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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einleitung: Paraneoplastische neurologische Syndrome (PNS) sind Erkrankungen, die
im Zusammenhang mit einem Tumor auftreten, jedoch nicht auf einen lokalen Effekt
des Tumors oder seiner Metastasen zurtickgeftihrt werden kénnen. Die neurologische
Symptomatik zeigt sich haufig vor Diagnosestellung des Tumors. Bei einem Teil der
PNS-Patienten lassen sich hochspezifische antineuronale Autoantikdrper nachweisen,
die als frihe diagnostische Marker flr ein PNS gelten. Kirzlich konnte eine
Untergruppe der PNS mit hochtitrigen antinuklearen Antikérpern (ANA) mit und ohne
begleitende antineuronale Antikdrper beschrieben werden. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob sich die 1gG-Subklassenverteilung antineuronaler und antinuklearer
Autoantikdrper bei Patienten mit PNS und Patienten mit nicht-paraneoplastischen
Autoimmunerkrankungen unterscheidet und dies moglicherweise einen diagnostischen
Vortelil bietet.

Methoden: Es wurde Serum von 70 Patienten sowie 20 Gesunden in folgende Gruppen
eingeteilt: Kollagenosen (IRD), definitives PNS (Para), mdgliches PNS mit
antinukledren Antikorpern (Para-ANA), andere neuroimmunologische Erkrankungen
(OND) und Gesundkontrollen (HC). Die Analyse der antineuronalen und antinukleéren
Autoantikdrper und deren 1gG-Subklassen wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz,
Immunoblot mit rekombinanten Antikérpern und Western Blot durchgefuhrt. Zum
Nachweis von oberflachenbindenden Antikdrpern und deren IgG-Subklassen diente die

Durchflusszytometrie.

Resultate: In dieser Arbeit fand sich am haufigsten unter den antineuronalen
Antikdrpern der Para-Gruppe der Anti-Hu Antikorper, der vorherrschend in der
Subklasse 1gG1, aber auch in den Subklassen IgG2 und IgG3 nachgewiesen werden
konnte (p<0.0001). Der Anti-CV2/CRMP5 Antikorper, den wir am zweithaufigsten
fanden, beschrankte sich vor allem auf die IgG2-Subklasse (p<0.05).

ANA der IRD- und der Para-ANA-Patienten waren in der vorliegenden Studie in den
Subklassen 1gG1, 1gG2 und 1gG3 vorhanden. Die Tumorpatienten mit PNS und ANA
(Para-ANA-Gruppe) waren zu 100% IgG3-positiv und zu je 62.5% 1gG2- bzw. 1gG1-
positiv. Hingegen waren die IRD-Patienten zu 55.5% IgG3-positiv, zu 38.8% lgG2-
positiv und zu 66.6% lgG1-positiv. Diese Subklassenverteilung der ANA der IRD-
Gruppe unterschied sich signifikant von der Para-ANA-Gruppe (p<0.0001).
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Bei der Untersuchung von oberflachenbindenden Autoantikérpern fand sich ein
signifikanter Unterschied in der Haufigkeit extrazellularer Bindungen der IRD- und der
Para-ANA-Gruppe im  Vergleich zur  Kontrollgruppe (p<0.0001). Die
oberflachenbindenden Autoantikbrper der IRD- und der Para-ANA-Gruppe waren

mehrheitlich 1IgG1-positv.

Diskussion: Der Unterschied in der ANA-Subklassenverteilung von IRD- und Para-
ANA-Patienten lasst eine diagnostische Relevanz fur die Unterscheidung zwischen
einer rheumatischen nicht-paraneoplastischen und einer paraneoplastischen
Erkrankung vermuten. Allerdings findet sich hier keine ausreichend hohe Trennschérfe,
so dass die diagnostische Relevanz derzeit fraglich ist. Die Diagnose eines
zugrundeliegenden Tumors lasst sich besser durch die Bestimmung begleitender
antineuronaler Antikdrper oder die Bestimmung der Subklassenverteilung des Gesamt-

IgG abschatzen, als durch die reine ANA-Subklassenanalyse.
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Summary

Background: Paraneoplastic neurological syndromes (PNS) are diseases which occur
in association with a tumor, but are not caused by a local effect or the metastases or
the tumor itself. The neurological sypmtoms are often present before the tumor is
diagnosed. In a part of the PNS-patients specific onconeuronal antibodies are
detectable, which are early markers for PNS. Recently a subgroup of PNS with high
elevated antinuclear antibodies (ANA) with or without additional onconeuronal
antibodies was described. We analyzed differences in the 1gG subclass distribution of
onconeuronal and antinuclear antibodies in patients with PNS and patients with non-

paraneoplastic immune mediated diseases and the possible diagnostic benefit of it.

Methods: Sera from 70 patients and 20 health controls were divided in following
groups: collagenosis (IRD), definite PNS (Para), possible PNS with antinuclear
antibodies (Para-ANA), other neuroimmunological diseases (OND) and health controls
(HC). The analyses of the onconeuronal and antinuclear antibodies and their
subclasses were made by indirect immunofluorescence assay, immunoblotting and
western blotting. To detect extracellular binding antibodies and their subclasses we

used fluorescence activated cell sorting (FACS).

Results: In this study, anti-Hu antibody was the most frequent onconeuronal antibody in
the Para-group, belonging predominantly to IgG1 and, less frequent, IgG2 und IgG3
(p<0.0001). The anti-CV2/CRMPS5, the second most common antineuronal antibody,
was restricted to the 1gG2 subclass (p<0.05). ANA of the IRD- and the Para-ANA
patients were detectable in the subclasses 1gG1, IgG2 and IgG3. Patients with PNS
and ANA (Para-ANA group) were 100% lgG3-positive and 62.5% IgG2- or IgG1-
positive. The IRD-patients were 55.5% IgG3-positive, 38.8% IgG2-positive and 66.6%
IgG1-positive. This ANA-subclass distribution of the IRD-group differed significantly
from that of the Para-ANA-group in contrast to the controls (p<0.0001). The
extracellular binding antibodies of the IRD- and the Para-ANA-group were in the

majority IgG1-positiv.

Conclusions: There was a significant difference in the ANA-subclass distribution of
IRD- and the Para-ANA patients in this study. However, the ability to differentiate both
groups from each other was not high enough to have a diagnostic impact. The
diagnosis of an underlying tumor is mainly possible by the detection of onconeuronal

antibodies or the determination of the subclass distribution of total 1gG.
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1. Einleitung

1.1 Immunsystem

Das biologische Abwehrsystem hoherer Lebewesen wird als Immunsystem
bezeichnet. Es dient dem Schutz vor krankheitserregenden, kérperfremden Einfliissen.
Es wird zwischen der angeborenen unspezifischen und der adaptiven spezifischen
Immunabwehr unterschieden. Die unspezifische Immunantwort erfolgt ohne
Immungedachtnis (Wiedererkennung bei Zweitkontakt) mittels physiologischer
Barrieren, humoral durch Komplementaktivierung, Akut-Phase-Proteinen und
Zytokinen, aber auch zellular durch phagozytierende Zellen und Nattrliche Killerzellen.
Zur ldentifizierung der Fremdorganismen verfigen Phagozyten Uber eine Vielzahl von
Rezeptoren, wie die Toll-like Rezeptoren und der Mannoserezeptor (Barton &
Medzhitov 2002; East & Isacke 2002). Die spezifische Immunantwort hingegen
ermdglicht die Detektion spezieller Oberflachenstrukturen von Fremdkdrpern und
besitzt ein im Laufe des Lebens erworbenes Immungedéchtnis (Meyer et al. 2007). Die
Molekile des Haupthistokompatibilitdtskomplex (Major Histocompatibility Complex,
MHC), wichtiger Bestandteil des HLA- (Human Leucocyte Antigen) Systems, spielen
dabei eine entscheidende Rolle: MHC Klasse | Molekiile (auf allen kernhaltigen Zellen)
prasentieren den T-Supressor- und zytoxischen (CD8-) Zellen endogene Proteine, so
dass diese direkt viral infizierte Zellen abtéten. Nach Prasentation von exogenen
Peptide durch MHC Klasse Il Molekile (auf nahezu allen antigenprasentierenden
Zellen) differenzieren T-Helfer (CD4-) Zellen zu TH1- oder TH2-Zellen. TH1-Zellen
vernichten intrazellulare Mikroben durch Makrophagenaktivierung, TH2-Zellen
eliminieren extrazellulare Erreger mit Hilfe von B-Lymohozyten (Janeway & Bottomly
1996). Diese aktivierten B-Zellen (Plasmazellen) bilden spezifische Antikorper,
sogenannte Immunglobuline (Ig). Produzieren sie aufgrund unspezifischer Stimulation
(durch Viren oder Neoplasien induziert) tberméaRig viele, strukturell veranderte Klone,
kann das der Grund fir pathologische Autoantikdrper sein. Nach erfolgter
Immunabwehr verbleiben wenige Lymphozyten als ,Gedachtniszellen®, um bei
erneutem Antigenkontakt schneller und spezifischer auf schadigende Einflisse
reagieren zu konnen. Die Vorgdnge des angeborenen und des erworbenen
Immunsystem sind nicht strikt voneinander getrennt zu betrachten, sondern sie
erganzen sich in ihren Funktionen. Die Toleranz gegen korpereigene Strukturen in der
Summe aufrechtzuerhalten ist die Aufgabe der T-Suppressorzellen, die durch
Freisetzung von Botenstoffen die Aktivierung der T- und B-Zellen stoppen und so die

Immunantwort unterdriicken kénnen.
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1.2 Immunglobuline

Antigen bindend

[
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C
C
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H2
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Immunglobulin G (IgG) mit typischer
Grundstruktur aus leichten L- und schweren H-Ketten - verbunden Uber Disulfid-
briicken, der variablen Region (V) mit dem Antigen-bindenen Fab-Fragment und der
konstanten Region (C) mit dem Abwehrzellen aktivierenden, kristallisierbaren Fc-
Fragment.

Die von den Plasmazellen sezernierten Ig besitzen durch ihren Aufbau sowohl eine
Antikorper- und auch eine Effektorfunktion (Thomas 1998). Jeder Antikorper hat die
typische Grundstruktur aus zwei identischen leichten (L-) und zwei schweren (H-)
Ketten, die Uber Disulfidbriicken und nicht-kovalente Bindungen zu einem Y-férmigen
Molekul miteinander verbunden sind (Edelman 1973; Abbildung 1). Es gibt zwei Arten
von L-Ketten (A - und k- Kette) und funf Isotypen (y, a, 4, d und €) der H-Ketten, die die
Antikorperaktivitat und auch die Zugehorigkeit zu einer der Antikorperklassen
bestimmt. Die Proteinketten weisen verschiedene Doméanen auf. Die N-terminale
Region mit einer variablen Aminosauresequenz (V-Region) aus ca. 110 Aminosauren
mit dem Antigen-bindenden Fab-Fragment ist fur die Antigenspezifitat und -bindung
nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip verantwortlich. Das c-terminale Ende des
Molekils als konstante Schwerkettendoméane (Fc-Fragment) lasst das Ig an
Membranrezeptoren binden und aktiviert damit Abwehrzellen (Effektorfunktion). Im

menschlichen Organismus konnen bis zu 10% verschiedene Antikorper produziert
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werden (Winter & Milstein 1991). Die enorme Antikdrpervielfalt beruht auf somatischer
Rekombination unterschiedlicher Genabschnitte, zufalliger Kombination der L- und H-
Ketten, Variabilitdt der Verbindungsregion sowie somatischer Mutation (Manser 1989;
Jura et al. 2006).

