner Neuropathie, 2 % der Patientlnnen mit hereditérer
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Neuropathie und 5 % der Patientinnen mit idiopathischer Neuropathie nachweisen
(Burnor et al., 2018). Ein Fallbericht beschrieb einen Pan-Neurofascin-IgM-
Autoantikorper bei einem GBS-Patienten in Zusammenhang mit einer Covid-19-
Infektion (Tard et al., 2020). Eine weitere Studie fand 30 GBS- bzw. CIDP-Patientinnen
mit (para-)nodalen IgM-Autoantikorpern, wobei die Autoantikorper lediglich in
Zellbindungsassays an transfizierten HEK-Zellen detektiert wurden (Devaux et al., 2012),
sodass diese Ergebnisse eventuell auch durch unspezifische Bindungen bedingt sein

kdnnten.

(Para-)nodale IgM-Autoantikdrper gegen Neurofasin-186 und Gliomedin wurden
zwischenzeitlich auch mit einer Prdavalenz von 12 % bei Patientinnen mit MMN
nachgewiesen (Notturno et al., 2014), was sich allerdings in einer nachfolgenden Studie
nicht bestatigen lie, und moglicherweise durch Probleme wie die Verwendung eines
Rattenproteins und die Berechnung eines Grenzwertes aus wenigen Kontrollen erklart

werden kann (Doppler et al., 2015a).

Zusammenfassend wurden (para-)nodale IgM-Autoantikérper bei CIDP und GBS
vereinzelt beschrieben, auch wenn sich abgesehen von einer Studie (Doppler et al., 2018),
die im Rahmen dieser Promotion entstand, noch keine Studie explizit den IgM-

Autoantikdrpern bei (Para-)nodopathie gewidmet hat.

5.2.1 Vorkommen von IgM-Autoantikorpern bei inflammatorischen
Polyneuropathien

Bei einigen Formen inflammatorischer Polyneuropathien hat sich bereits eine grofRe
Bedeutung von IgM-Autoantikdrpern gezeigt. Bei der MMN besitzen IgM-
Autoantikdrper gegen das Gangliosid GM-1 bereits diagnostischen Stellenwert und treten
je nach verwendeter Methode mit einer Prévalenz von 20-85 % auf (Vlam et al., 2012).
Aullerdem wurden bei etwa 50 % der Patientinnen mit einer monoklonalen IgM-
Gammopathie assoziierten Neuropathie Anti-MAG-IgM-Autoantikérper nachgewiesen
(Kuijf et al., 2009; Nobile-Orazio et al., 1994). Anti-Disialosyl-lgM-Autoantikdrper
konnten bei der sensiblen ataktischen Neuropathie beschrieben werden (Willison et al.,
2001; Yuki & Uncini, 2014). Die Pathogenitat der genannten IgM-Autoantikorper ist
jedoch umstritten (siehe auch Kapitel 5.2.4).
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Nachdem sich die diagnostische Bedeutung von IgM-Autoantikorpern bei der MMN und
der monoklonalen IgM-Gammopathie assoziierten Neuropathie bereits gezeigt hat, sollte
bei Patientinnen mit CIDP und GBS die Testung auf (para-)nodale IgM-Autoantikdrper
in groReren Studien durchgefihrt werden, um deren Prévalenz und ihre Bedeutung zu
untersuchen. Anhand der finf Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM, die in dieser
Promotion beschrieben werden, kann noch keine Aussage (ber die generelle Pravalenz
dieser Autoantikorper bei CIDP- bzw. GBS-Patientinnen getroffen werden, da die
Fallzahl dieser Promotionsarbeit fiir eine Pravalenzbestimmung nicht ausreichend ist und
uberwiegend zu diagnostischen Zwecken eingesandte Seren untersucht wurden, bei denen
keine systematischen Kriterien zur Diagnosestellung einer CIDP angewendet werden

konnten.

5.2.2 Klinische, elektrophysiologische und histopathologische
(Para-)nodopathie Merkmale der Patientlnnen mit Neurofascin-155-

IgM-Autoantikorpern

Hervorstechende Merkmale der funf Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM-
Autoantikdrpern sind ein akuter Erkrankungsbeginn (3/5), eine ausgepragte Tetraparese
(5/5), ein Tremor (4/5), eine sensible Ataxie (2/5) sowie neuropathische Schmerzen (4/5).
Hierbei zeigt sich eine erstaunliche Ahnlichkeit zu den Merkmalen, die auch Patientinnen
mit verschiedenen Formen von paranodalen 1gG-Autoantikorpern aufweisen, wo akuter
Erkrankungsbeginn, schwere motorisch betonte Polyneuropathie und Tremor als
charakteristische Symptome einer IgG-(Para-)nodopathie angesehen werden (Doppler &
Sommer, 2017). Dies legt nahe, dass paranodale IgM-Autoantikdrper einen ahnlichen
Effekt wie 1gG-Autoantikorper aufweisen und bei den IgM-Patientinnen eine
(Para-)nodopathie vorliegt. Es konnten bereits mehrere Studien zeigen, dass sich
Patientinnen mit paranodalen 1gG-Autoantikorpern in ihren klinischen Merkmalen von
Patientlnnen ohne Nachweis von paranodalen Autoantikdrpern abheben, wobei sich fur
die verschiedenen 1gG4 Autoantikorper gegen Neurofascin-155, Contactin-1 und
CASPR-1 jeweils charakteristische klinische Merkmale herauskristallisiert haben (Koike
& Katsuno, 2020; Tang et al., 2020; Vural et al., 2018).

Drei der vier CIDP-Patientlnnen litten an einem derart ausgepragten Tremor, dass er von

den Patienten selbst als im Alltag beeintrachtigend beschrieben wurde. Auch der GBS-
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Patient litt an einem Tremor, wobei dieser erst nach der akuten Phase der Erkrankung
auftrat. Ein Tremor wurde, wie bereits zuvor diskutiert, auch bei der Neurofascin-155-
IgG4-(Para-)nodopathie als charakteristisches Symptom identifiziert (Cortese et al.,
2016; Cortese et al., 2020; Delmont et al., 2020; Devaux et al., 2016; Kadoya et al., 2016;
Kuwahara et al., 2018; Ogata et al., 2015; Painous et al., 2018; Querol et al., 2014) und
ebenfalls mehrmals bei Patientinnen mit Contactin-1 oder CASPR-1-1gG4
Autoantikdrpern beschrieben (Cortese et al., 2020; Doppler et al., 2015b).

Eine sensible Ataxie wie sie bei zwei der funf IgM-Patientinnen auftrat, wurde bereits bei
der Contactin-1-, CASPR-1- sowie Neurofascin-155-1gG-(Para-)nodopathie beschrieben
(Cortese et al., 2020; Devaux et al., 2016; Garg et al., 2018; Miura et al., 2015). Eine
Affektion der Spinalganglienneurone durch die paranodalen 19G- bzw. IgM-
Autoantikorper stellt hier ein mdgliches pathophysiologisches Korrelat dar.

Auffallig sind auch die neuropathischen Schmerzen bei vier der funf IgM-Patientinnen.
Neuropathische Schmerzen sind bisher nur bei Patientinnen mit CASPR-1-1gG-
Autoantikdrpern als charakteristisches klinisches Merkmal beschrieben worden (Doppler
et al., 2016). Interessanterweise wurden ausgepragte Schmerzen auch bei weiteren drei
der bisher beschriebenen Patientinnen mit Neurofascin-IgM-Autoantikorpern
beschrieben (Burnor et al., 2018). Bei der CIDP kommen neuropathische Schmerzen im
allgemeinen eher selten vor und sind dabei nur schwach ausgepragt (Dyck & Tracy,
2018), sodass es sich bei den neuropathischen Schmerzen um ein charakteristisches
klinisches Merkmal von Patientinnen mit Neurofascin-lgM-Autoantikdrpern handeln
konnte. Eine mdgliche Ursache fir die neuropathischen Schmerzen wére eine Beteiligung
der kleinen Nervenfasern, was auch die reduzierte Nervenfaserdichte in den Hautbiopsien
von zwei der IgM-Patientinnen erkléren konnte. Ein weiterer Erklarungsansatz fiir
neuropathische Schmerzen wirde sich aus der Affektion von Spinalganglienneuronen

ergeben.

Die Identifikation von weiteren Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM-Autoantikérpern
in grolReren Studien ist notwendig, um die hier diskutierten klinischen Merkmale und
insbesondere den Tremor sowie die neuropathischen Schmerzen als charakteristisch zu

bestatigen.
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Auch wenn sich die klinischen Merkmale der IgM-Patientinnen sehr gut mit denen einer
(Para-)nodopathie vereinbaren lassen, zeigten sich bei den diagnostischen Ergebnissen
Unterschiede zwischen den IgM-Patientinnen und dem bisherigen Konzept der

(Para-)nodopathie bei Patientinnen mit IgG-Autoantikorpern.