1.2.1 Ig-Klassen

Es gibt funf verschiedene Klassen von Ig: M, G, D, E und A. Im Serum eines

Gesunden sind IgG, IgA, IgM, IgD und IgE in abnehmender Konzentration vorhanden.
Sie weisen nicht nur verschiedene molekulare Strukturen auf, sondern zeigen auch
hinsichtlich ihrer Funktion und Bedeutung Unterschiede. IgM, Ig der priméaren
Immunantwort, detektiert frische Infektionen und dient der Komplementaktivierung und
Erregeropsonierung. IgG folgt bei einer Erstinfektion dem IgM und stellt bei sekundarer
Immunantwort den entscheidenden Erstantikbrper dar. Es leistet einen wichtigen
Beitrag zur Komplementaktivierung, Opsonierung und Neutralisierung von Antigenen.
Als einziges Ig Uberwindet es die Plazentaschranke und sorgt fir den ,Nestschutz* des
Feten. IgD ist ein Hauptrezeptor fir Antigene auf den B-Zellen. Die genaue Funktion ist
jedoch noch nicht vollstandig geklart. IgE vermittelt die Typ I-Hypersensitivitdtsreaktion
vom Soforttyp und spielt somit eine wesentliche Rolle bei Allergien und in der Abwehr
von Parasiten. Das vorwiegende Ig der Kdrpersekrete, IgA, bindet Mikroorganismen
auf den Schleimhéauten, aktiviert Entziindungsreaktionen und das Komplementsystem.
Innerhalb der Ig-Klassen kénnen bestimmte Subklassen differenziert werden: In der
IgG-Klasse die Subklassen IgG1l, 1gG2, IgG3 und IgG4, in der Klasse IgA die
Subklassen IgA1 und IgA2, in der Klasse IgM die Subklassen IgM1 und IgM2.
Die normale Verteilung der IgG-Subklassen im Serum betragt fur IgG1l 80%, IgG2
10%, 1gG3 6% und 1gG4 4% (Morell et al. 1975). Die Synthese der spezifischen
Subklasse ist abhangig von der Antigenbeschaffenheit, deren Eintrittspforte und der
Dauer der Antigenexposition. Die Subklassen unterscheiden sich biochemisch und
physikalisch, als auch durch unterschiedliche Funktionen in der Immunabwehr (Tabelle
1).
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Tabelle 1: Ubersicht uber die Eigenschaften der Immunglobulinisotypen (modifiziert
nach Thomas 1998 und Murphy 2012).

Eigenschaft IgG1 |1gG2 |IgG3 |lgG4 | IgM IgA IgD IgE

Molekular-
gewicht (kD) 150 150 170 150 970 160 175 190
Schwere Kette vyl Y2 Y3 y4 1 a 0 €

Konzentration im | 3 1 05 15 | 25 003 510%
Serum (mg/ml)

Halbwertszeit im 21 20 7 21 10 6 3 2
Serum (d)
Komplement-

L ++ + +++ - ++++ - - -
aktivierung

Plazantatransfer +++ + ++ +/- - - - -

Bindung an
Makrophagen

Bindung an
Mastzellen und
basophile
Granulozyten

- - - +/- - - - +++

Reaktion mit
Protein A aus + + +/- + - - - _
S.aureus

Eine T-zellvermittelte Immunantwort in den Klassen IgGl und IgG3 wird durch
Proteinantigene wie z. B. Viren und Bakterien induziert. 1IgG1- und IgG3-Antikdrper
l6sen vorwiegend Effektorfunktionen aus und sind immunregulatorisch aktiv
(Briggemann et al. 1987). Die Komplementaktivierung wird vor allem durch 1gG3,
weniger durch IgG1l gesteuert. Native DNA bindet an IgG1- und IgG3-Autoantikorper.
T-zellunabhangige Polysaccaridantigene wie bekapselte Pneumokokken oder
Haemophilus influenzae bedingen eine Uberwiegende 1gG2-Bildung (Schauer et. al

2003). Polyvalente Antigene (Insekten, Parasiten, Schlangengift, Nahrungsmittel)
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hingegen fluhren zu einer IgG4-restriktiven Immunantwort. Nach erfolgreicher
Hyposensibilisierung sind dann IgG4-Antikérper nachweisbar.

Verschiebungen oder Mangel an 1gG-Subklassen stehen mit Infekten im
Zusammenhang und konnen isoliert vorkommen oder mit anderen Immundefekten
assoziiert sein. Bei einer verminderten IgG3-Konzentration kann es z. B. zu
rezidivierenden Bronchitiden, Diarrhoe oder Asthma bronchiale kommen. Im Fall einer
HIV-Infektion finden sich erhdhte IgG1- und IgG3-Konzentrationen. Bei Patienten mit
allergischer Alveolitis kommt es z. B. zum Anstieg von IgG2 und bei Patienten mit
Mukoviszidose steigt IgG4. Die Veranderung der 1gG-Subklassenkonzentration gilt als

Indikator fUr ein gestértes Immunsystem, ist aber kein eindeutiger Beweis.

1.3 Autoimmunitat

Kommt es zu einer Stérung der Immuntoleranz, werden korpereigene
Strukturen vom Immunsystem angegriffen (Nossal 2001). Diese spezifische, adaptive
Immunantwort gegen Selbst-Antigene wird als Autoimmunitat bezeichnet. Nicht in
jedem Fall ist diese Reaktion pathologisch. Die Elimination von geschadigtem Gewebe
bzw. von korpereigenen Zellen, die maligne entartet sind oder intrazellulare Erreger
tragen, kann als Autoimmunreaktion betrachtet werden. Sie dient jedoch einer
positiven Abwehr. Pathologisch relevant wird die Immunantwort erst dann, wenn sie
gegen korpereigene Antigene fehlgeleitet wird. Diese Schadigung oder Zerstérung
korpereigenen Gewebes, hervorgerufen durch Autoantikbrper oder autoimmune T-
Lymphozyten, wird als Autoimmunerkrankung bezeichnet und fuhrt im Verlauf zu
chronischen Schaden des betroffenen Organs oder des gesamten Korpers. Eine
Autoimmunerkrankung verlauft meist chronisch, in Schiben und tritt oft familiar gehauft
auf. Es werden zum einen lokale, organspezifische (z. B. Hashimoto Thyreoiditis,
Autoimmunhamolytische Anamie, Morbus Addison und Diabetes mellitus Typ 1) und
zum anderen systemische, organunspezifische Erkrankungen (z. B. systemischer
Lupus erythematodes (SLE), Sklerodermie, Panarteriitis nodosa und Sarkoidose)
unterschieden (Classen et al. 2009).

Bereits 1957 formulierte Witebsky Kriterien zur Klassifikation einer Erkrankung als
Autoimmunerkrankung, die 1993 von Rose und Bona modifiziert wurden (Witebsky et
al. 1957; Rose & Bona 1993). Nach dieser Definition gilt eine Erkrankung als
autoimmun, wenn im Patientenserum Autoantikbrper oder autoreaktive T-Zellen
nachweisbar sind und durch die Ubertragung dieser auf ein Versuchstier dieselbe

Erkrankung ausgelést werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass passive
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Transferversuche mit IgG Fraktionen von Patienten mit Myasthenia gravis (MG) auf
Mause zu einer muskularen Schwache bei den Versuchstieren fihren. Ursachlich sind
Autoantikérper gegen postsynaptische Acetylcholinrezeptoren (AchR) (Toyka et al.
1975).

Es gibt verschiedene Hypothesen zur Entstehung von Autoimmunitat: Werden B-
Lymphozyten mit einem bestimmten Antigen stimuliert, resultiert eine
Antikorperproliferation gegen verschiedene Epitope (polyklonale Expansion). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Immunisierung von Mausen mit Anti-DNA-Idiotypen nicht
ausschlieBlich zur Bildung von Anti-DNA-Autoantikdrpern, sondern zusatzlich auch zur
Proliferation von Anti-Einzelstrang-DNA-, Anti-SS-A-, und Anti-Sm Antikérpern fuhrt
(Blank et al. 1990; Rombach et al. 1992). Auch die Dysregulation des Ig Idiotypen-
Netzwerkes kann zu Autoimmunitat fihren. Dabei wirkt die variable Region des Ig
(Idiotyp) selbst als Antigen und fuhrt zur Bildung eines sogenannten Antiidiotypen-
Antikorpers, der nun wiederum immunogen wirkt (Jerne 1984). Eine Dysbalance in
diesem Netzwerk kann eine Autoimmunreaktion bedingen. Bei Erkrankungen wie dem
SLE scheinen wahrend apoptotischer Vorgdnge Histone, DNA-Fragmente und andere
Proteine dem Immunsystem prasentiert zu werden. Infolgedessen werden
Autoantikérper gegen diese Strukturen gebildet (Brickman & Schoenfeld 2001). Dies
lAsst einen Zusammenhang zwischen Apoptose und Autoimmunitdt vermuten.
Molekulares Mimikry als Ursache von Autoimmunerkrankungen wird bei der Multiple
Sklerose (MS), der Rheumathoiden Arthritis (RA) oder dem Guillain-Barré-Syndrom
(GBS) diskutiert (Prendergast & Moran 2000). Grundlage dieser Theorie ist, dass
Epitope von Erregern den korpereigenen Molekilen ahneln. Kommt es zur Erkennung
des Antigens, werden kreuzreagierende Antikorper gebildet, die sowohl korpereigene
als auch -fremde Strukturen angreifen (Moran & Pendergast 2001; Roep 2002). Das
klassische Modell des Molekularen Mimikry wurde anhand des rheumatischen Fiebers
entwickelt: Die nach einem Infekt mit B-hamolysierenden Streptokokken gebildeten
Antikérper kreuzreagieren mit Oberflachenantigenen des Endokards oder der
Nierenglomerula (Cunningham 2000). Aber auch ein Ubergewicht proinflammatorischer
Zytokine spielt bei der Enstehung von Autoimmunerkrankungen eine Rolle. Dies
konnte mit einer hohen Konzentration des Tumor-Nekrosefaktors-a (TNF-a) bei der RA
und mit Interferon-a bei dem SLE gezeigt werden (Banchereau et al. 2004). Romieu-
Mourez bestéatigt bei Vorliegen erhdhter Konzentration an Interferon-y eine vermehrte
MHC-Exprimierung betroffener Zellen, wodurch diese von Immunzellen leichter erkannt

und angegriffen werden (Romieu-Mourez et al. 2007).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Autoimmunitat ein Zusammenspiel aus
genetischen, hormonellen und exogenen Aspekten (Bezrodnyhk & Karelin 1994) ist.
Eine Assoziation mit bestimmten HLA-Typen als genetische Komponente ist fir den
Diabetes mellitus Typ 1 bekannt (Bain et al. 1994). Daneben werden verschiedene
Viren (Coxsackie-, Herpes-, Influenza-B-Viren (Sano et al. 2008)), gewisse
Nahrungsbestandteile (z.B. Kuhmilchproteine) oder Umweltnoxen als auslésende
Faktoren diskutiert. Bei der Sklerodermie haben Umwelteinflisse wahrscheinlich einen
hohen Stellenwert. Ein signifikant erhdhtes Auftreten dieser Erkrankung wurde bei
Arbeitern, die Silikatstauben ausgesetzt waren, beobachtet (Otsuki et al. 2007). Fir
manche Krankheiten wird auch eine geschlechtsspezifische Haufung beschrieben,

beispielsweise tritt der SLE bei Frauen haufiger als bei Mannern auf (Soto et al. 2004).

1.4 Autoantikdrper und ihre pathogenetische und
diagnostische Relevanz

Bei dem Nachweis von Autoantikérpern bei Autoimmunerkrankungen ist die
Abschatzung der funktionellen Bedeutung notwendig. Funktionell wirksame Antikérper
binden meist an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache, bewirken dort eine
Blockade oder Aktivierung und folglich eine Funktionsstérung. Die MG weist pathogene
Autoantikérper gegen nikotinerge AchR auf und ist durch im Tagesverlauf zunehmende
Muskelschwéche  gekennzeichnet. Die  Rezeptoren werden  durch die
Antikoérperbindung blockiert und die neuromuskulare Ubertragung ist dadurch gestort
(Lang & Vincent 2003). Der Nachweis dieser Antikorper ist auch die Grundlage fur eine
symptomatische Therapie mit Cholinesterasehemmern sowie eine immunsuppressive
bzw. -modulatorische Behandlung mit Steroiden, Immunsuppressiva, Plasmapherese,
i.v.-Immunglobulinen und Thymektomie.

Autoantikdrper konnen sowohl gegen intrazellulare Strukturen (Proteine oder
Nukleinsauren) als auch gegen extrazellulare Antigene gerichtet sein (Calvanico 1993).
Verschiedene Autoren diskutieren, dass fur Autoantikérper gegen intrazellular liegende
Strukturen eine pathogenetische Wirkung nicht ausgeschlossen werden kann (Adamus
et al. 1997; Koscec et al. 1997; Yanase et al. 1997). Dies wird jedoch kontrovers
diskutiert. Pathophysiologisch relevant sind Autoantikbrpern gegen extrazellulare
Molekile z. B. bei der autoimmunhamolytischen Anamie (Classen et al. 2009). Ebenso
ist die pathogene Bedeutung der Autoantikdrper gegen Bestandteile auf der
Zelloberflache bei dem Lambert-Eaton-myasthenen Syndrom (LEMS) gesichert

(Vincent et al. 2011). Die a-Untereinheit des prasynaptischen, spannungsabhéangigen
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P/Q-Typ Calciumkanals wurde dabei als Zielantigen beschrieben (Lang et al. 1981;
Pinto et al. 1998). Bei dem SLE richten sich die Autoantikérper sowohl gegen intra- als
auch gegen extrazellulare Strukturen. Der bei dem SLE im Vordergrund stehende
dsDNA-AntikOper zeigt dabei eine enge Assoziation mit dem Krankheitsverlauf und
einer Nierenbeteiligung (Casals et al. 1964; Putterman 2004).

Ein weiterer Aspekt hinsichtlich der pathogenetischen Relevanz ist die Fahigkeit von
Autoantikbrpern gegen intrazellulare Epitope mit oberflachlichen Proteinen
kreuzzureagieren. So zeigen Lupus-Autoantikdrper gegen dsDNA eine Kreuzreaktion
mit der NR2-Untereinheit des Glutamatrezeptors (DeGiorgio et al. 2001).

Bei den Zielstrukturen der Autoantikérper handelt es sich haufig um hochkonservierte
Strukturen, die an wichtigen Zellfunktionen (DNA-Replikation, Transkription,
Translation, m-RNA-Splicing und Zellzyklus) beteiligt sind. Die Antigene zu
identifizieren kann also von diagnostischer und pathogenetischer Bedeutung sein.
Zielstrukturen der Autoantikdrper sind sehr oft spezifisch flr die zugrunde liegende
Erkrankung (Tan 1989; Van Venrooij & Sillekens 1989; Tabelle 2). Als diagnostische
Marker spielen Autoantikdrper eine grol3e Rolle, da ihr Auftreten mit bestimmten
Autoimmunerkrankungen, deren Krankheitsverlaufen und -aktivitat korreliert. Z. B. sind
antinukledre Antikdrper (ANA) bei Kollagenosen und Erkrankungen aus dem
rheumatischen Formenkreis ein Diagnostikum (Ubersicht in Fritzler 1996; Tabelle 2).
Manchmal kénnen Antikorper auch zur Frithdiagnose entscheidend beitragen, indem
sie vor der klinischen Symptomatik nachweisbar sind (Arbuckle et al. 2003). Auch im
gesunden Individuum sind autoreaktive Antikdrper anzutreffen. Sie stellen aber keinen
pathologischen Befund dar, wie z. B. im Rahmen der immunologischen Homgostase
Antikérper Regulations- und Uberwachungsaufgaben iibernehmen (UytdeHaag et al.
1991, Livneh et al. 1993, Singh 1993).
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Tabelle 2: Auswahl einiger diagnostisch relevanter antinuklearer Antikdrper bei
systemischen Autoimmunerkrankungen des Menschen und ihre entsprechende
Antigenfunktion (nach Yang et al. 1981; Padgett et al. 1983; Maul et al. 1986; Shero et
al. 1986; Tan 1989; Bini et al.1990; Chou et al. 1992; Lee et al. 1993; Messier et al.
1993). SLE Systemischer Lupus erythemathodes. MCTD mixed connective tissue
disease.

Autoimmun- Autoantikérper Antigenfunktion
erkrankung
Anti-dsDNA Genetischer Code
Anti-Histon (H1, H2A, Kondensation der DNA
H2B, H3, H4)
SLE
Anti-Sm1 Splicing der Vorlaufer-mRNA
Anti-Ku Regulation des T-Zell-Rezeptorgens
Anti-SS-B/La Enzymregulation der RNA-
Sjogren Syndrom, Polymerase |
SLE _
Anti-SS-A/R02 Komplex mit Y1-Y5 RNAs,

Funktion unbekannt

Anti-Topoisomerase |

(Scl-70) Lockerung der DNA-Superhelix
Sklerodermie
Anti-Zentromer Zellteilung und Spindelausbildung
Mischkollagenosen :
(MCTD) Anti-RNP Splicing der Vorlaufer nRNA
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1.5 Neurologische Autoimmunerkrankungen

Neurologische Erkrankungen mit einer autoimmunen Atiologie konnen die
Muskulatur bzw. die neuromuskulare Synapse, das zentrale oder periphere
Nervensystem betreffen und treten auch als Multisystemerkrankung in Erscheinung.
Bereits vor tUber 50 Jahren wurde die MG als autoimmun beschrieben und gehért somit
zu den ersten Erkrankungen in diesem Bereich (Strauss 1963). Autoantikorper gegen
den postsynaptischen AchR der quergestreiften Muskulatur lassen sich bei 85% der
Patienten im Serum nachweisen (DeBaets & Stassen 2002). Bei den restlichen 15% ist
dieser Nachweis nicht mdglich (sogenannte ,seronegative” Myasthenie). Dafir liegt ein
IgG Antikorper im Serum vor, der an ein anderes muskulares Oberflaichenprotein
bindet (Blaes et al. 2000a). So finden sich AutoantikGrper gegen eine
muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase (MuSK) in etwa 40 - 50% der Félle. In der
Literatur werden Wechselwirkungen der MuSK-Antikdrper mit der Agrin-induzierten
Clusterbildung von AChR an der Endplatte beschrieben (Hoch et al. 2001). Die
Pathogenese ist dabei noch nicht abschlieRend geklart. Die klinische Symptomatik ist
in beiden Myasthenieformen vergleichbar.

Beim LEMS, einer weiteren Autoimmunerkrankung der neuromuskularen Synapse
finden sich in Uber 90% der Falle Antikbrper gegen prasynaptische,
spannungsabhéangige Kalziumkanale (VGCC). Dadurch kommt es zur verminderten
Acetylcholinfreisetzung in den synaptischen Spalt (Takamori et al. 2000). Die Klinik
ahnelt der MG: Schwache vorwiegend der hift- und schultergelenksnahen
Extremitatenmuskulatur, kurzfristige Zunahme der Muskelkraft nach Belastung,
Hyporeflexie und autonome Stérungen. Selten tritt jedoch die Myasthenie kombiniert
mit einem LEMS auf, d. h. mit AChR- und VGCC-Antikdrpern (Toyka & Schneider-Gold
2003).

Das Stiff-Person-Syndrom (SPS) betrifft das zentrale Nervensystem und endokrine
Drisen und ist gekennzeichnet durch Glutamatdecarboxylase-Antikorper (GAD)
(Solimena et al. 1990; Lockman & Burns 2007). Der Nachweis von Antikdrpern gelingt
in 70% der Falle bei SPS-Patienten. Bei ca. 50% der Betroffenen sind weitere
Autoimmunerkrankungen (Diabetes mellitus Typl und Autoimmunhyperthyreose)
assoziiert (Chia et al. 2007; Kraemer & Berlit 2008). Dinkel et al. beschrieben eine
inhibierende Wirkung der Anti-GAD-Antikorper auf GABAerge-Neurone, die die
Symptome der Betroffenen (Steifigkeit axialer Rumpf- und Beinmuskulatur, autonome

Dysregulation, Angststorungen) erklaren lasst (Dinkel et al. 1998).
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MG, LEMS und SPS lassen sich im Tiermodell mittels Passivtransfer Ubertragen
(Toyka et al. 1975; Lang et al. 1981; Lang et al. 2003; Vincent et al. 2011).

Das GBS geht mit multifokaler Demyelinisierung im peripheren Nervensystem einher.
Haufig tritt es nach einer Infektion mit Camphylobacter jejuni auf und wird klinisch
manifest durch aufsteigende Paresen, Areflexie und sensible Defizite. Autoantikdrper
(IgG oder IgM) gegen Ganglioside oder Myelin bzw. gegen Zellmembranen der Axone
des peripheren Nervensystems spielen eine entscheidende Rolle. Das spezifische
Antigen ist noch nicht identifiziert. Es wird eine molekulare Ahnlichkeit (Mimikry) von
viralen oder bakteriellen Antigenen mit Gangliosiden bzw. Myelin diskutiert. Erreger wie
Camphylobacter jejuni kommen dabei als Ausléser autoimmuner Vorgange in Frage
(Sivadon et al. 2005).

1.6 Paraneoplastische neurologische Syndrome

Der Begriff paraneoplastische Syndrome geht zurtick auf Boudin (Boudin 1961)

und beschreibt seltene tumorassoziierte Erkrankungen, die unabhdngig von dem
lokalen Effekt des Tumors selbst, seiner Metastasen, therapeutischen MalRBhahmen
oder Pharmaka in Erscheinung treten (Blaes 2012). Mittlerweile sind eine Vielzahl
paraneoplastischer Syndrome bekannt, die fast alle Organe v. a. aber Haut,
Endokrinum, Blut und Nervensystem betreffen kdnnen und eine Reihe verschiedener
Funktionsstérungen nach sich ziehen. Beim kleinzelligen Bronchialkarzinom (small cell
lung cancer, SCLC) kann als paraneoplastische endokrinologische Stérung ein
Cushing-Syndrom durch die ACTH-Bildung der Tumorzellen auftreten (Domanski
1989). Weitere Beispiele paraneoplastischer Krankheitsbilder sind die aplastische
Anamie, die Dermatomyositis, die Tumor-assoziierte Retinopathie, Endokarditis, und
Glomerulonephritis.
Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf paraneoplastische Erkrankungen des
Nervensystems. Die sogenannten paraneoplastischen neurologischen Syndrome
(PNS) konnen Strukturen des zentralen Nervensystems, periphere Nerven, die
neuromuskulare Ubertragung und auch die Muskulatur betreffen (Dalmau & Posner
1997) und gehen nicht selten mit dem Nachweis von antineuronalen Antikérpern einher
(Tabelle 3). Die Inzidenz der PNS liegt bei 0,5 - 3% der Tumorpatienten (Sculier et al.
1987; Elrington et al. 1991; Van Oosterhout et al. 1996).

11
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Die am haufigsten mit PNS assoziierten Tumore sind das SCLC, das
Mammakarzinom, das Ovarialkarzinom, das Hodgkin-Lymphom und das Thymom
(Blaes 2012). Im Kindesalter tritt das PNS uberwiegend im Rahmen eines
Neuroblastoms auf (Dropcho 2005). Haufige Syndrome sind LEMS, SPS, Opsoklonus-
Myoklonus-Syndrom (OMS), subakute cerebellare Ataxie, limbische Enzephalitis,
sensorische Neuronopathie, gastrointestinale Pseudoobstruktion, Enzephalomyelitis
und Dermatomyositis (Antoine & Camdessanché 2007; Storstein & Vedeler 2007). All
diese neurologischen Syndrome kénnen aber sowohl paraneoplastisch als auch nicht-
paraneoplastisch vorkommen. Beispielsweise ist das LEMS zu 50 - 60% mit dem
SCLC assoziiert. Im Gegensatz dazu kommt es aber nur bei 1,5 - 3% der Patienten mit
einem SCLS auch zu der zusatzlichen Diagnose eines LEMS (Alexander et al. 1993).
Fur ein paraneoplastisches Geschehen sprechen ein subakutes oder akutes Einsetzen
und eine rapide Verschlechterung des Zustandes des Patienten (Dalmau & Posner
1996). Die neurologische Manifestation ist variabel, in 50 - 60% geht sie jedoch der
Diagnosestellung des Tumors um Monate voraus (Blaes 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass das Auftreten eines PNS ein entscheidender Hinweis fir das Vorliegen
eines Tumors darstellt und eine sofortige Karzinomsuche eingeleitet werden sollte
(Dropcho 1995; Dalmau & Posner 1996; Blaes 2002). Bleibt der Tumornachweis bei
der Routinediagnostik aus, wird die Positronen-Emissions-Tomografie mit Fluor-
Desoxyglukose (FDG-PET) als sensitive Suchmethode eingesetzt (Antoine et al. 2000;
Stich & Rauer 2013). Wenn bei einem Antikdrper-positiven Patient ein Tumor gefunden
wird, der nicht zu dem bekannten Tumorspektrum des Antikorpers passt, muss die
Maoglichkeit eines Zweittumors in Betracht gezogen werden (Lucchinetti et al. 1998).
Prognoseentscheidend ist die frihzeitige Diagnosestellung und Behandlung (Blaes
2013). Die Therapie eine PNS besteht in erster Linie in der Tumortherapie (Stich &
Rauer 2013).