In der elektrophysiologischen Diagnostik zeigte sich bei den IgM-Patienten 1, 2, 4 und 5
ein demyelinisierendes Bild. Bei IgM-Patientin 3, bei der die IgM-Autoantiktrper im
Western Blot nicht bestatigt werden konnten, waren lediglich leicht verminderte
Amplituden auffallig. Leitungsblocke konnten bei den IgM-Patientinnen nicht
nachgewiesen werden und zwei der IgM-Patientinnen mit klinischem Verdacht auf CIDP
erfillten die elektrophysiologischen INCAT-Diagnosekriterien nicht. Bei den
Patientlnnen mit paranodalen IgG-Autoantikdrpern zeigen sich Befunde eines scheinbar
demyelinisierenden Bildes, die auch die elektrophysiologischen Kriterien einer CIDP
erfillen (Delmont et al., 2017; Devaux et al., 2016; Doppler et al., 2015b; Fujita et al.,
2018; Kouton et al., 2020; Ogata et al., 2015; Querol et al., 2013). Diese scheinbar
demyelinisierenden Befunde konnen beim Konzept der (Para-)nodopathie durch eine
Storung der Ranvierschen Schnirringe erklart werden (Uncini & Kuwabara, 2015; Uncini
& Vallat, 2018). Eine Studie konnte zeigen, dass sich die elektrophysiologischen Befunde
parallel zu Schwankungen des Titers von Neurofascin-155-1gG-Autoantikdrpern
verbesserten bzw. verschlechterten (Fujita et al., 2018), was das Konzept der
(Para-)nodopathie unterstltzt, wonach die elektrophysiologischen Veranderungen direkt
durch die Wirkung der paranodalen Autoantikdrper am Ranvierschen Schnirring und
eben nicht durch eine Demyelinisierung hervorgerufen werden. Typisch bei einer
Schédigung des Ranvierschen Schniirringes sind auch Leitungsblocke, sowie bei
ausgepragter Erkrankung ein sekundar axonaler Schaden (Uncini & Kuwabara, 2015).
Ein axonaler Schaden, konnte bei den IgM-Patientinnen nachgewiesen werden. Da die
IgM-Patientinnen in den elektrophysiologischen Untersuchungen ein scheinbar
demyelinisierendes Bild boten, sind sie grundsétzlich mit dem Konzept der
(Para-)nodopathie zu vereinbaren, auch wenn die fur die IgG-(Para-)nodopathie

charakteristischen Leitungsbldcke bei den identifizierten IgM-Patientinnen fehlten.

Auffallend war, dass zwei der Patientinnen mit Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern

zwar die klinischen Diagnosen einer CIDP erhielten, die elektrophysiologischen INCAT-
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Diagnosekriterien allerdings nicht erfillten. Hieraus ergibt sich, dass das Screening auf
(para-)nodale Autoantikérper nicht nur auf Patientinnen mit Erfullung der

elektrophysiologischen Diagnosekriterien beschrénkt werden sollte.

In den Suralisbiopsien der vier IgM-Patientinnen mit CIDP zeigte sich ein tiberwiegend
axonales Schéadigungsmuster und in zwei der drei durchgefiihrten Hautbiopsien zeigte
sich eine verringerte intraepidermale Nervenfaserdichte. Bei drei der IgM-Patientinnen
wurden frisch gezupfte Nervenfasern einer Suralishiopsie bzw. myelinisierte Fasern einer
Hautbiopsie analysiert, wobei sich die Lokalisation der paranodalen Proteine Contactin-
1 und CASPR-1 und der nodalen Natriumkanéle sowie die Lange der Ranvierschen
Schnurringe unauffallig zeigten. Auch bei Patientinnen mit 1gG-Autoantikdrpern gegen
Neurofascin-155 bzw. Contactin-1 hatte sich ein axonales Schadigungsmuster gezeigt.
Allerdings waren bei Patientinnen mit paranodalen 1gG-Autoantikérpern passend zum
Konzept der (Para-)nodopathie verlangerte Ranviersche Schnirringe und eine Zerstérung
der paranodalen Architektur beobachtet worden (Doppler et al., 2015b; Koike et al., 2017;
Koike & Katsuno, 2020). Bei der CIDP ohne Autoantikorper zeigt sich hingegen
klassischerweise das Bild einer Makrophagen induzierten Demyelinisierung (Vital et al.,
2000). Somit heben sich die Nervenbiopsien der IgM-Patientinnen mit CIDP durch die
axonale Schadigung zwar deutlich von einer klassischen CIDP ab, allerdings war auch
keine Zerstorung der Ranvierschen Schnirringe sichtbar, wie man sie bei einer

klassischen IgG-(Para-)nodopathie erwarten wirde.

Zusammenfassend passt die klinische Symptomatik, das axonale Schadigungsmuster in
den Nervenbiopsien sowie die scheinbar demyelinisierenden Zeichen in den
elektrophysiologischen ~ Untersuchungen  der  IgM-Patientinnen  zu  einer
(Para-)nodopathie, wobei die bei der IgG-(Para-)nodopathie typischerweise
nachweisbare Zerstérung der Schnirringarchitektur fehlte. Der pathophysiologische
Wirkmechanismus der Neurofascin-155-IgM-Autoantikérper war nicht Ziel dieser
Promotion. Studien insbesondere mit Passiv-Transfer- oder Zellkulturexperimenten
kdnnten jedoch zeigen, inwieweit die IgM-Autoantikorper den Ranvierschen Schniirring
histopathologisch sowie elektrophysiologisch schédigen und sie somit mit dem Konzept

der (Para-)nodopathie in Einklang zu bringen sind.
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5.2.3 Therapieansprechen auf Plasmapherese, Rituximab und IVIG

unter Berticksichtigung der Komplementaktivierung

Von den Patientlnnen mit nachgewiesenen Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrpern haben
drei auf Plasmapherese, drei auf IVIG und einer sehr gut auf Rituximab angesprochen,
wobei teilweise mehrere Therapien erhalten wurden (siehe Tabelle 37). Uber das
Therapieansprechen von Patientlnnen mit (para-)nodalen IgM-Autoantikdrpern ist bisher
wenig bekannt. Ein CIDP- sowie ein AMAN-Patient, bei denen Neurofascin-186-IgM-
Autoantikorper nachgewiesen worden waren, verbesserten sich unter IVIG-Therapie
(Burnor et al., 2018). Zwei GBS-Patienten mit (para-)nodalen IgM-Autoantikdrpern
sprachen auf Plasmapherese an, wobei bei einem ein Pan-Neurofascin- und bei dem
anderen ein Neurofasin-155-1gM-Autoantikorper nachgewiesen worden war (Burnor et
al., 2018; Tard et al., 2020).

Drei der IgM-Patientinnen profitierten von einer Plasmapheresetherapie. Die schnelle
Besserung dieser Patienten spricht dafiir, dass humorale Faktoren wie Autoantikdrper
oder Komplement fiir die Symptomatik verantwortlich waren. Auch bei den Patientinnen
mit paranodalen 1gG-Autoantikdrpern wurde die Plasmapherese schon héufig als
effektive Therapie berichtet (Burnor et al., 2018; Kadoya et al., 2016; Ng et al., 2012;
Ogata et al., 2015; Querol et al., 2014).