12
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Tabelle 3: Ubersicht tiber die antineuronalen Antikorper bei PNS. Der Antikérper weist
ublicherweise auf den assoziierten Tumor hin und kann mit unterschiedlichen
Syndromen einhergehen. Bezeichnung der Antikérper Hu, Yo, CV2, Ma, Ri, Tr nach
den Initialen der Indexpatienten. ANNA Antineuronal nuklearer Antikdrper. PCA
Purkinjezell-Antikérper. CRMP5 collapsin-response mediated protein-5. OMS
Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom. SPS  Stiff-person-Syndrom. SCLC kleinzelliges
Bronchialkarzinom (small cell lung cancer) Ca Karzinom. (modifiziert nach Giometto et
al. 2010; DGN-Leitlinie ,Paraneoplastische neurologische Syndrome* 2012; Stich &
Rauer 2013).

Antikorper Neurologische Syndrome Tumor/e
_ Sensorische Neuronopathie,
Anti-Hu gastrointestinale Pseudoobstruktion, scLe
(ANNA1) paraneoplastische Kleinhirndegeneration,
limbische-/ Hirnstamm-Enzephalitis, OMS
Anti-Yo Ovarial-Ca,
(PCAL) Paraneoplastische Kleinhirndegeneration Mamma-Ca
Uterus-Ca
Anti-PCA2 limbische -/ Hirnstamm-Enzephalitis SCLC
Chorea, sensorische Neuronopathie,
Anti-CV2/CRMP5 gastr0|nte§t|nale Psgugloobstruktlon, SCLC,
paraneoplastische Kleinhirndegeneration, Thymom
limbische Enzephalitis
Anti-Ma2 limbische -/ Hirnstamm-Enzephalitis, ilirgénnogé
(Ma/Ta) . . . . -
paraneoplastische Kleinhirndegeneration Hoden-Ca
Anti-Ri . L Mamma-Ca,
(ANNA?) Hirnstamm-Enzephalitis, OMS scLC
_ _ o _ Hodgkin-
Anti-Tr paraneoplastische Kleinhirndegeneration Lymphom
Anti-ANNA 3 paraneoplastische Neuropathie SCLC
Anti-Amphiphysin SPS, verschiedene PNS Marggwl_a(-:Ca,
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Bisher wurde ein PNS anhand Ausschlussdiagnostik festgestellt, was nun durch
festgelegte Diagnosekriterien abgeldst wurde. Von einer europaischen Konsensus-
gruppe (PNS Euronetwork) wurden Kriterien erarbeitet, die unter Beriicksichtigung von
dem Nachweis bzw. dem Fehlen des neurologischen Syndroms, des Tumors und der

onkoneuronalen Antikdrper ein definitives von einem maoglichen PNS unterscheiden

(Abbildung 2).
[ Neurologisches Syndrom ]—v andere Ursache

i keine andere Ursache 1
{ . \ { N
Klas_S|sches Untypisches Syndrom
paraneoplastisches Syndrom L )
( 3\ ( 3\
Charakteris- kein Charakteris- nicht gut kein
tischer antineuronaler tischer charakterisierter antineuronaler
antineuronaler Antikorper antineuronaler antineuronaler Antikdrper
Antikdrper Antikdrper Antikérper
J J
v v v v
Tumor- Hohes Tumor- Tumor Tumor-
diagnose Tumor- diagnose vor- diagnose
innerhalb risiko innerhalb bekannt innerhalb
5 Jahre 5 Jahre 2 Jahre
v
Besserung
nach
Tumor-
therapie
DEFINITIV DEFINITIV MOGLICH DEFINITIV MOGLICH DEFINITIV | | MOGLICH

Abbildung 2: Flussdiagramm zur Diagnostik von PNS. Darstellung der Kriterien eines
definitiven und eines mdglichen PNS (nach Graus et al. 2004). PNS
paraneoplastisches neurologisches Syndrom.

Die neurologischen Syndrome werden in klassische und nicht-klassische Syndrome
unterteilt (Graus et al. 2004). Die klassischen PNS umfassen im Bereich des zentralen
Nervensystems die limbische Enzephalitis, die Kleinhirndegeneration und das OMS, im
Bereich des peripheren Nervensystems die sensible Neuropathie, das LEMS und die
Dermatomyositis.  Nicht-klassische (seltene) PNS sind Hirnstammenzephalitis,
nekrotisierende Myelopathie/Myelitis und SPS (betrifft zentrales Nervensystem);
MG

sensorische Neuronopathie und GBS (peripheres Nervensystem), und
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Neuromyotonie (neuromuskularer Ubergang) sowie nekrotisierende Myopathie. Die
Pathogenese der meisten PNS ist nicht sicher geklart. Kreuzreagierende Antikérper im
Serum oder Liquor betroffener Patienten lassen im zunehmenden Male eine
Autoimmunpathogenese vermuten (Dalmau et al. 1992; Darnell 1996; Voltz 2002;
Blaes 2012). Hierbei wird davon ausgegangen, dass die Tumorzellen Antigene ektop
exprimieren, die den Proteinen neuronaler Zellen ahnlich sind. Die sogenannten
»onkoneuronalen Antigene“ werden von aktivierten Makrophagen und dendritischen
Zellen den Helfer- und zytotoxischen T-Zellen prasentiert. Es folgt eine Immunantwort,
die gegen den Tumor und auch das koérpereigene Nervengewebe gerichtet ist und
somit die PNS-Symptomatik auslost (Dropcho 1998). Die Art der ausgeldsten
Autoimmunreaktion wird kontrovers diskutiert. Es ist sowohl ein zellularer (zytoxische
T-Zellen) als auch ein  humoraler (Autoantikbrper) Auslésemechanismus
wahrscheinlich. Neuromuskulare PNS sind scheinbar Antikdrper-vermittelt, wahrend
PNS des zentralen Nervensystems T-Zell-vermittelt sind, mit fraglichem zuséatzlichem
Effekt der Antikorper (Blaes 2002).

1.6.1 Autoantikorper bei paraneoplastischen neurol  ogischen
Syndromen

Die klinische Bedeutung antineuronaler Antikdrper liegt in ihrem pradiktiven
Wert fUr eine assoziierte Neoplasie (Kaiser 1999). Sie werden demnach als friihe
diagnostische Marker angesehen (Verschuuren et al. 1996; Posner 2004). In 50 - 60%
der Falle der PNS kann der Nachweis von Antikdrpern im Blut oder Liquor erbracht
werden (Moll et al. 1995; Antoine et al. 1999). Gemal3 den Leitlinien der Deutschen
Gesellschaft  fur  Neurologie sollen zwei unabhéngige Verfahren  zur
Autoantikdrperdiagnostik verwendet werden: Eine immunhistochemische
Screeningmethode und als Bestatigungsmethode Western Blot oder ELISA. Die
Sensitivitat von antineuronalen Autoantikorpern in der Diagnose eines PNS betréagt 50 -
60%, im Gegensatz dazu ist die Spezifitat mit 95 - 98% sehr hoch (Moll et al. 1990;
Blaes et al. 2002). Demnach ist der Autoantikérpernachweis bei PNS-Patienten nahezu
beweisend fiur das Vorliegen einer malignen Grunderkrankung. Wird ein solcher
Antikdrper im Serum eines Patienten ohne bisher bekannten Tumor gefunden, sollte
eine intensive Tumorsuche begonnen werden (Voltz 2002).
Eine Reihe onkoneuronaler Antigene konnte bereits identifiziert werden, wobei viele
RNA-bindende Eigenschaften aufweisen (Posner & Dalmau 2000). Der erste
Autoantikérper, Anti-Hu wurde 1985 erstmals beschrieben (Graus et al. 1985). Seitdem

konnten zahlreiche weitere Antikorper charakterisiert werden (Tabelle 3). Die
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Autoantikérper sind meist nach den Initialen der Indexpatienten benannt (z. B. Hu fur
Hull, Yo fur Young, Ma fur Margret). Sie konnen auch entsprechend der
immunhistochemischen Férbung bezeichnet werden (z. B. ANNA fir antineuronaler
nuklearer Antikorper). In dieser Arbeit wurden ausschlief3lich die gut charakterisierten
onkoneuronalen Antikorper berticksichtigt unter Verwendung der Nomenklatur nach

den Indexpatienten.

Anti-Hu richtet sich gegen die Proteine HuC, HuD und Hel-N1 im Nerven- und im
Tumorgewebe des SCLC, Neuroblastoms, Prostatakarzinoms oder der neuro-
endokrinen Tumore. Anti-Hu Antikoérper reagieren mit den RNA-bindenden Proteinen in
Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems (Dalmau et al. 1992). Im
Western Blot markiert der Anti-Hu Antikdrper Proteine mit einem Molekulargewicht von
35 - 42 kDa (Greenlee et al. 2001).

Anti-Yo erkennt zytoplasmatische Antigene von cerebellaren Purkinjezellen. Er ist v. a.
mit gynakologischen Tumoren wie den Mamma-, Ovarial oder Zervixkarzinomen
assoziiert (Greenlee et al. 2001). Im Western Blot zeigen sich Doppelbanden bei einem
Molekulargewicht von 34 kDa und 62 kDa (Jaeckle et al. 1985).

Anti-Ri markiert Proteine von 55 kDa und 70 - 80 kDa Molekulargewicht von Neuronen
des zentralen Nervensystems, jedoch nicht des peripheren Nervensystems (Greenlee
et al. 2001). Als Zielantigene wurden die nukledr RNA-bindenden NOVA1- und
NOVAZ2-Proteine identifiziert, die wahrscheinlich einen Beitrag bei der Modifikation der
Glycinrezeptor-mRNA leisten. Klinisch zeigt sich oft ein Mammakarzinom mit OMS
oder paraneoplastischer Ataxie (Anderson et al. 1988; Luque et al. 1991; Yang et al.
1998).

Anti-Ma ist gegen intraneuronal lokalisierte Ma-Proteine des Gehirn-, Hoden- und
Tumorgewebes gerichtet. Die Funktion des 39,8 kDa PNMAL- und des 41,5 kDa
PNMA2-Protein ist bisher nicht geklart. Anti-Ma, durch Dalmau beschrieben (Dalmau et

al. 1999) ist vergleichsweise haufig nachweisbar.

Anti-Tr bindet an das Zytoplasma von Purkinjezellen. Das klinische Erscheinungsbild
der Patienten ist durch die Kleinhirndegeneration bei einem zugrunde liegenden

Hodgkin-Lymphoms gepréagt (Graus et al. 1997b).

Anti-CV2/CRMP5 (collapsin-response mediated protein 5) erkennt Proteine im

Zytoplasma der Oligodendrozyten. Im Western Blot zeigen die Antikdrper eine

Reaktivitat bei einem Molekulargewicht von 66 kDa. Bei Anti-CV2-positiven Patienten
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konnten in Assoziation mit SCLC oder undifferenzierten neuroendokrinen Tumoren
klinisch eine Polyneuropathie (PNP) oder eine Neuritis nervi optici festgestellt werden.
(Honnorat et al. 1996; Rudnicki & Dalmau 2005).

Neben sogenannten ,gut charakterisierten” (d.h. h&ufig mit einem bestimmten Tumor
vergesellschafteten) Antikérpern wie Anti-Hu, Anti-Yo, Anti-CV2/CRMP5, sind
Jeilweise/nicht gut charakterisierte® (d.h. seltener mit einem bestimmten PNS
assoziierte) Antikorper beschrieben, wie z. B. Anti-SOX1 und Anti-Zic4 (Stich & Rauer
2013). Der SOX1-Antikorper wird gehauft bei Patienten mit paraneoplastischen LEMS
in Assoziiation zum SCLC, nicht aber bei Patienten mit ideopatischem LEMS gefunden
(Tschernatsch et al. 2010).

Prognostisch haben Tumorpatienten mit antineuronalen Autoantikérpern eine langere
Uberlebenszeit bzw. ein besseres Ansprechen auf therapeutische MaRnahmen im
Vergleich zu Patienten ohne Antikorper (Darnell & DeAngelis 1993; Graus et al. 1997a;
Blaes et al. 2000Db).

Die pathogenetische Rolle der Antikorper bei PNS ist dabei bis auf wenige Ausnahmen
umstritten. Bei paraneoplastischen Erkrankungen, die die neuromuskulare Synapse
betreffen sind die jeweiligen Autoantikérper gegen extrazellulare Proteine als pathogen
definiert worden. Dies lieR sich im Tiermodell beweisen. Bei der Neuromyotonie
konnten die assoziierten Antikoérper, die sich gegen die spannungsabh&ngigen
Kaliumkanéle (VGKC) richten in einen ursachlichen Zusammenhang mit dem PNS
gebracht werden (Hart et al. 2002).

Ahnliches gilt fiir den Pathomechanismus bei MG oder LEMS (Lang et al. 1981; Pinto
et al. 1998; Lang & Vincent 2003). Beachtlicherweise sind diese Autoantikorper sowohl
bei der paraneoplastischen Form als auch bei der idiopathischen zu finden (siehe
Punkt 1.5). Somit sind diese Antikorper, die sich gegen neuronale Oberflachen-
Antigene von Kandlen, Rezeptoren, assoziierten Proteinen richten keine wirklichen
spezifischen Marker fiir eine Neoplasie bzw. paraneoplastische Erkrankung (Vincent et
al. 2011).

Ob hingegen die Antikérper der PNS des zentralen und peripheren Nervensystems, die
gegen intrazellulare onkoneuronale Antigene gerichtet sich, eine pathogenetische
Relevanz besitzen oder nur ein Begleitphdanom darstellen, ist noch weitestgehend
unklar. Fir eine groRtenteils Antigen-spezifische T-Zellreaktion spricht eine Reihe von
Ergebnissen (Albert et al. 1998; Tanaka et al. 1998; Voltz et al. 1998; Benyahia et al.
1999; Pellkofer et al. 2004). In anderen Studien erbrachte die Immunisierung

verschiedener Tierstamme mit den humanen Proteinen Yo und Hu einem signifikant
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erhohten Antikorper-Titer im Serum, wahrend eine nachweisbare Erkrankung nicht
auslosbar war (Tanaka et al. 1994; Sillevis Smitt et al. 1995; Tanaka et al. 1995; Auf et
al. 2002). Eine Aufnahme von Anti-Hu 1gG in Neurone und Tumorzellen konnte in vitro
(Greenlee et al. 1993; Hormigo & Lieberman 1994) und auch in vivo (Dalmau et al.
1991) gezeigt werden. Die Angaben zur Zytotoxizitdt der IgG-Fraktionen betroffener
Patienten sind jedoch widersprichlich (Greenlee et al. 1993; Hormigo & Lieberman
1994; Verschuuren et al. 1996; Schafer et al. 2000).

Um weitere Informationen U0Uber die zugrunde liegenden Antigene und den
pathogenetischen Mechanismus bei PNS zu erlangen, wird auch die Analyse der I1gG-
Subklassen der Autoantikdrper herangezogen. Es konnte gezeigt werden, dass es eine
Beziehung zwischen der IgG-Subklasse, der Zytokinbildung der TH1- und TH2-Zellen
und der Regulation der zytotoxischen und Antikdrper-vermittelten Immunantwort gibt
(Kawano et al. 1995; Greenlee et al. 2001). Fir einige Autoimmunerkrankungen sind
die 1gG-Subklassen identifiziert. Beispielsweise sind die Inselzellantikbrper bei
insulinpfichtigen Diabetes mellitus 1gG1-Antikdrper (Schatz et al. 1988) und Antikdrper
des bullésen Pemphigoid gehdren der Subklassee IgG4 an (Soh et al. 1991).

Fur die verschiedenen ANA im Formekreis der Kollagenosen und rheumatischen
Erkrankungen konnten die Subklassen IgG1 und IgG3 zugeordnet werden.

In der Literatur findet sich auch eine Reihe von Angaben zur Subklassenverteilung bei
Patienten mit PNS. Jean et al. beschrieben, dass die vorherrschenden Subklassen von
Anti-Hu Antikorpern bei PNS-Patienten 1gG1 und 1gG3 sind (Jean et al. 1994). Des
Weiteren bleiben Anti-Yo Antikorper auf die IgG1-Subklasse beschrankt (Amyes et al.
2001). Die mit Hodgkin-Lymphom assoziierte zerebellare Degeneration geht mit Anti-Tr
Antikorpern der Subklasse IgG1 und 1gG3 einher (Bernal et al. 2003). Unlangst wurde
durch die Arbeitsgruppe um Jarius eine neue Reaktivitdt gegen Purkinjezellen
assoziiert mit der subakuten Kleinhirndegeneration entdeckt, die der Subklasse 1gG1
zugeordnet werden konnte (Jarius et al. 2010).

Bei den pathogenwirksamen, oberflachenbindenen Antikérpern gibt es nur wenige
Literaturangaben. Beck et al. konnten fur die oberflachenbindenden Antikérper beim
kindlichen paraneoplastischen OMS vorrangig der Subklassen 1gG3 und geringfugig
IgG1 identifizieren (Beck at al. 2007). Bei den VGKC-Antikérpern bei Patienten mit
Neuromyotonie konnten als pradominant IgG4 Antikdrper beobachtet werden (Vincent
et al. 2011). Bei der Anti-NMDAR (N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor)-Enzephalitis
gehdren die Antikorper der Subklasse IgG1 an (Irani et al. 2010; Vincent et al. 2011).
Im SPS konnte eine peristierende systemische und intrathekale Produktion von
GADG65-spezifischen 1gG, was sich auf die Subklasse IgG1 beschrankt, nachgewiesen
werden (Skorstad et al. 2008).
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Andererseits konnen auch Tumorerkrankungen zu Veranderungen der IgG-
Subklassenverteilung im Serum fihren. Klotz et al. demonstrierten, dass die
verschiedenen  histologisch  klassifizierten  Typen des Bronchialkarzinoms
unterschiedlichen Einfluss auf die Verteilung der IgG-Subklassen haben (Klotz et al.
1999). Blaes et al. zeigten, dass Anti-Hu-positive SCLC-Patienten mit PNS
hauptsachlich die Subklasse 1gG1 aufwiesen, SCLC-Patienten ohne PNS hingegen
hohe 1gG3- und IgG4-Titer hatten (Blaes et al. 2002). Demnach kénnte neben der
Problematik der Pathogenese doch auch die Relevanz der Autoantikorper-Subklassen
in der Diagnostik von PNS und assoziierten Tumoren gepruft werden. Kénnten anhand
einer tumorassoziierten Umverteilung der lgG-Subklassen Rickschlisse auf eine
paraneoplastsiche Genese gezogen und damit eine frihzeitige Unterscheidung
zwischen paraneoplastischer und nicht-paraneoplastischer  Erkrankung  mit

entsprechend frihzeitiger Tumorsuche ermdglicht werden?
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1.7 Fragestellung

Ausgehend von dem dargestellten Wissensstand wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, ob die Subklassenverteilung der Autoantikdrper bei PNS vor allem
diagnostisch genutzt werden kénnte und damit eine Unterscheidung zwischen
paraneoplastischer und nicht-paraneoplastischer Genese ermdglicht.
Es wurden anhand der Untersuchung von Patienten mit paraneoplastischen und nicht-

paraneoplastischen Erkrankungen im Einzelnen folgende Fragen gepruift:

1. Wie ist die Subklassenverteilung von antineuronalen Antikérpern bei

paraneoplastischen Syndromen?

2. Gibt es Unterschiede in der Subklassenverteilung der ANA bei den

paraneoplastischen Syndromen und Kollagenosen?

3. Unterscheiden sich diese paraneoplastischen und nicht-paraneoplastischen
neuroimmunologischen  Erkrankungen in  der  Subklassenverteilung
oberflachenbindender Antikérper?
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2. Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Allen Patienten wurde nach entsprechender Aufklarung und deren
Einverstandnis Serum entnommen. Die Seren wurden bei -20C bis zu ihrer
Austestung gelagert. Ein positives Votum der Ethikkommission des Fachbereiches
Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en liegt fur dieses Projekt vor (Nr. 113/01
und Nr. 54/05). In der Datenbank der neuroimmunologischen Arbeitsgruppe der Klinik
fur Neurologie der Justus-Liebig-Universitdt GieRen sind die Patienten hinsichtlich
klinischer Merkmale und nachgewiesener Autoantikdrper katalogisiert. Fur diese Studie
wurden daraus Seren von insgesamt 52 Patienten mit neuroimmunologischen
Erkrankungen, 18 Patienten mit Kollagenose und 20 Gesundkontrollen (HC)
verwendet. Diese wurden hinsichtlich der 1gG-Subklassenverteilung von
Autoantikérpern untersucht. Als Kontrolle dienten 20 alters- und geschlechtsgematchte,
anonymisierte Seren von Blutspendern. Dabei handelte es sich um gesunde Personen
ohne Entziindungszeichen oder einer Tumorerkrankung.

Die 70 Patienten wurden fir diese Arbeit in folgende Gruppen eingeteilt:

1. Kollagenosen (inflammatorische rheumatische Erkrankungen, IRD)

2. Andere neuroimmunologische Erkrankungen (other neuroimmunological
diseases, OND)

3. Paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikdrpern (Para)

4, Paraneoplasien mit antinukledren Antikdrpern (Para-ANA)

1. Kollagenosen

Zu den Kollagenosen zahlen SLE, Polymyositis und Dermatomyositis, Sjogren-
Syndrom, Sklerodermie, CREST-Syndrom (Calcinosis cutis, Raynaud- Syndrom,
Esophageale Dysfunktion, Sklerodaktylie und Teleangiektasia) sowie das Sharp-
Syndrom (Mischkollagenose). Die Diagnose der Patienten dieser Gruppe wurde nach
den jeweils gultigen Diagnosekriterien gestellt. Fir die Diagnosestellung SLE waren bei
den betroffenen Patienten geforderte vier von 11 Diagnosekriterien des American
College of Rheumatology (ACR-Kriterien 1999) mindestens erflllt (Tan et al. 1982;
Hochberg 1997). Die ACR-Kriterien konnten auch hier fir die Diagnose einer

Polymyositis und einer Dermatomyositis in dieser Arbeit herangezogen werden (Bohan
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& Peter 1975; Bohan et al. 1977). Patienten dieser Studie mit Sjogren-Syndrom
wurden nach den bestehenden Diagnosekriterien verschiedener Autoren beurteilt (Fox
et al. 1986; Homma et al. 1986; Vitali et al. 1993; Vitali et al. 1994; Vitali et al. 2002).
Zur Diagnostik der Sklerodermie und des CREST-Syndroms wurden auch spezifische
ACR-Kriterien angewendet, die initial 1980 von dem Subcommittee for Scleroderma
Criteria of the American Rheumatism Association aufgestellt und 1988 durch LeRoy

Uberarbeitet wurden (LeRoy et al. 1988).

Das Sharp-Syndrom, gekennzeichnet durch  Uberlappen  verschiedener
Bindegewebserkrankungen (Raynaud-Symptomatik, Hautveranderungen, Symptome
des SLE, der RA, der Polymyositis sowie kardiale, nephrologische und/oder

zentralnervose Beteiligung) wurde Uber Ausschlussdiagnostik festgelegt.

Tabelle 4: Vorkommen verschiedener Kollagenoseformen in der IRD-Gruppe.
Angegeben als Anzahl der Patienten n. IRD Inflammatorische rheumatische
Erkrankungen (Kollagenosen). SLE Systemischer Lupus erythemathodes. CREST
Calcinosis cutis, Raynaud-Syndrom, Esophageale Dysfunktion, Sklerodaktylie und
Teleangiektasia. PNP Polyneuropathie.

Diagnose Patientenanzahl n
SLE 10
Polymyositis 1
Dermatomyositis 3
Sjogren-Syndrom 0
Sklerodermie 1
CREST-Syndrom 0
Sharp-Syndrom 1
PNP bei undifferenzierter Kollagenose 1
Zerebrale Vaskulitis bei Kollagenose 1
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Die in dieser Studie aufgestellte Gruppe der Kollagenosen umfasst insgesamt 18
Patienten mit verschiedenen zuvor beschriebenen entzindlich-rheumatischen
Erkrankungen (Tabelle 4). 15 Seren stammen von weiblichen, drei von mannlichen
Probanden. Das durchschnittliche Alter der Patienten bei Abnahme betrug 46.7 + 20.3

Jahre.

2. OND

Diese Gruppe schloss folgende Diagnosen anderer neurologischer Erkrankungen nicht
paraneoplastischer Genese ein: Kaudaradikulitis, Autoimmunmyelitis, Myeloradikulitis,
Enzephalitis, PNP, und LEMS. Die jeweilige Diagnosestellung der OND-Patienten
dieser Studie erfolgte mittels klinischer oder neurophysiologischer Untersuchung,
Labordiagnostik oder bildgebenden Verfahren (Miller et al. 2007).