Aulerdem fallt auf, dass mehrere Patientinnen mit (para-)nodalen IgM-Autoantikdrpern
von einer IVIG-Therapie profitierten, wahrend bei paranodalen IgG-Autoantikdrpern ein
Nichtansprechen auf IVIG als charakteristisches klinisches Merkmal der 1gG4-
(Para-)nodopathie identifiziert wurde (Burnor et al., 2018; Cortese et al., 2020; Devaux
et al., 2016; Kadoya et al., 2016; Querol et al., 2014). IgM wirkt allerdings stark (Daha et
al., 2011; Lintner et al., 2016; Sharp et al., 2019), IgG4 kaum komplementaktivierend
(Bindon et al., 1988; Schumaker et al., 1976; Tao et al., 1993; Vidarsson et al., 2014),
was eine mdogliche Erklarung fur das Ansprechen auf IVIG bei Patientinnen mit
(para-)nodalen IgM-Autoantikérpern darstellt. Bei den GM1-IgM-Autoantikdrpern
konnte die Wirkung von 1VIG sowohl in vivo als auch in vitro bereits belegt werden. In
vitro Studien zeigten, dass die durch GM1-IgM-Autoantikérper induzierte
Komplementaktivierung durch 1VIG dosisabhdngig reduziert wird (Malik et al., 1996;
Piepers et al., 2010; Yuki et al., 2011) und bei der mit IgM-GM1-Autoantikdrpern
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assoziierten MMN konnte eine Metaanalyse Uber vier Placebo korrelierte, randomisierte
Studien einen Benefit durch IVIG belegen (van Schaik et al., 2005). Somit scheint ein
Benefit durch IVIG auch bei Neurofascin-lgM-Autoantikérpern plausibel. Allerdings
konnte mit den Seren der IgM-Patientinnen keine Komplementbindung von Clq
detektiert werden. Dieses Ergebnis verwundert zunéchst, da IgM-Autoantikorper in der
Lage sind an C1qg zu binden und somit Uber den klassischen Aktivierungsweg das
Komplementsystem aktivieren kénnen (Daha et al., 2011; Lintner et al., 2016; Sharp et
al., 2019). Der niedrige Titer der Neurofascin-155-1gM-Autoantikorper, der lediglich
1:100-1:400 Dbetrug, stellt die wahrscheinlichste Ursache fir den negativen
Komplementbindungsassay dar, denn auch bei MMN-Patientinnen konnte gezeigt
werden, dass GM1-IgM Autoantikdrper in vitro teilweise bis zu einem Titer von 1:400
das Komplementsystem nicht aktivieren konnten (Piepers et al., 2010; Vlam et al., 2015)
und bei  GMI1-IgM-Autoantikorpern  korrelierte  die  Ausprdgung  der
Komplementaktivierung mit dem Titer (Piepers et al., 2010; Vlam et al., 2015; Yuki et
al., 2011). Es konnte sich hier also um ein methodisches Problem handeln, sodass die
Komplementaktivierung durch Neurofascin-155-1gM-Autoantikorper erst ab einem

hoheren Titer auch in vitro detektierbar ist.

Ob sich aus der Detektion von (para-)nodalen IgM-Autoantikrpern in der Zukunft auch
therapeutische Konsequenzen ergeben, wird sich erst in groBeren Studien durch die
Detektion weiterer Patientlnnen sowie den WVergleich des Therapieansprechens

insbesondere von IVIG, Plasmapherese und Rituximab zeigen.

5.2.4 Epiphdanomen oder pathogene Wirkung von Neurofascin-155-
IgM?
Da uber die Wirkung von Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern bei Polyneuropathien
bisher kaum Studien existieren, stellt sich die Frage, ob die Neurofascin-155-IgM-

Autoantikorper, die im Rahmen dieser Promotion bei funf Patientlnnen beschrieben
wurden, pathogen sind oder lediglich als Epiphdanomen auftreten.

IgM- gelten grundsatzlich als weniger pathogen als 1gG-Autoantikdrper. Den bereits bei
Geburt vorhandenen polyreaktiven natirlichen IgM-Antikorpern wird sogar eine

protektive Wirkung zugeschrieben, die Inflammation und auch Autoimmunitét
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unterdriickt (Ehrenstein et al., 2000; Gronwall & Silverman, 2014; Lobo, 2016). In
Méusen konnte auf’erdem gezeigt werden, dass es bei fehlender IgM Sekretion zum
verstarkten Auftreten von Autoimmunitidt kommt (Boes et al., 2000; Ehrenstein et al.,
2000).

Bei den GM1-IgM- wie auch bei den Anti-MAG-IgM-Autoantikdrpern verdichten sich
jedoch die Hinweise auf deren Pathogenitat. So korrelieren die Titer von GM1-IgM-
Autoantikorpern mit der Auspragung der Muskelschwéche von Patientinnen (Cats et al.,
2010) und im Modell an aus pluripotenten Stammzellen generierten Motoneuronen
konnte eine durch Komplement vermittelte strukturelle Schadigung durch GM1-IgM-
Patientenantikdrper nachgewiesen werden (Harschnitz et al., 2016). In Suralisbiopsien
von Patientinnen mit Anti-MAG-IgM fand sich weiterhin eine signifikant weitere
Verteilung paranodaler Proteine, wobei die Weite der Verteilung von Neurofascin mit
dem Anti-MAG-IgM-Autoantikorpertiter korrelierte (Kawagashira et al., 2020), und
Passiv-Transfer-Experimente mit Anti-MAG-IgM aus Patientenseren fuhrten in
verschiedenen Tierarten zu komplementabhangiger Demyelinisierung (Hays et al., 1987,
Monaco et al., 1995; Tatum, 1993).

Auch bei den Neurofascin-lgM-Autoantikorpern lassen sich bereits Hinweise auf die
Pathogenitat finden. So sind bei mehreren Patienten mit Neurofascin-lgM-
Autoantikdrpern bei klinischer Erholung keine IgM-Autoantikdrper mehr nachweisbar.
Neben IgM-Patient 1 mit einer CIDP und IgM-Patient 2 mit einer GBS-Erkrankung
wurde auch bei zwei weiteren GBS- sowie einem AMAN-Patienten berichtet, dass die
Neurofascin-lgM-Autoantikdrper nach Uberstandener Erkrankung bzw. deutlicher
Verbesserung nicht mehr detektierbar waren (Burnor et al., 2018; Tard et al., 2020).
Weiterhin wurde in einem Passiv-Transfer-Experiment gezeigt, dass eine autoimmune
experimentelle Neuritis in Lewis Ratten durch die Injektion von Pan-Neurofascin-lgM
sowohl verlangert als auch verstarkt wird (Ng et al., 2012), was stark flr einen pathogenen

Effekt der Neurofascin-IlgM-Autoantikorper spricht.

Burnor postuliert, dass bei Patientinnen mit (para-)nodalen IgG4-Autoantikorpern zuvor
ein IgM-Autoantikorper vorgelegen habe (Burnor et al., 2018), da die reifenden B-Zellen
Immunglobuline in der Reihenfolge IgM—IlgG3—1gG1l—I1gG2—I1gG4 produzieren

(Collins & Jackson, 2013). Bei Infektionen ist ein Klassenwechsel von IgM als
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Primarantwort zu IgG im Rahmen einer Sekunddrantwort ein gut bekannter
Mechanismus, sodass die Hypothese von Burnor zundchst gut nachvollziehbar scheint.
Allerdings wird die Hypothese des Antikorperklassenwechsels durch die Verlaufe von
zwei der hier identifizierten IgM-Patientlnnen in Frage gestellt. Bei IgM-Patientin 3 mit
V.a. CIDP waren die Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrper in zahlreichen Proben tber
drei Jahre hinweg und bei IgM-Patient 5 mit einer chronisch progredienten
elektrophysiologisch gesicherten CIDP retrospektiv sogar Gber 8 Jahre nachweisbar,
sodass eine regelhafte Serokonversion von IgM zu IgG nahezu ausgeschlossen werden
kann. Somit sind (para-)nodale IgM-Autoantikorper nicht nur als ein den (para-)nodalen

IgG-Autoantikdrpern vorausgehendes Phanomen einzustufen.

Da also mehrere Aspekte fiir die Pathogenitat von Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern
sprechen, sollte die Testung auf IgM Autoantikorper in das Screening auf (para-)nodale
Autoantikdrper in Zukunft regelhaft miteinbezogen werden. Denn nur so kann sich
zeigen, ob es sich bei Polyneuropathien mit Neurofascin-155-1gM-Autoantikdrpern um

eine IgM-(Para-)nodopathie handelt.

5.3 Cerebellare Beteiligung bei Neurofascin-(Para-)nodopathien

IgG-Patient 2 mit Neurofascin-155-1gG4-Autoantikérpern und auch vier der finf IgM-
Patientlnnen zeigten in den klinischen Befunden einen ausgepragten Tremor. Bei der
Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathie wurde ein Tremor als charakteristisches
Merkmal identifiziert (Cortese et al., 2016; Cortese et al., 2020; Delmont et al., 2020;
Devaux et al., 2016; Kadoya et al., 2016; Kuwahara et al., 2018; Ogata et al., 2015;
Painous et al., 2018; Querol et al., 2014). Bei den Patienten mit Neurofascin-155-1gM
Tremor war die Symptomatik so ausgeprégt, dass der Tremor von allen drei CIDP- und
dem einen GBS-Patienten als stérend beschrieben wurde. IgG-Patient 1 mit
nachgewiesenen Pan-Neurofascin-1gG3-Autoantikérpern zeigte keinen Tremor, wobei
dieser auch durch die aufgetretene Tetraplegie verschleiert gewesen sein kdnnte. Dieser
Erklarungsansatz wird auch durch den Krankheitsverlauf von IgM-Patient 4 unterstitzt,
der seinen Tremor erst nach uberstandener akuter Krankheitsphase, die mit einer

schweren Tetraparese einherging, entwickelte.