Der Gruppe OND gehorten in dieser Arbeit 10 Patienten (sechs weibliche, vier
mannliche) verschiedener Diagnosen an (Tabelle 5). Das Durchschnittsalter lag bei
49.7 £ 17.6 Jahren.

Tabelle 5: Vorkommen verschiedener Diagnosen in der OND-Gruppe. Angegeben als
Anzahl der Patienten n. OND andere neuroimmunologische Erkrankungen. PNP
Polyneuropathie. LEMS Lambert-Eaton-myasthenisches Syndrom.

Diagnose Patientenanzahl n
Kaudasyndrom 1
Myelitis 1
Myeloradikulitis 3
PNP 2
Enzephalitis 2
LEMS 1

3. Para

Das europdische Netzwerk paraneoplastischer neurologischer Erkrankungen (PNS
Euronetwork) stellte Diagnosekriterien auf, die eingangs beschrieben wurden (Graus et

al. 2004) und als Grundlagen der Gruppeneinteilung dieser Studie galten. Diese fuihren
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zu zwei Ebenen der diagnostischen Sicherheit, einem definitiven oder einem madglichen
paraneoplastischen Syndrom (Abbildung 2).

Fiur diese Arbeit wurden in die Gruppe Para 34 Patienten eingeschlossen, die die
Kriterien fur ein definitives PNS erfullten (Graus et al. 2004). Tabelle 6 zeigt die
vorkommenden Diagnosen und Tumorerkrankungen der Para-Patienten. Es wurden in
diese Gruppe 16 weibliche und 18 méannliche Patienten aufgenommen, deren mittleres
Alter bei 63.2 £ 9.6 Jahren lag.

Tabelle 6: Vorkommen der verschiedenen paraneoplastischen Diagnosen mit den
entsprechenden Tumorerkrankungen in der Para-Gruppe. Angegeben als Anzahl der
Patienten n. Para paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikorpern. GBS
Guillian-Barré-Syndrom (Polyradikuloneuritis). PNP Polyneuropathie. LEMS Lambert-
Eaton-myasthenisches Syndrom. Ca Karzinom. SCLC kleinzelliges Bronchialkarzinom
(small cell lung cancer). Bronchial-Ca alle Typen bis auf SCLC.

Diagnose Tumor (Haufigkeit) Patientenanzahl n

Lymphom (1)

Paraneoplastisches GBS Pankreas-Ca (1)

Lymphom (2)
Ovarial-Ca (2)
Bronchial-Ca (1)
SCLS (9)
Karzinoid (1)
Melanom (1)
Nierenzell-Ca (2)
Nieren-Ca (1)

PNP 19

Nieren-Ca (1)
Ovarial-Ca (4) 7
SCLC (2)

Paraneoplastische
cerebellare Degeneration

Zungen-Ca (1)
Limbische Enzephalitis SCLC (1) 3
Seminom (1)

Bronchial-Ca (1)
LEMS SCLC (1)
Gastrointestinale

Pseudoobstruktion SCLC (1) 1
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4. Para-ANA

Als vierte Gruppe wurden die Paraneoplasien mit ANA eingeteilt. Hierbei handelt es
sich um eine Gruppe klinisch kirzlich beschriebener Patienten (Tschernatsch et al.
2005), bei denen ein neurologisches Syndrom in zeitlicher Assoziation mit einem
Tumor auftrat (mdgliches PNS nach den Kriterien von Graus et al. 2004).

Zusétzlich konnte bei diesen Patienten hochtitrige ANA ohne begleitende antineuronale
Antikérper nachgewiesen werden. Neurologisch zeigte sich bei den hier ausgewahlten
Patienten eine paraneoplastische PNP und folgende Tumorerkrankung: Mamma-Ca
(4), Non-Hodgkin-Lymphom (1), Melanom (1), Sarkom (1) und SCLC (1). Die Gruppe
setzte sich aus acht Patienten, davon vier weibliche und vier mannliche, zusammen.
Das durchschnittliche Alter betrug 65.2 + 10.2 Jahre.

2.2 Methoden

Die Patienten- und Kontrollseren wurden auf das Vorkommen von Auto-
antikorper-Subklassen untersucht. Dabei kamen der Indirekte Immunfluoreszenztest
(IFT), der Immunoblot mit rekombinanten onkoneuralen Antigenen, der Western Blot
und die Durchflusszytometrie zum Einsatz. Zum Einen galt es entsprechend unserer
Fragestellungen die Subklassenverteilung der antineuronalen Antikdrper zu
beschreiben. Daflir verwendeten wir den IFT, den Immunoblot mit rekombinanten
onkoneuralen Antigenen und den Westen Blot. Zum Anderen sollte die
Subklassenverteilung der ANA in den verschiedenen Gruppen verglichen werden. Die
entsprechenden Patientenseren wurden dafir mit einer Kombination aus IFT und
Western Blot analysiert. Primar galt der Nachweis im IFT. Als Bestatigungstest wurde
der Nachweis im Western Blot herangezogen. Aul3erdem wurde in dieser Arbeit der
Frage nachgegangen, ob sich paraneoplastische und nicht-paraneoplastische
neuroimmunologische Erkrankungen in der Subklassenverteilung oberflachen-
bindender Antikdrper unterscheiden. Hierfur wurden die Patientenseren der Gruppen
IRD, Para-ANA und HC durchflusszytometrsich auf extrazelluldre Bindungen der

Antikdrper in den IgG-Subklassen untersucht.

2.2.1 Verwendete Antikérper und Puffer

In der Durchfihrung der Versuche wurden in der vorliegenden Arbeit
verschieden markierte Antikdrper verwendet. Tabelle 7 stellt diese zusammenfassend
mit ihren entsprechenden Verdiinnungen dar. Alle verwendeten Puffer sind in Tabelle 8

unter Angabe ihrer entsprechenden Zusammensetzung bei der Herstellung aufgefihrt.
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Tabelle 7: Zusammenstellung der verwendeten Antikorper mit Angabe des Herstellers

und verwendeter Verdinnung.

Phosphatase.

Antikorper

Monoklonaler Fluorescein
(FITC)-markierter Maus Anti-

Human-igG1l

Monoklonaler FITC-
markierter Maus Anti-
Human-1gG2

Monoklonaler FITC-
markierter Maus Anti-
Human-1gG3

Monoklonaler FITC-
markierter Maus Anti-
Human-lgG4

Alkalische Phosphatase
(AP)-konjugierter Anti-
Human-Gesamt-IgG

AP-konjugierter Maus
Anti-Human-lgG1

AP-konjugierter Maus
Anti-Human-1gG2

AP-konjugierter Maus
Anti-Human-1gG3

AP-konjugierter Maus
Anti-Human-lgG4

FITC Fluoresceinisothiocyanat. AP Alkalische

Hersteller/Bezugsquelle Verdinnung

Sigma, Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim 1:32
Sigma, Sigma-Aldrich Chemie 1-16
GmbH, Steinheim )
Sigma, Sigma-Aldrich Chemie 1:16
GmbH, Steinheim )
Sigma, Sigma-Aldrich Chemie 1-16
GmbH, Steinheim )
Dako Cytomation, Denmark AlS, 11000
Glostrup, Denmark
Zymed, San Francisco, )
California, USA 1:250
Zymed, San Francisco, ]
California, USA 1:500
Zymed, San Francisco, ]
California, USA 1:500
Zymed, San Francisco, 1500

California, USA
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Tabelle 8: Zusammenstellung der verwendeten Puffer und ihre Zusammensetzung.
PBS phosphate buffered saline. FACS Fluorescence Activated Cell Sorting. SDS
sodium dodecyl sulfate.

Puffer Herstellung

= 85 g NaCl

u 14,2 g NazHPO4
u 2,9 g NaH2P04

= auf 11aqua dest.

PBS-Puffer (10x)

= 100 ml PBS (10x)
PBS/Tween = 900 ml aqua dest.
= 2 ml Tween 20 (Merck, Germany).

= 40 ml Buffer ((20x), (NuPage® MOPS SDS
Running buffer (20x), inVitrogen, Carlsbad,
CA)

= 760 ml aqua dest.

Running Buffer

= 40 ml Konzentrat (NuPage® Transfer buffer
(20x), inVitrogen, Carlsbad, CA)

= 760 ml aqua dest.

= 200 ml Methanol

= 1 ml Antioxidans (NuPage® Antioxidant,
Carlsbad)

Transfer Buffer

= 50 ml PBS (10x)

= 450 ml aqua dest.

= 25ml Tween 20

= 5,5 g Milchpulver (2% fettfreie Trockenmilch,
fat free dried skimmed milk, Sommerfield,
Bistrol, GB)

Mischpuffer

= 500 ml PBS (1x)

= 5ml 10% NaNs

= 5 ml fetales Kalberserum (FCS, HyClone,
PerbioScience, USA)

FACS-Puffer
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2.2.3 Indirekter Immunfluoreszenztest

Der IFT diente der Untersuchung von antineuronalen und antinuklearen
Antikérpern und ihren Subklassen in den verschiedenen Patientengruppen. Dabei
wurden Objekttrager mit unfixierten Gefrierschnitten aus Kleinhirn, Darm und humanen
Epithelzellen (Hep-2 Zellen) verwendet (Neurologie-Mosaik 13, Euroimmun-AG,
Libeck). Die Patientenseren wurden 1:50 mit PBS/Tween 0,2% verdiinnt und je 25 ul
auf die vorgegebenen Kéastchen pipettiert. Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten
wurden danach passend auf diese verdinnten Seren aufgebracht und bei
Raumtemperatur und Dunkelheit 30 Minuten inkubiert. Nach dem dreimaligen
Waschen der Objekttrager mit PBS/Tween 0,2% erfolgte der zweite Inkubationsschritt
fir 30 Minuten in Dunkelheit und bei Raumtemperatur. Als Sekundarantikérper wurden
FITC-markierte Anti-Human IgG1 - 1gG4 Antikdrper (IgG1 in PBS/Tween 0,2% 1:32
verdiunnt, IgG2 - IgG4 in PBS/Tween 0,2% 1:16 verdunnt; Sigma, Steinheim)
verwendet. Danach erfolgte ein erneutes dreimaliges Waschen mit PBS/Tween 0,2%.
Die Objekttrager wurden nun mit dem Eindickmedium Glycerol (Phosphat gepuffert, pH
8,4, Euroimmun, Lubeck) beschichtet und mit Deckglaschen versehen und somit fixiert.
Die Beurteilung der Préaparate erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops der
Firma Zeiss (Abbildung 3). Als Positivkontrolle dienten bereits bekannte Anti-Hu
positiven Patientenseren. Seren von Gesundkontrollen wurden als Negativkontrolle

eingesetzt. Tabellarisch wurden die Ergebnisse dokumentiert.

100 um T ¥ 100 um . . T 100um

Abbildung 3: Reprasentative Abbildung eines IFT eines Para-Patienten mit einem
FITC-markierten Anti-Human 1gG2 Antikérper (Verdinnung 1:16) auf unfixierten
Gefrierschnitten aus Darm (A), Kleinhirn (B) und humanen Epithelzellen (Hep-2 Zellen,
C). Positiver Nachweis von Bergmannglia-Zellen (B) und ANA (C).
OrginalvergréRerung x 40. Para paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen
Antikérpern. FITC Fluoresceinisothiocyanat.
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2.2.4 Immunoblot mit rekombinanten onkoneuralen An tigenen

Als rekombinanter Immunoblot zum Nachweis der paraneoplastischen
Autoantikérper Anti-Hu, Anti-Yo, Anti-Ri, Anti-CV2/CRMP5, Anti-Amphiphysin und Anti-
MA2 findet der handelsibliche ravo PNS-Blot (ravo PNS-Blot, invitro test, ravo
Diagnostika GmbH, Freiburg) in der neuroimmunologischen Arbeitsgruppe der Klinik
fur Neurologie der Justus-Liebig-Universitat GielBen Anwendung. Dieser Immunoblot
wurde in der vorliegenden Arbeit zur Beschreibung der Subklassenverteilung

antineuronaler Antikorper herangezogen.
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Abbildung 4: Reprasentative Abbildung eines ravo PNS-Blots eines Para-Patienten
mit einem AP-konjugierten Anti-Human IgG1 (Streifen 7)- und einem AP-konjugierten
Anti-Human IgG2 Antikoérper (Streifen 8). Verdinnung je 1:500. Positiver Nachweis von
CV2/CRMPS5 (Streifen 8, rote Markierung). Positivkontrolle Streifen 20. Negativkontrolle
Streifen 17. Para paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikérpern. AP
Alkalische Phosphatase.

Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellerprotokolls: Die
Patientenseren wurden in dem gebrauchsfertigen Probenverdinnungspuffer 1:10
vorverdinnt. Die Teststreifen wurden ebenfalls mit diesem Probenverdinnungspuffer
in dem daflr vorgesehenen Rillengefald tberschichtet und mit dem vorverdiinnten
Seren fur eine Stunde auf einem Schuttler inkubiert (Serumverdinnung 1:500 bzw.
1:250). Dem schloss sich ein funfmaliger Waschvorgang mit Waschpuffer

(Waschpufferkonzentrat 1:20 mit aqua destillata (ag. dest.)) an. Die
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Sekundarinkubation mit dem AP-konjugierten Anti-Humanen 1gG1 - 1gG4 Antikorper
(Verdiinnung je 1:250 und 1:500; Zymed, San Francisco) erfolgte fiir 30 Minuten. Die
Positivkontrolle, die gebrauchsfertig dem Testsystem beiliegt, wurde im zweiten
Inkubationsschritt mit dem vorgegebenen Konjugat versehen. Nach wiederholtem
Waschen (fiinfmal mit Waschpuffer) erhielt jeder Teststreifen eine Inkubation mit BCIP-
NBT-Substrat fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schwenker. Die Reaktion
wurde mit ag. dest. gestoppt, die Streifen getrocknet und letztlich mit dem

Kontrollstreifen des Herstellers verglichen (Abbildung 4).

2.2.5 Western Blot

Zur Bestatigung der im IFT positiv befundeten Patientenseren verwendeten wir
einen Western Blot mit lslichen Proteinen aus Rattenzerebellum. Die Praparation und
Gewinnung des Rattenzerebellums ist eine etablierte Methode im Labor der
neuroimmunologischen Arbeitsgruppe der Klinik fir Neurologie der Justus-Liebig-
Universitat GielRen. Zur weiteren Verwendung lagerte das zu 0,05 g portionierte
Gewebe aus Rattenzerebellum bei -20<C.

Zur Probengewinnung wurde zundchst dem entsprechendem Gewebe zur
Deaktivierung freiwerdender Enzyme 100 pl Proteinaseinhibitor (Proteinase-Inhibitor-
Cocktail, Sigma, Deisenhofen) zugegeben, mit PBS-Puffer verdiinnt, anschlieRend mit
Hilfe eines StoRels gemischt und mechanisch zerkleinert. Nachfolgend wurden die
Zellen der Gewebelosung im Ultraschallhomogenisator (Bandelin, UW 2070) fir drei
Zyklen a 15 Sekunden homogenisiert. Die Probe wurde drei Minuten zentrifugiert und
die I6sliche Proteinfraktion als Uberstand abpipettiert. Die Proteinkonzentration des
Homogenisats wurde nephelometrisch ermittelt (ProSpec, Dade Behring, Marburg) und
durch Verdiinnung mit PBS auf 2 g/l eingestellt. Die Proteine wurden im Verhéltnis 1:4
mit LDS sample Buffer (NuPage®, inVitrogen, Carlsbad, CA) verdinnt und fur finf
Minuten bei 80 - 90T erhitzt. Das im sample Buffer enthaltene LDS diente der
Neutralisierung der unterschiedlichen Ladungen der Proteine, so dass in der
nachfolgenden Proteinauftrennung im Spannungsfeld die Laufstrecken der Proteine
ausschlieR3lich von deren Gréf3e abhangig sind. Damit ist ein Vergleich der jeweiligen
Proteine erst moglich. Die Proteinlésung wurde portioniert und bis zur weiteren
Verwendung bei -24T asserviert. Fur die SDS-Gelele ktrophorese wurden die Proben
vorerst fur funf Minuten bei ca. 70C erwarmt. Die Proteinauftrennung erfolgte mittels
Elektrophorese auf Gradientengelen (NuPage® 4 - 12% Bis-Tris-Gel, 1,0 mm x 2D

well, Invitrogen, Carlsbad, CA) in einer entsprechenden Western Blot-Kammer (XCell
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Sure Lock TM Elektrophoresis Cell, Invitrogen, Carlsbad, CA) beginnend mit 20 mA fur
10 Minuten und anschlieRend 90 Minuten mit 100 mA (Stromgeber Bio Rad, Power
Pac 1000, USA). Dafir wurden die aul3ere Kammer der Einheit mit Running buffer und
die innere Kammer mit Running buffer und Antioxidans (NuPage®, Antioxidant,
Carlsbad) gefullt. In die kleine Tasche des Gradientenpolyacrylamidgels wurden 12 pl
Standard (See Blue Plus 2® Prestained Standard (1x), inVitrogen, Carlsbad, CA)
pipettiert, welcher spéater als Proteingréf3enstandard auf der Membran fungierte. In die
grolRe Geltasche wurden 100 pl der Probe und 11 pl Sample Reducing Agent
(NuPage® Sample Reducing Agent (10x), inVitrogen, Carlsbad, CA) geladen. Die
Proteine wurden dann in dem Blotmodul (X Cell Il TM, Blot Module, Invitrogen,
Carlsbad, CA) in einer Semidry-Kammer mit Transfer Buffer bei 150 mA fir zwei
Stunden auf eine Nitrozellulosefolie transferiert. Das Modul wurde dafur zuvor in
entsprechender Reihenfolge mit Schwammen (Sponge Pad for XCell 1l TM Blotting 8
pk, inVitrogen, Carlsbad), Filtern (GB 002, Gel-Blotting-Papier, Schleicher & Schnell,
Bio Science GmbH, Dassel), den vorbereiteten Gelen und speziellen Folien
(PROTRAN® Nitrocellulose Transfer Membrane, Schleicher & Schnell, Bio Science
GmbH, Dassel) bestuckt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Reihenfolge der Schichtung von
Schwdmmen, Filtern, Membranen und Gelen im Blotmodul eines Western Blot-
Versuches.
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Nachfolgend wurden die Membranen mit Tintenstain (aus 1% Tinte, 1% Essigsdure
und 98% Wasser) zur Uberpriifung des korrekten Transfers gefarbt. So konnten
gleichzeitig auch Stellen eines erfolglosen Transfers markiert und ausgeschnitten
werden. Die Folien wurden dann wieder mit 0,1 mol NaOH entfarbt, in aq. dest.
geschwenkt und nach dem Trocknen in nummerierte Streifen geschnitten. Bis zur
weiteren Verwendung lagerten die Streifen bei 4C in Falcontubes. Zur Austestung
wurden die Teststreifen (nach 15-minitigem Blocken unspezifischer Reaktionen mit
Mischpuffer) mit den Patientenseren in einer Verdiinnung mit Puffer von 1:100 fir eine
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schwenker (Heidolph Instruments, Rotamax 120,
Schwabach) inkubiert. Die Negativkontrolle stellte ausschlie3lich Mischpuffer dar. Dem
schloss sich ein dreimaliger Waschvorgang je funf Minuten auf dem Schwenker mit
Mischpuffer an. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikérper fir 30
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schwenker. Es wurden der AP-markierte Anti-
Human-lgG Gesamt-Antikorper (1:1000 mit Mischpuffer verdinnt; Zymed, San
Francisco) bzw. die AP-markierten Anti-Human-1gG1 - IgG4 Antikdrper (IgG1 1:250,
lgG2 1:500, IgG3 1:500 und 1gG4 1:500 je mit Mischpuffer verdinnt; Zymed, San
Francisco) verwendet. Nach erneutem Waschen (dreimal finf Minuten) schloss sich
die Visualisierung spezifischer Reaktionen mit dem BCIP-NBT-Substrat (5Brom-
4Chlor-3Indolyl-Phosphat/Nitro Tetrazolium Blue Chloride, SIGMA, Steinheim) fir 10
Minuten an. Die Reaktion wurde mit aq. dest. gestoppt. Die Blotstreifen mit den
verschiedenen Bandenmustern wurden mit der Negativkontrolle und der vom Hersteller
mitgelieferten Standardvorgabe verglichen. Entsprechend der Hohe der angefarbten

Banden konnte das Molekulargewicht abgelesen werden.

2.2.6 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie (FACS) lassen sich extra- und intrazellulare
Bindungen von Autoantikérpern nachweisen. In unseren Versuchen stand der
Nachweis extrazellularer Bindungen der Autoantikorper in den IgG-Subklassen in den
Gruppen IRD, Para-ANA und HC im Vordergrund. Hierfir wurde humane embryonale
Nierenfibroblasten (HEK) der Zellinie 293 in der exponentiellen Wachstumsphase
eingesetzt. Diese HEK 293-Zelllinie und ihre Kultivierung sind im Labor der
neuroimmunologischen Arbeitsgruppe der Klinik fir Neurologie der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en etabliert. Die HEK 293-Zellen werden bei 37C und 5% CO3; in
einem Brutschrank (Stericult 200 Incubator, Labotec GmbH, Géttingen) kultiviert. Als

Kulturmedium wurde RPMI-1640 (Gibco, Karlsruhe) mit 10% fetalem Kalberserum
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(FCS, HyClone, PerbioScience, USA), 1% L-Glutamin (Sigma, Steinheim),
Streptomycin (20mg/l, Sigma, Steinheim) und Penicillin (20000 IE/I, Sigma, Steinheim)
verwendet.

In Vorbereitung auf die durchflusszytometrische Messung wurde die kultivierte
Zellsuspension nach einem Waschschritt mit FACS-Puffer fur vier Minuten bei 1200
U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das entstandene Zellpellet erneut mit
FACS-Puffer verdinnt. Je 100 pl dieser Zellsuspension (10° Zellen/ml) wurde in die
Vertiefungen einer 96-Loch-Platte (U-bottom, Cellstar®, Greiner Bio-one) gegeben und
vier Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde im Anschluss
verworfen und die Pellets auf dem Vortexschittler (MS 2 Minishaker, IKA®,
Wilmington) resuspendiert. Im ersten Inkubationsschritt wurden die Zellen mit je 50 pl
des Patientenserums (1:100 mit FACS-Puffer verdinnt) beschichtet und 30 Minuten
bei 4T inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit je 50 ul FACS-Puffer gewaschen,
vier Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und resuspendiert
mittels Vortexer. Dieser Waschvorgang wiederholte sich mit 100 pl FACS-Puffer nach
gleichem Muster. Im zweiten Inkubationsschritt wurden jeweils 50 pl des
entsprechenden  subklassenspezifischen monoklonalen  FITC-markierten  Anti-
Humanen 1gG Antikorpers (Sigma, Steinheim) in die 96-Loch-Platte pipettiert und 20
Minuten bei 4C bei Dunkelheit inkubiert. Die Sekun darantikbrper wurden dabei in
folgenden Verdunnungen (in FACS-Puffer) eingesetzt: Gesamt-lgG 1:75, IgG1 1:32
bzw. 1gG2 - 1gG4 1:16. Das Pipettieren erfolgte nach einem zuvor aufgestellten
Schema unter Verwendung einer Isotypen- und einer Negativkontrolle. Als Isotyp
wurde Negativ Control Mouse 1gG (Dako, Denmark) verwendet. Dabei handelt es sich
um Immunglobuline der nichtimmunisierten Maus, die mdgliche unspezifische
Bindungen an der Zelloberfliche verdeutlichen sollen. Als Negativkontrolle wurde
FACS-Puffer sowohl im ersten als auch im zweiten Inkubationsschritt eingesetzt um
eine eventuell bestehende Autofluoreszenz der Zellen abschatzen zu kdnnen. Im
Anschluss an die zweite Inkubationsphase folgte der zweistufige Waschvorgang wie
oben bereits beschrieben. Jede Vertiefung wurde mit 100 pl FACS-Puffer
resuspendiert und dies in die bereits 200 pl FACS-Puffer enthaltenen FACS-R6hrchen
fur die anschlieRende Messung im Durchflusszytometer Uberfihrt. Die Expression von
entsprechenden Oberflachenmolekilen wurde mit Hilfe von Fluoreszenz im FACS-
Calibur (BD Bio Science) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der CellQuest®-
Software. Jede Probe wurde auf IgG-Gesamt und IgG1 - IgG4 getestet und im dot-plot
und Histogramm-plot grafisch dargestellt. Der Schwellenwert fur das jeweilige
Experiment wurde aus dem Mittelwert addiert mit der 2,5-fachen Standardabweichung

der mitgefuhrten Kontrollprobanden errechnet. Messwerte oberhalb dieses
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Schwellenwertes (Cut-off) wurden als positiv gewertet. Die Abbildung 6 stellt
beispielhaft je ein FACS-Experiment eines IRD- und eines Para-ANA-Patienten im

Vergleich mit einer Gesundkontrolle dar.