Der Tremor ist ein Symptom das bei Polyneuropathien zwar vorkommen kann, dann aber

meist sehr mild ausgepragt ist (Deuschl & Bergman, 2002; Saifee et al., 2013;
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Wasielewska et al., 2013). Bei der in Zusammenhang mit der IgM monoklonalen
Gammopathie auftretenden Polyneuropathie zeigte sich in mehreren Studien ein hdufiges
Auftreten eines Tremors (Ahlskog et al., 2012; Bain et al., 1996; Saifee et al., 2013). Dies

stellt einen spannenden Aspekt dar, da hier ebenfalls haufig Autoantikérper vorkommen.

Grundsatzlich stellt sich beim Tremor von Polyneuropathiepatientinnen die Frage, ob er
durch eine periphere Beteiligung mit verbundenem sensiblem Defizit oder aber durch
eine zentrale Beteiligung des Kleinhirnes bedingt ist (Deuschl & Bergman, 2002). Bei
den Féllen zu Neurofascin-155-1gG4-(Para-)nodopathien wurde immer wieder eine
cerebellédre Beteiligung vermutet. Neben dem Tremor traten bei den beschriebenen Féllen
auch weitere Symptome eines cerebellaren Syndroms wie eine Dysarthrie, Nystagmus,
Gangataxien (Bailly et al., 2018; Demichelis et al., 2018; Devaux et al., 2016; Querol et
al., 2014) sowie ein fir eine sensible Beteiligung eher untypischer Tremor von Zunge

oder Kopf sowie Stimme auf (Briani et al., 2019; Painous et al., 2018).

Aulerdem gibt es zumindest fur Neurofascin-lgG-Autoantikdrper  erste
pathophysiologische Hinweise einer Wirkung auf das Kleinhirn. Bereits zwei Studien
konnten eine Bindung von Seren mit Neurofascin-155-1gG4 an Kleinhirnschnitten von
Ratten bzw. Mdusen zeigen (Devaux et al., 2016; Querol et al., 2014). Sowohl fir IgG-
Patient 1 als auch fir 1gG-Patient 2 konnte im Rahmen dieser Promotion eine Bindung
an cerebellare murine Neurone nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Bindung an cerebelldre Neurone nicht auf die Neurofascin-lgG4-Patientenantikdorper
beschrénkt bleibt, sondern auch bei Pan-Neurofascin-1gG3-Patientenantikdrpern auftritt.
IgM-Bindungsassays an cerebellaren Neuronen zur Untersuchung der Seren mit

Neurofascin-155-1gM konnten leider nicht etabliert werden.

Dass eine Schadigung von Neurofascin durch die Autoantikdrper fur die cerebelldre
Symptomatik der Patientinnen verantwortlich sein kdnnte, zeigt sich auch in zwei
Neurofascin-Knockout-Experimenten, bei denen die Tiere ohne Expression von
Neurofascin-Protein eine schwere Ataxie entwickelten und eine Degeneration
cerebellérer Purkinjezellen nachgewiesen werden konnte (Buttermore et al., 2012; Pillai
et al., 2009).
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Es stellt sich allerdings die Frage, ob (para-)nodale Autoantikorper aus dem Serum.
uberhaupt die Bluthirnschranke tberwinden kénnen, um auf das Kleinhirn einzuwirken,
da bislang keine intrathekale Synthese (para-)nodaler Autoantikorper gezeigt werden
konnte. Allerdings ist die Bluthirnschranke bei CIDP-Patientinnen haufig gestért und es
wurden bereits bei drei Patientinnen (para-)nodale Autoantikérper im Liquor bei gestorter
Bluthirnschranke bzw. bei sehr hohem Autoantikorpertiter nachgewiesen (Appeltshauser
et al., 2020; Shimizu et al., 2014; Stengel et al., 2019).

In mehreren Fallberichten von Patientinnen mit Neurofascin-155-1gG-Autoantikdrpern
trat unter Rituximabtherapie parallel zum Autoantikérperriickgang eine Verbesserung des
Tremors auf (Demichelis et al., 2018; Painous et al., 2018), was ebenfalls fir eine

schadigende Wirkung der Autoantikorper auf cerebelldres Neurofascin spricht.

Ob der Tremor der in dieser Promotion beschriebenen Patienten tatsachlich von einer
Kleinhirnschadigung durch Neurofascin-Autoantikdrper hervorgerufen wurde, kénnen
nur weitere Studien zur pathogenetischen Wirkung auf das Kleinhirn zeigen, wobei

unbedingt auch die Neurofascin-lgM-Autoantikorper berlcksichtigt werden sollten.

5.4 Pathophysiologische Wirkung von Contactin-1-IgG4- bzw. -1gG3-
Patientenantikérpern im Zellkulturmodell

Im zweiten Teilprojekt dieser Promotion wurde die pathophysiologische Wirkung von
Contactin-1-1gG-Patientenantikdrpern auf cerebellére Neurone sowie
Spinalganglienneurone im Zellkulturmodell untersucht, wobei sich sowohl eine Bindung
an den Neuronen als auch eine vom Einwirkungszeitraum abh&ngige sowie reversible
Reduktion der Contactin-1-Expression zeigte. Teilaspekte der Diskussion zu den
Zellkulturversuchen finden sich auch in dem von Julia Griiner verfassten Manuskript
,2Anti-contactin-1 antibodies affect surface expression and sodium currents in dorsal root
ganglia®, das sich zum Zeitpunkt des Verfassens der Monographie im Reviewverfahren
befand.

Bei den paranodalen Contactin-1-1gG-Autoantikérpern konnten Studien bereits Hinweise
auf die Pathogenitdt der Patientenantikorper liefern. Allerdings fokussierten sich die
meisten Arbeiten auf die Wirkung am Ranvierschen Schnirring peripherer Nerven. In

Passiv-Transfer-Experimenten ~ konnten  eine  Leitungsverlangsamung  bzw.
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Leitungsblocke motorischer Nerven nachgewiesen werden (Doppler et al., 2019; Manso
et al., 2016), wobei sich die Pathogenitat von 1gG4 stérker als von 1gG1 (Manso et al.,
2016) und die von IgG3 starker als von 1gG4 (Doppler et al., 2019) zeigte. Diese
Ergebnisse sprechen stark flr eine Schadigung des Contactin-Proteins, denn auch in
Méusen mit Contactin-1 Knockout war eine Leitungsverlangsamung nachweisbar (Boyle
etal., 2001). Weiterhin war in Passiv-Transfer-Experimenten bei langerer Exposition mit
Contactin-lgG-Patientenantikdrpern ~ der  Contactin-1-/CASPR-1/Neurofascin-155-
Protein Komplex vermindert nachweisbar (Manso et al., 2016), was die
Leitungsverlangsamung durch eine Schadigung der Struktur des Ranvierschen
Schniirringes erklart.

Die Expression von Contactin-1 ist aber nicht auf den Ranvierschen Schnirring
peripherer Nerven beschrankt, denn es wird in zahlreichen Neuronen nachgewiesen und
ist dort in wichtige Prozesse wie das Auswachsen von Neuriten und auch die
Proliferationsregulation involviert (Berglund et al., 1999; Buttiglione et al., 1996;
Treubert & Brimmendorf, 1998; Xenaki et al., 2011). Auch in Contactin-1-Knockout-
Experimenten bleibt die Wirkung nicht auf die peripheren Nerven beschrankt. So
entwickelten Mause ohne Contactin-1 eine schwere Ataxie mit haufigen Stlrzen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Tiere als Korrelat hierzu ein Kleinhirn mit vermindertem
Volumen entwickelten, die Axone der Koérnerzellen nicht korrekt ausgerichtet waren und
auch keine Faszikelbildung durch die Neuriten stattfand (Berglund et al., 1999), was die
essentielle Bedeutung von Contactin-1 fir die Neurone des Kleinhirns zeigt. Ein
Experiment zur in vivo Wirkung von Contactin-Antikérpern fiihrte in Wildtyp-Mé&usen
ebenfalls wie beim Knockout von Contactin-1 zum Ausbleiben einer Faszikelbildung,
wobei diese Daten leider nur erwahnt aber nicht gezeigt wurden (Berglund et al., 1999).

Um die in vivo Wirkung von Contactin-1-1gG-Antikérpern aus Patientenserum auf
Neurone zu zeigen, wurde in diesem Promotionsprojekt ein Zellkulturmodell eingesetzt,

wobei bewusst Spinalganglienneurone und cerebelldre Kornerzellen ausgewéhlt wurden.
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5.4.1 Spinalganglien und Cerebellum als moégliche Angriffspunkte
paranodaler Autoantikorper und Bindung als experimentelles

Korrelat

Spinalganglienneurone sind ein sehr wahrscheinlicher Angriffspunkt der Contactin-1gG-
Autoantikorper, da bei Patientinnen mit Contactin-1-Autoantikérpern eine sensible
Ataxie, die durch eine Schadigung der Spinalganglien erklart werden konnte, als
charakteristisches klinisches Merkmal auftritt (Cortese et al., 2020; Delmont et al., 2020;
Miura et al., 2015). Es konnte bereits eine Expression von Contactin-1 an grof3en
Spinalganglienneuronen nachgewiesen werden und aufferdem zeigten Seren mit
Contactin-1-1gG4-Patientenantikbrpern ~ eine  Bindung an  Schnitten  von
Spinalganglienneuronen, wobei Contactin-1 und die Bindung durch das Serum im
Bereich des Zellkdrpers und an den Paranodien kolokalisierten (Miura et al., 2015). Des
Weiteren konnte im Rahmen dieser Promotion sowohl fur CNTN-Patient 1 mit
Uberwiegend 1gG3- als auch fir CNTN-Patientin 2 mit Uberwiegend IgG4-
Autoantikdrpern eine Bindung an fixierten murinen Spinalganglienneuronen
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bindung nicht auf Patientinnen
mit Uberwiegend Contactin-1-1gG4-Autoantikdrpern beschrankt bleibt. Im Gegensatz zu
Miura wurden allerdings keine Unterschiede zwischen unterschiedlich groRRen
Spinalganglienneuronen festgestellt, wobei die GroRe der Spinalganglienneurone nicht
ausgemessen wurde. Insgesamt stellt die Bindung an Spinalganglienneurone ein Korrelat
flr eine wahrscheinliche Beteiligung der Spinalganglienneurone bei (Para-)nodopathien

dar.

Als zweite Neuronenart wurden cerebellare Neurone ausgewéhlt. Besonders bei
Neurofascin-(Para-)nodopathien wird auf Grund des assoziierten Tremors eine
cerebelldre Beteiligung vermutet. Allerdings wurden auch bei Contactin-1-1gG-
Autoantikdrpern einige Patientinnen mit einem Tremor beschrieben (Cortese et al., 2020;
Doppler et al., 2015b; Miura et al., 2015). Bei CNTN-Patientin 2 wurde im Rahmen der
Promotion von Dr. Luise Appeltshauser eine umfassende Tremoranalyse durchgefiihrt,
die den Verdacht auf einen cerebellaren Tremor erbrachte (Appeltshauser, 2018; Doppler
et al., 2015b). Unter Rituximabtherapie verbesserte sich der Tremor von CNTN-Patientin

2 unter parallelem Rickgang des Contactin-1-1gG-Autoantikdrpertiters und verschwand
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schliellich sogar, was eine Affektion des Cerebellums durch die Contactin-1-1gG-
Autoantikorper sehr wahrscheinlich macht. Die Beteiligung des Kleinhirns bei der
Contactin-1-(Para-)nodopathie ist auch insofern wahrscheinlich, da Contactin-1 im
Kleinhirn und insbesondere auf den Kornerzellen exprimiert wird (Berglund et al., 1999;
Buttiglione et al., 1996; Faivre-Sarrailh et al., 1992; Gennarini, 1989). In dieser
Promotion wurden fir die Zellkultur cerebelldare Neurone aus fiinf Tage alten Mausen
verwendet, wobei diese zum gréfiten Teil Kornerzellen entsprachen, da ein Protokoll
speziell zur Gewinnung von Kdérnerzellen verwendet wurde (Lee et al., 2009) und bei
Ratten desselben Alters der grofite Anteil der cerebellaren Zellen Kornerzellen sind
(Altman, 1972). An Kleinhirnschnitten von Ratten konnte bereits eine Bindung von
Contactin-1-1gG-Patientenantikdrpern im  Bereich der Kornerzell- sowie der
Molekularschicht nachgewiesen werden (Doppler et al., 2015b). Sowohl bei CNTN-
Patient 1 als auch bei CNTN-Patientin 2 konnte eine deutliche Bindung des Serums an
cerebelldre Kornerzellen nachgewiesen werden, was fir eine mdgliche Affektion des
Kleinhirns durch Contactin-1-1gG-Autoantikdrper spricht.

Dass die Bindung sowohl an Spinalganglienneuronen als auch an cerebelldren Neuronen
nachgewiesen werden konnte, liefert auch einen Hinweis darauf, dass Contactin-1-1gG-
Autoantikdrper nicht nur auf das periphere, sondern auch auf das zentrale Nervensystem
wirken konnen. Dieser Aspekt ist auch deshalb interessant, da insbesondere im
asiatischen Raum bei den Neurofascin-(Para-)nodopathien eine Assoziation mit
kombiniert demyelinisierenden Erkrankungen des peripheren sowie des zentralen
Nervensystems nachgewiesen werden konnte (Devaux et al., 2016; Kawamura et al.,
2013; Ogata et al., 2016), wobei dieser Zusammenhang an européischen Patientinnen
nicht bestétigt werden konnte (Cortese et al., 2016; Vural et al., 2018; Vural et al., 2016).

Da die Wirkung von Contactin-1-IgG-Patientenantikdrpern im Rahmen des
Promotionsprojektes allerdings im Zellkulturmodell untersucht wurde, stellt sich die
Frage, ob die Contactin-1-1gG-Autoantikdrper im Patientinnen iberhaupt die Bluthirn-
bzw. Blutspinalganglienschranke tberwinden kdnnen, um Spinalganglienneurone bzw.
cerebelldre Neurone zu erreichen. Auch wenn bisher keine intrathekale Synthese von
(para-)nodalen Autoantikérpern nachgewiesen wurde, konnten im Liquor von drei

Patientinnen bei gestorter Bluthirnschranke bzw. bei sehr hohem Autoantikorpertiter
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(para-)nodale Pan-Neurofascin-, Contactin-1 bzw. CASPR-1-IgG-Autoantikdorper
detektiert werden (Appeltshauser et al., 2020; Stengel et al., 2019). Bei einer CIDP liegt
haufig eine gestorte Bluthirnschranke und auch Blutnervschranke vor, denn sowohl in
Suralisbiopsien von CIDP-Patientinnen als auch bei der Inkubation von Endothelzellen
der Bluthirnschranke mit Seren von CIDP-Patientinnen konnte eine verminderte
Expression von verschiedenen Tight-Junction Proteinen nachgewiesen werden und
auflerdem wurde in Liquoranalysen bei mehr als der Hélfte der GBS bzw. CIDP-
PatientInnen eine Stérung der Bluthirnschranke festgestellt (Brettschneider et al., 2005;
Kanda, 2004; Shimizu et al., 2014). Uber eine gestorte Bluthinrschranke konnten
(para-)nodale Autoantikdrper aus dem Serum auch Neurone des zentralen Nervensystems
wie Kdrnerzellen des Kleinhirns angreifen. Die Spinalganglien sind sogar noch leichter
zuganglich, da die Blutspinalganglienschranke auf Grund einer hohen Anzahl von
Kapillaren durchl&ssiger ist (Jacobs et al., 1976; Kanda, 2013; Reinhold & Rittner, 2020),
womit auch Spinalganglienneurone durch Autoantikdrper aus dem Serum angegriffen
werden konnten. Somit lassen die Ergebnisse aus dem Zellkulturmodell also durchaus
auch Ruckschliusse auf die mdgliche Affektion von Spinalganglienneuronen bzw.

cerebelldren Neuronen bei Patientlnnen mit Contactin-1-1gG-Autoantikorpern zu.

5.4.2 Veranderte Contactin-1-Proteinexpression nach Inkubation mit

Contactin-1-IgG-Patientenantikorpern

Die Bindung von Contactin-1-1gG-Antikdrpern aus den Seren von CIDP-Patientinnen an
Spinalganglienneurone sowie cerebellare Kdornerzellen zeigt, dass diese mit den
Neuronen interagieren. An dieses Versuchsergebnis ankniipfend dréngt sich die Frage
auf, ob die Contactin-1-1gG-Patientenantikdrper auch die Expression paranodaler
Proteine in den Neuronen veréndern. Tatsachlich war nach Inkubation der Neurone mit
den Contactin-1-1gG-Patientenantikérper enthaltenden Seren im Vergleich zu
Kontrollseren sowohl in immunhistochemischen Férbungen als auch im Western Blot
eine verminderte Expression von Contactin-1 bei unveranderter Expression von
Neurofascin nachweisbar. Auch Labasque fuhrte Inkubationsversuche mit Contactin-1-
IgG-Patientenantikdrpern Uberwiegend der Subklasse 1gG4 an myelinisierten
Spinalganglien-/Schwannzell-Kokulturen durch und zeigte nach 36-stiindiger Inkubation

einen verminderten immunhistochemischen Nachweis von CASPR-1, wobei die
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Expression von Contactin-1 nach Inkubation leider nicht untersucht wurde (Labasque et
al., 2014). Dennoch sind die Ergebnisse der verminderten Contactin-1 Expression aus
dieser Promotion gut mit denen von Labasque zu vereinbaren, da Contactin-1 und
CASPR-1 im Komplex vorkommen (Peles, 1997; Rios et al., 2000). AuflRerdem kann
CASPR-1 auch nur durch Contactin-1 effektiv zur Zelloberflache transportiert werden
(Boyle et al., 2001; Faivre-Sarrailh et al., 2000), sodass bei verminderter Expression von

Contactin-1 auch die Oberflachenexpression von CASPR-1 vermindert ware.

Im Gegensatz zu Labasque wurden die Inkubationsversuche im Rahmen dieser Promotion
flr unterschiedliche Zeitraume durchgefuhrt, wodurch ein Uber die Zeit zunehmender
Effekt beobachtet werden konnte. Die ber langere Zeitrdume durchgefiihrten
Zellkulturversuche konnen die Vorgange im menschlichen Korper besser nachbilden, da
auch in Patientlnnen die Neurone einer chronischen Exposition der Contactin-1-1gG-

Autoantikdrper ausgesetzt sind.

Im Western Blot zeigte sich auBerdem, dass die verminderte Expression von Contactin-
1-Protein nach Inkubation mit dem Serum von CNTN-Patient 1 ausgepragter war als mit
dem von CNTN-Patientin 2. Dies ist gut nachvollziehbar, da bei CNTN-Patient 1
uberwiegend die Subklasse 1gG3 vorlag, wéhrend bei CNTN-Patientin 2 die Subklasse
IgG4 dominierte und auch in Passiv-Transfer-Experimenten hatte sich durch Contactin-
1-1gG3-Patientenantikdrper eine ausgepragtere Pathogenitat als durch Contactin-1-1gG4-
Patientenantikorper gezeigt (Doppler et al., 2019).

Sowohl in immunhistochemischen Farbungen als auch im Western Blot konnte gezeigt
werden, dass die Contactin-1-Expression nach Inkubation mit Contactin-1-1gG-
Patientenantikdrpern nicht dauerhaft vermindert ist. Werden die Zellen nach der
Inkubation mit dem Antikorper enthaltenden Serum anschliefend mit Serum von
gesunden Kontrollpersonen inkubiert, so steigt die Expression von Contactin-1 wieder
deutlich an, was eine Reversibilitat der verminderten Proteinexpression anzeigt. Dieser
reversible Effekt ist gut mit den bisherigen Erkenntnissen bei (Para-)nodopathien zu
vereinbaren. Bei einer Rituximabtherapie, die die Autoantikdrperproduktion unterbindet,
zeigten sich bei vielen Patientlnnen, unter anderem bei CNTN-Patientin 2
(Appeltshauser, 2018; Doppler et al., 2015b), die Symptome zumindest teilweise rasch
reversibel (Burnor et al., 2018; Doppler et al., 2016; Querol et al., 2015; Vural et al.,
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2018). Auch in Passiv-Transfer-Versuchen zeigte sich ein Reversibilitatseffekt, denn
durch zweimalige Contactin-1-1gG-Patientenantikorper-Injektionen hervorgerufene
Leitungsblocke, waren nach einer einwdchigen Pause ohne Injektionen nicht mehr
nachweisbar (Doppler et al., 2019). Die reversibel verminderte Contactin-1-Expression
der Zellkulturexperimente sind insgesamt gut mit dem Konzept der (Para-)nodopathie zu
vereinbaren, wobei sich rasch reversible elektrophysiologische Verdnderungen zeigen,
die auf eine vorubergehende Leitungsstérung am Ranvierschen Schnirring zurtickgefiihrt
werden (Uncini & Kuwabara, 2015; Uncini & Vallat, 2018).

Das hier untersuchte Zellkulturmodell spricht dafur, dass diese reversiblen klinischen
sowie elektrophysiologischen Veranderungen bei der Contactin-1gG-(Para-)nodopathie
durch eine Patientenantikorper-bedingte verminderte Contactin-1-Expression in

Neuronen teilweise erklart werden konnten.

5.4.3 Fraglicher zytotoxischer Effekt durch Contactin-1-IgG4-

Patientenantikorper

Fur das Serum von CNTN-Patientin 2 mit Gberwiegend 1gG4 konnte in den LDH-Assays
ein leichter zytotoxischer Effekt gezeigt werden. Die zytotoxische Wirkung war im
Vergleich zu CNTN-Patient 1 sowie im Vergleich zu Kontrollserum zwar statistisch
signifikant, allerdings lieR sich in den immunhistochemischen Férbungen mit dem
neuronalen Marker Beta-IllI-Tubulin kein Unterschied zwischen den Farbungen der
CNTN-Patientlnnen 1 und 2 beziehungsweise den Kontrollseren feststellen, was den
zytotoxischen Effekt wieder relativiert. Aulierdem zeigte sich eine Regenerationstendenz
der Contactin-1-Proteinexpression, sodass hier zumindest ein bestimmter Anteil an
vitalen Neuronen vorhanden gewesen sein muss, womit eine ausgepragte zytotoxische

Wirkung durch Contactin-1-1gG4-Patientenantikdérper in Frage gestellt werden sollte.

Insgesamt wurde der LDH Assay als sehr sensitive Methode zur Detektion von
Zytotoxizitat bewertet (Broussas et al., 2013). Allerdings wurde fur 1gG4-Antikorper
bislang keine antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat beschrieben (Davies &
Sutton, 2015) und fiir die im Rahmen dieser Promotion durchgefiihrten LDH-Assays kann
eine durch Zellen des Immunsystems vermittelte Zytotoxizitat ausgeschlossen werden,

da Serum und kein Vollblut eingesetzt wurde. Auch eine komplementvermittelte

188



Zytotoxizitat ist unwahrscheinlich, da 1gG4, die Uberwiegend im Serum von CNTN-
Patientin 2 vorhandene Subklasse, das Komplementsystem nur in geringem Male
aktiviert (Bindon et al., 1988; Schumaker et al., 1976; Tao et al., 1993; Vidarsson et al.,
2014). Das Serum von CNTN-Patient 1 mit Uberwiegend 19G3, die das
Komplementsystem aktivieren wirden (Bindon et al., 1988; Schumaker et al., 1976; Tao
et al., 1993; Vidarsson et al., 2014), zeigte allerdings keine Zytotoxizitét, sodass eine
komplementvermittelte Zytotoxizitat auch durch neben 1gG4 vorhandenes 1gG3 im
Serum von CNTN-Patientin 2 nahezu ausgeschlossen werden kann. Da Patientenserum
und keine aufgereinigten Contactin-1-1gG-Patientenantikdrper verwendet wurden,
konnte die im LDH-Assay nachgewiesene zytotoxische Wirkung auch auf weitere im
Serum vorhandene neurotoxische Bestandteile wie beispielsweise Zytokine
zurlickzufuhren sein, da Zytokine aus der Familie der Interferone oder der

Tumornekrosefaktoren eine Apoptose von Zellen induzieren kdnnen (Clemens, 2003).

Um zu klaren, ob von Contactin-1-1gG4-Patientenantikdrpern tatsachlich eine
zytotoxische Wirkung auf Neurone ausgelibt wird, kdnnten in weiteren Versuchen
aufgereinigte Contactin-1-1gG-Patientenantikérper verwendet werden, um unspezifische
zytotoxische Effekte durch weitere Serumbestandteile ausschlieen zu kénnen. Um daran
anschlieBend zu untersuchen, ob die zytotoxische Wirkung subklassenspezifisch ist,
konnten fir die LDH-Assays aufgereinigte subklassenspezifische Contactin-1-1gG4-
Patientenantikorper im Vergleich zu Contactin-1-1gG3-Patientenantikdrpern eingesetzt

werden.

5.4.4 Internalisierung von Contactin-1 als moglicher

pathophysiologischer Mechanismus

Es stellt sich die Frage, mit welchem Pathomechanismus die Ergebnisse der
Zellkulturversuche zu vereinbaren sind. Die vom Einwirkungszeitraum der Contactin-1-
IgG-Antikorper abhéngige Verminderung des Contactin-1-Proteins, die sich in
Abwesenheit der Patientenantikorper reversibel zeigt, lasst an eine Internalisierung von
Contactin-1 durch die Antikorperwirkung denken, wobei die Pathogenitat durch Serum
mit Uberwiegend IgG3-Patientenantikdrpern ausgepragter war als durch Serum mit

uberwiegend 1gG4-Patientenantikdrpern.
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Um die Hypothese der Internalisierung durch Serum mit UGberwiegend 1gG3-
Patientenantikorpern weiter zu verifizieren, fuhrte Prof. Dr. Carmen Villmann im Institut
fur Klinische Neurobiologie die Inkubationsversuche mit Seren von den CNTN-
Patientlnnen 1 und 2 auch an mit Contactin-1 transfizierten HEK-293 Zellen durch
(Griuner et al., eingereicht): Die zeitabhdngige reversible Reduktion von Contactin-1
durch Contactin-1-1gG-Patientenantikorper lie3 sich hierbei fir Serum des CNTN-
Patienten 1 mit Uberwiegend lgG-3-Antikorpern an HEK-293-Zellen reproduzieren,
waobei sich fur Serum der CNTN-Patientin 2 mit berwiegend 1gG4-Antikdrpern in den
HEK-293-Zellen kein relevanter Unterschied im Vergleich zu einer gesunden Kontrolle
zeigte (Grulner et al., eingereicht). Da in transfizierten HEK-293-Zellen im Gegensatz zu
Neuronen eine sehr rasche und kontinuierliche Neuexpression von transfiziertem Protein
erfolgt, konnte dies die weniger stark ausgepréagten Effekte von Serum mit tiberwiegend
IgG4 Uberdecken, die in den Zellkulturexperimenten mit Neuronen sichtbar waren. Um
zu untersuchen, ob die verminderte Expression von Contactin-1 Protein die gesamte Zelle
betrifft oder auf die Zelloberflache beschrankt ist, fihrte Prof. Dr. Carmen Villmann
Western Blots nach Biotinylierung der Membranproteine durch (Atak et al., 2015). Hier
zeigte sich nach Inkubation mit CNTN-Patient-1-Serum eine signifikante Verminderung
der  Oberflachenproteinexpression von Contactin-1 bei unveranderter
Gesamtzellproteinexpression desselben Proteins (Griiner et al., eingereicht). Dies spricht
stark daflr, dass Contactin-1-1gG-Patientenantikorper Uber eine Endozytose zu einer
Internalisierung von Contactin-1-Oberflachenprotein fihren, die vor allem (ber die
Subklasse 1gG3 vermittelt wird. Eine Internalisierung von Proteinen wurde schon bei
einigen autoimmunen neurologischen Erkrankungen unter anderem bei verschiedenen
Enzephalitiden als pathogener Mechanismus identifiziert (Hara et al., 2017; Hughes et
al., 2010; Lai et al., 2009; Petit-Pedrol et al., 2014; Piepgras et al., 2015).

Fir (Para-)nodopathien, bei denen haufig die Subklasse 1gG4 dominiert, wurde bisher
allerdings ein blockierender Effekt durch 1gG4 als pathogener Mechanismus
angenommen. Sowohl fir Contactin-1-1gG4 als auch fir CASPR-1-1gG4-
Patientenantikorper konnte in Zellaggregationsassays an transfizierten Zellen gezeigt
werden, dass die 1IgG4-Antikorper die Interaktion des Contactin-1-/CASPR-1-Komplexes
mit Neurofascin-155 vermindern (Cortese et al., 2020; Labasque et al., 2014). Diese

Ergebnisse wurden dadurch erklart, dass die 1gG4-Patientenantikdrper die Protein-
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Protein-Interaktion blockieren. Interessanterweise konnte fur Neurofascin-155-1gG4-
Patientenantikorper allerdings keine verminderte Zellinteraktion beobachtet werden
(Manso et al., 2019), sodass wohl nicht alle paranodalen Autoantikorper iber denselben
Wirkmechanismus verfiigen. Labasque erwéhnte in seiner Studie explizit, dass eine
Internalisierung von Proteinen zwar denkbar ware, aber eine Internalisierung nicht
beobachtet wurde (Labasque et al., 2014).

Grundsétzlich gelten IgG4-Autoantikorper als wenig pathogen, wobei sie teilweise sogar
als ,,antiinflammatory* oder als ,,innocent bystanders® betitelt werden und bei Allergien
ist die Bildung von IgG4 sogar mit einer Toleranzentwicklung assoziiert (Aalberse et al.,
2009; Koneczny, 2018; Lighaam & Rispens, 2016). 1gG4 kann auf Grund seiner Struktur
einige Pathomechanismen, die vom Fc-Rezeptor abh&ngig sind, nicht bewirken,
beispielsweise aktiviert 1gG4 das Komplementsystem nicht und kann Kkeine
antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat vermitteln (Koneczny, 2020). Auch
eine Internalisierung ist Uber 1gG4 nicht mdglich, da das daftr bendtigte Crosslinking
einer bivalenten Bindung bedarf, welche durch das monovalente 1gG4 nicht mdglich ist
(Aalberse et al., 2009; Koneczny, 2018, 2020; Van der Neut Kolfschoten et al., 2007).
Die meisten Erkrankungen, bei denen 1gG4 pathogen wirken, werden deshalb iber einen
blockierenden Effekt vermittelt (Koneczny, 2018).

Es dréngt sich die Frage auf, ob auch die Ergebnisse der Zellkulturexperimente dieses
Promotionsprojektes gerade bei CNTN-Patientin 2 mit tiberwiegend 1gG4-Antikorpern
durch einen blockierenden Effekt erklarbar wéren. In den immunhistochemischen
Farbungen ist durchaus denkbar, dass die Patientenantikdrper die Bindung des
Primérantikorpers blockieren und so eine verminderte Contactin-1-Expression nur
vorgetauscht ware. Die Ergebnisse der Western Blots sind allerdings nicht rein durch
einen blockierenden Effekt zu erklédren, da davon auszugehen ist, dass eine eventuelle
Antigen-Antikorper Interaktion durch die Inkubation in SDS Puffer bei 95 °C aufgeldst
werden wirde. AulRerdem befanden sich die Banden der nachgewiesenen Proteine auf der
zu erwartenden Hohe, wahrend bei Nachweis eines Protein-
Patientenantikdrperkomplexes eine Bande mit deutlich héherem Molekulargewicht

entstanden wére. Weiterhin wirde bei einer Blockierung der Effekt direkt einsetzen und
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es ware schwierig zu erkldren, weshalb die Verminderung des nachweisbaren Contactin-

1 vom Zeitraum der Einwirkung von Patientenantikdrpern abhangig ist.

Wenn durch IgG4 also keine Internalisierung von Proteinen ausgeldst werden kann, stellt
sich die Frage, wie dies damit zu vereinbaren ist, dass die Ergebnisse der
Zellkulturexperimente auf eine durch die Patientenantikorper vermittelte Internalisierung
hinweisen. Es wurden keine subklassenspezifischen Patientenantikdrper verwendet,
sodass neben den jeweils dominierenden Subklassen auch anderen Subklassen vertreten
waren durch die eine Internalisierung ausgelost werden konnte. So lagen bei CNTN-
Patientin 2 neben der dominierenden Subklasse 1gG4, auch die Subklassen IgG3 sowie
IgG2 vor (Doppler et al., 2015b). Es ware also denkbar, dass die Subklassen 1gG3 und
1gG2 im Serum von CNTN-Patientin 2 zu einer Internalisierung gefiihrt haben, die aber
weniger stark ausgepréagt war, da diese Subklassen im Vergleich zu CNTN-Patient 1 auch
nur in geringerem Ausmald vorhanden waren. Auch bei anderen Erkrankungen, bei denen
IgG4-Patientenantikdrper nachgewiesen wurden, konnte eine Internalisierung beobachtet
werden, die durch zusatzlich vorhandene Subklassen 19G1-1gG3 hervorgerufen wurde.
Bei der Dipeptidyl-Peptidase-like Protein 6 (DPPX) -Enzephalitis wurde nach Inkubation
mit DPPX-1gG-Patientenantikdrpern eine reversibel verringerte Membranexpression von
DPPX nachgewiesen (Hara et al., 2017; Piepgras et al., 2015), weshalb von einer
Antikorper vermittelten Internalisierung auszugehen ist. Die Subklassen der DPPX-
Patientenantikdrper waren IgG1 und 1gG4, wobei die Internalisierung am ehesten tber
IgG1 vermittelt wurde (Koneczny, 2020). Bei der Myasthenia gravis konnte bei
Versuchen unter Einsatz von Gesamt IgG gegen MuSK eine Internalisierung beobachtet
werden (Cole et al., 2010), wahrend es unter Einsatz von aufgereinigten MuSK-IgG4-
Patientenantikdrpern zu keiner Internalisierung kam (Huijbers et al., 2013), was ebenfalls

zu der Hypothese flihrte, dass die Internalisierung durch IgG1-1gG3 hervorgerufen wurde.

Letztendlich weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass es durch CNTN-IgG-
Patientenantikorper zu einer reversiblen Internalisierung von Contactin-Protein in
Neuronen kommt. Eine subklassenspezifische Durchfiihrung der Zellkulturexperimente
mit aufgereinigten Subklassen-Patientenantikérpern konnte bestétigen, dass dieser Effekt
durch die Subklassen IgG1-1gG3 vermittelt wird. Der Pathomechanismus der reversiblen

Internalisierung geht auch fur Patientinnen mit der Hoffnung einher, dass die dadurch
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hervorgerufenen Symptome rasch reversibel sind, solange keine strukturelle Schadigung
der Neurone eingetreten ist.

Sollte sich die pathologische Wirkung von paranodalen Patientenantikérpern auf Neurone
in weiterflihrenden Studien bestétigen, konnte dies zu einer Aufweitung des Begriffes der

(Para-)nodopathie fuhren, der nicht nur auf den Ranvierschen Schnirring begrenzt ware.

5.4.5 Ideen fiir weitere Inkubationsversuche im Zellkulturmodell

Bisher wurden die pathophysiologischen Mechanismen paranodaler PatientenantikOrper
an Neuronen kaum untersucht, weshalb hier noch einige Gedanken aufgefuhrt werden,

welche weiteren Aspekte in einem Zellkultmodell berticksichtigt werden kénnten.

Da unsere Ergebnisse zeigen, dass sich bei den Contactin-IgG-Patientenantikdrpern die
Auspragung der Effekte je nach dominierender Subklasse unterscheiden, kénnten sowohl
Zytotoxizitatsassays als auch Inkubations- und Regenerationsversuche mit einer
standardisierten Menge subklassenspezifischer, aufgereinigter 1gG-Patientenantikorper
durchgefuhrt werden, was auch Einfliisse unterschiedlich hoher Antikdrpertiter sowie
unspezifische Effekte durch weitere im Serum vorhandene Stoffe ausschlie3t, sodass
dann Erkenntnisse tber subklassenspezifische Effekte mdglich wéren. Um die durch uns
vermutete Internalisierung unmittelbar zu zeigen, kénnten inkubierte vitale Zellen mit
Hilfe von konfokaler Mikroskopie im Zeitraffer dargestellt werden. Hierfur konnte
beispielsweise das Protokoll von Cole Gbertragen werden, der eine Internalisierung von
MuSK an Myoblasten nachwies (Cole et al., 2010). Um die Einwirkung sowohl auf
Zellkorper, Axone, Myelinscheide und insbesondere auch auf Ranviersche Schnirringe
gleichzeitig untersuchen zu konnen, ware es interessant Inkubationsexperimente mit
paranodalen Patientenantikorpern an Kokulturen von Neuronen mit Schwannzellen bzw.
Oligodendrozyten durchzufiihren, die die Pathomechanismen im menschlichen Kdrper
unter Einfluss des Zusammenspiels von Axon und Myelinscheide realitatsnéher abbilden
konnten. Eventuell konnten hierfiir sogar Zellen aus pluripotenten Stammzellen
menschlicher Hautbiopsien gewonnen werden. Nur weitere Studien zu dem Einfluss
paranodaler Patientenantikérper auf Neurone kénnen zeigen, ob die Affektion der
Neurone fur die Symptome der Patientinnen mitverantwortlich ist, was zur Ausdehnung

des Erkrankungsmodelles der (Para-)nodopathie fiihren wirde.
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6 Zusammenfassung und Relevanz der Ergebnisse

Die (Para-)nodopathie ist neben der primar axonalen und der primar demyelinisierenden
Polyneuropathie eine neue Krankheitsentitat, die sich durch eine Schadigung der
Funktion des Ranvierschen Schnirringes auszeichnet. Die Forschung zu (para-)nodalen
Autoantikorpern fokussierte sich bislang hauptsachlich auf Neurofascin-155- und

Contactin-1-Autoantikorper der Subklasse 1gG4.

In dieser Studie wurden die Seren von insgesamt 264 Patientinnen mit CIDP, GBS oder
anderen Formen von Polyneuropathien mittels Bindungsassays an murinen
Ischiadicuszupfnerven und gegebenenfalls ELISA auf das VVorhandensein (para-)nodaler
Autoantikorper gescrennt. ELISA Untersuchungen dienten im Falle des Nachweises von
(para-)nodalen Autoantikdrpern zur Titerbestimmung und bei IgG-Autoantikérpern zur
Subklassenanalyse. Positive Autoantikorperbefunde wurden bei 1gG-Autoantikdrpern
mittels Bindungsassays an transfizierten HEK-293-Zellen und bei IgM-Autoantikorpern
mittels Western Blot bestatigt. Weiterhin wurde die zeitabhéngige Wirkung von
Contactin-1-Autoantikérpern im Zellkulturmodell an murinen Spinalganglienneuronen
sowie murinen cerebelldren Neuronen untersucht, wobei nach Inkubationen der Zellen
mit Contactin-1-Autoantikdrper enthaltenden Seren die Proteinexpression von Contactin-
1 und Neurofascin sowohl mittels immunhistochemischen Farbungen als auch mittels

Western Blot dargestellt wurde und auRerdem Zytotoxizitatsassays durchgefiihrt wurden.

Die Ergebnisse dieser Promotion zeigen, dass die (Para-)nodopathie nicht auf die bisher
am héaufigsten beschriebene Erkrankung mit 1gG4-Autoantikérpern beschrankt werden
sollte. Bei der folgenden dreigliedrigen Darstellung der Ergebnisse wird auf die drei

Leitfragen zur Zielsetzung dieser Arbeit aus Kapitel 1.5 Bezug genommen.

1. Bei dem extrem schwer betroffenen IgG-Patient 1 konnte ein Pan-Neurofascin-
IgG3-Autoantikdrper nachgewiesen werden. Als charakteristische Symptome fir
diese Autoantikorper konnten in Ubereinstimmung mit weiteren Fallberichten
Tetraplegie, Beatmungspflichtigkeit sowie eine schwere Hirnnervenbeteiligung bis
zur Locked-In-Symptomatik identifiziert werden. Als mogliche Ursachen fiir den
schweren Verlauf kommen sowohl die Subklasse 1gG3 mit ausgepréagter

Komplementaktivierungskomponente, als auch das Vorhandensein von zweli
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Epitopen unter anderem der 6lg-Doméne, die allen Neurofascin-lsoformen
gemeinsam ist, in Betracht. Die Patientinnen mit Pan-Neurofascin-lgG3-
Autoantikdrpern stellen einen weiteren Subtyp der (Para-)nodopathien dar und
heben sich deutlich von den Patientinnen mit den bisher hauptsachlich
beschriebenen Neurofascin-155-1gG4-Autoantikorpern ab, die wie 1gG-Patient 2
charakteristischerweise in jungem Alter an einer CIDP mit Tremor ohne Besserung
unter IVIG-Therapie leiden.

Es wurden finf Patientinnen mit Neurofascin-155-IgM-Autoantikdrpern
identifiziert, die eine akut beginnende Erkrankung mit Tetraparese, Tremor und
neuropathischen Schmerzen zeigten. Ob sich dieser Phanotyp als charakteristisch
fir eine Neurofascin-155-IgM-(Para-)nodopathie bestétigt, sollte in weiteren
Studien untersucht werden.

Im murinen Zellkulturmodell an  cerebellaren Neuronen und
Spinalganglienneuronen zeigte sich nach Inkubation mit Contactin-1-1gG-
Patientenantikdrpern eine zeitabhéngige, rasch reversible Verminderung der
Contactin-1-Protein-Expression in immunhistochemischen Féarbungen sowie
Western Blots, die durch eine Internalisierung des Contactin-1-Proteins erklarbar
wére. Der Angriff von Autoantikérpern an Spinalganglienneuronen und
cerebellaren Neurone sollte in weitere pathophysiologische Uberlegungen
miteinbezogen werden, da hierdurch typische Symptome der (Para-)nodopathie wie

eine sensible Ataxie oder ein cerebelldrer Tremor erklart werden kdnnten.
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