64
64

Events
Events

= ! . o m&‘\i\j\/\\

100 104

Fluoreszenzstarke Fluoreszenzstarke

Abbildung 6: Oberflachenbindung in der Subklasse IgG1l eines IRD-Patienten (A,
transparenter Graph) und eines Para-ANA-Patienten (B, transparenter Graph) im
Vergleich mit einer Gesundkontrolle (A und B, blauer Graph) im FACS mit HEK 293-
Zellen unter Verwendung eines FITC-markierten Anti-Human-lgG Antikorpers. x-
Achse: Fluoreszenzstarke der einzelnen Zellen, y-Achse: Anzahl der gemessenen
Zellen. IRD Inflammatorische rheumatische Erkrankungen (Kollagenosen). HEK
humane embryonale Nierenfibroblasten der Zellinie 293. FITC
Fluoresceinisothiocyanat.

2.3 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software Graph Pad
Prism 4 Version 4.02 © (San Diego, USA). Die Werte der laborchemischen
Untersuchungen wurden mit Hilfe des t-Testes und bei Vergleichen von mehr als zwei
Gruppen mit dem ANOVA-Test auf Signifikanz wberprift. Fur Haufigkeitsvergleiche
zwischen den Gruppen fand der Chi-Quadrat-Test Anwendung. Ein p<0.05 wurde als

signifikant angesehen.
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3. Resultate

3.1 Haufigkeit der Autoantikorper in den verschied  enen
Patientengruppen

Die Patienten der verschiedenen Gruppen dieser Studie unterschieden sich
neben ihren klinischen Befunden (siehe 2.1) im Vorkommen unterschiedlicher

Autoantikdrper-Spezifitaten.

3.1.1 Antineuronale Antikorper

Antineuronale Antikorper hatten ausschlieBlich Patienten der Para-Gruppe,
nicht aber Patienten der IRD-, Para-ANA-, OND- oder HC-Gruppe (IRD 0/18, Para-
ANA 0/8, Para 29/34 (85.3%), OND 0/10, HC 0/20, p<0.0001). Es fanden sich in der
Gruppe der Paraneoplasiepatienten dabei antineuronale Antikbrper gegen

verschiedene definierte Autoantigene in unterschiedlicher Haufigkeit (Tabelle 9).

Tabelle 9: Haufigkeit der verschiedenen antineuronalen Antikbrper-Spezifitdten in der
Para-Gruppe. Angegeben als Anzahl n (Prozent). Bezeichnung der Antikoérper Hu, Yo,
CV2 nach den Initialen der Indexpatienten. Para paraneoplastische Syndrome mit
antineuronalen Antikérpern. CRMP5 Collapsin-response-mediated protein 5. VGCC
Voltage-Gated Calcium Channel.

Antineuronaler Antikérper Anzahl n (%)
Anti-Hu 14/29 (48.2%)
Anti-Yo 6/29 (20.6%)
Anti-CV2/CRMP5 8/29 (27.5%)
Anti-VGCC 1/29 (3.4%)
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3.1.2 Antinukleare Antikorper

Antinukleare Antikorper in einer relevanten Titerhohe (>1/100) konnten in allen
vier untersuchten Patientengruppen (IRD, Para-ANA, Para und OND), nicht jedoch bei
den gesunden Kontrollen vorgefunden werden. Dabei waren diese in der IRD- und in
der Para-ANA Gruppe signifikant haufiger nachweisbar als in den Gruppen Para, OND
und HC (p<0.0001) (Tabelle 10).

Tabelle 10: Haufigkeit der antinuklearen Antikoérper (ANA) in den verschiedenen
Gruppen. Angegeben als Anzahl n (Prozent). IRD Inflammatorische rheumatische
Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA Paraneoplasien mit antinukledren
Antikérpern. Para paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikdrpern. OND
andere neuroimmunologische Erkrankungen. HC Gesundkontrollen.

Patientengruppe Anzahl n (%)
IRD 18/18 (100%)
Para-ANA 8/8 (100%)
Para 6/34 (17.6%)
OND 2/10 (20%)
HC 0/20

Die medianen ANA-Titer in den verschiedenen Gruppen unterschieden sich signifikant
voneinander. Der mediane ANA-Titer der IRD-Gruppe betrug 1/1000 (25% und 75%
Perzentile 1/800 und 1/2000) und der der Para-ANA-Gruppe 1/1000 (25% und 75%
Perzentile 1/400 und 1/4000). Bei den Gruppe Para, OND (25% und 75% Perzentile O
und 1/200) und HC war der ANA-Titer im Median O (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Verteilung der ANA-Titer in den verschiedenen Gruppen. Als positiv
wurde ein Titer >1/100 bewertet (Cut-off als durchgezogene horizontale Linie).
Darstellung als Einzelwerte und Median (Linie). Patienten der Gruppen IRD und Para-
ANA hatten einen deutlich h6heren medianen ANA-Titer als Patienten der Gruppen
Para, OND und HC. IRD Inflammatorische rheumatische Erkrankungen
(Kollagenosen). Para-ANA Paraneoplasien mit antinukledren Antikérpern. Para
paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikérpern. OND andere
neuroimmunologische Erkrankungen. HC Gesundkontrollen.

3.1.3 Weitere Antikdrper

Sowohl in der Gruppe der OND als auch in der Para-Gruppe waren weitere
Antikoérper vorhanden (Tabelle 11). Antikbrper gegen Astrozyten fanden sich in der
OND-Gruppe bei 4/10 Patienten (40%) (IRD 0/18, Para-ANA 0/8, Para 0/34, HC 0/20,
p<0.0001). Bei jeweils einem OND-Patienten und einem Patienten der Para-Gruppe
waren nicht weiter zu charakterisierende Antikorper gegen das Purkinjezellzytoplasma
(also keine Anti-Yo oder Anti-Tr Antikorper) nachweisbar (IRD 0/18, Para-ANA 0/8). Ein
OND-Patient zeigte Reaktivitat gegen Aquaporin 4. Einen atypisch (bisher nicht
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charakterisierten) antineuronalen Bindungscharakter hatten 2/10 OND- (20%) und 3/34
Para-Patienten (8.8%) (IRD 0/18, Para-ANA 0/8).

Tabelle 11: Haufigkeit weiterer Antikdrper in den verschiedenen Gruppen. Angegeben
als Anzahl n (Prozent). Nicht weiter zu charakterisierende Antikorper gegen das
Purkinjezellzytoplasma (damit kein Anti-Yo oder Anti-Tr) vereinfacht benannt als
Antikérperbindung Purkinjezellzytoplasma. IRD Inflammatorische rheumatische
Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA Paraneoplasien mit antinukledren
Antikdrpern. Para paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikdrpern. OND
andere neuroimmunologische Erkrankungen. HC Gesundkontrollen.

. IRD Para-ANA Para OND HC
Antikorper- Anzahl n Anzahl n Anzahl n Anzahln | Anzahln
bindung (%) (%) (%) (%) (%)
antiastrozytar 0/18 0/8 0/34 (jgloz) 0/20

Purkinjezell- 1/34 1/10

zytoplasma 0/18 0/ (2.9%) (10%) 0720
atypisch 3/34 2/10

antineuronal 0/18 0/ (8.8%) (20%) 0720

Aquaporin 4 0/18 0/8 0/34 (%102) 0/20

3.2 Subklassenverteilung der Antikorper in den
verschiedenen Gruppen

Die antineuronalen, antinuklearen und andere Antikdrper in den verschiedenen

Patientengruppen zeigten eine unterschiedliche Verteilung der IgG-Subklassen.
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3.2.1 Subklassenverteilung antineuronaler Antikorp er

In dieser Arbeit wurden dabei die antineuronalen Antikorper (ausschlie3lich bei
29/34 Patienten der Para-Gruppe), die am haufigsten in dieser Studie (Anti-Hu und
Anti-CV2/CRMP5) vertreten waren, nachfolgend naher betrachtet.
Die IgG-Subklassenverteilung der antineuronalen Autoantikbrper wurde mittels IFT,

Immunoblot mit rekombinanten onkoneuralen Antigenen und Western Blot

(Bestatigungstest) analysiert. Die Haufigkeit antineuronaler Antikdrper in den

Subklassen 1gG1-1gG4 ist in Tabelle 12 gezeigt.

Tabelle 12: Haufigkeit antineuronaler Antikdrper in den Subklassen IgG1 - IgG4 im IFT
und im Immunoblot mit rekombinanten onkoneuralen Antigenen in der Para-Gruppe.
Angegeben als Anzahl n (Prozent). Para paraneoplastische Syndrome mit
antineuronalen Antikérpern. CRMP5 Collapsin-response-mediated protein 5. VGCC
Voltage-Gated Calcium Channel.

Antikéroer IgG1 19gG2 1gG3 IgG4
P Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%)
Anti-Hu 13/29 (44.8%) | 3/29 (10.3%) 4/29 (13.7%) 0
Anti-Yo 3/29 (10.3%) 0 3/29 (10.3%) 0
Anti- 3/29 (10.3%) 6/29 (20.6%) 0 0
CV2/CRMP5 = o7
Anti-VGCC 1/29 (3.4%) 0 1/29 (3.4%) 0

Die Subklassenverteilung unter den Anti-Yo- und den Anti-VGCC-positiven Patienten
ist aufgrund der geringen Zahl positiver Patienten nicht aussagekréftig und an dieser

Stelle nicht weiter aufgefuhrt.
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Abbildung 8: Subklassenverteilung der Anti-Hu positiven Para-Patienten (Prozent).
Nachweis mittels Immunfluoreszenztest, Immunoblot mit rekombinanten onkoneuralen
Antigenen und Western Blot. Der Autoantikdrper Anti-Hu der Para-Patienten war am
starksten in der Subklasse 1gG1, aber auch in den Subklassen IgG2 und IgG3
vertreten (p<0.0001). Bezeichnung Hu nach den Initialen des Indexpatienten. Para
paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikorpern.
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Abbildung 9: Subklassenverteilung der Anti-CV2/CRMPS5 positiven Para-Patienten
(Prozent). Nachweis mittels Immunfluoreszenztest, Immunoblot mit rekombinanten
onkoneuralen Antigenen und Western Blot. Der Autoantikdrper Anti-CV2/CRMP5 der
Para-Patienten war vorherrschend in der Subklasse 1gG2 vertreten (p<0.05).
Bezeichnung des Antikérpers CV2 nach den Initialen des Indexpatienten. CRMP5
Collapsin-response-mediated protein 5. Para paraneoplastische Syndrome mit
antineuronalen Antikorpern.
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Anti-Hu fand sich in 13/29 (44.8%) Fallen in der Subklasse 1gG1, in 3/29 (10.3%) in der
Subklasse 1gG2 und bei 4/29 (13.7%) Fallen war eine Bindung in der IgG-Subklasse 3
zu verzeichnen; die Subklasse 1gG4 war nicht vertreten (p<0.0001; Abbildung 8). Unter
den Patienten mit nachgewiesenem Anti-CV2/CRMP5 Antikdrper waren 3/29 (10.3%)
lgG1-positiv und 6/29 (20.6%) IgG2-positiv; ohne Bindung in den Subklassen IgG3 und
lgG4 (p<0.05; Abbildung 9).

3.2.2 Subklassenverteilung antinuklearer Antikorpe r

Die jeweils in den Gruppen IRD, Para-ANA, Para und OND, nicht aber bei den
Gesundkontrollen vorkommenden ANA konnten mit Hilfe der Kombination aus IFT und

Western Blot mindestens einer IgG-Subklasse zugeordnet werden (Tabelle 13).

Tabelle 13: Haufigkeit der Bindung von antinuklearen Antikorpern (ANA) in den
Subklassen IgG1 - IgG4 in den verschiedenen Gruppen. Angegeben als Anzahl n
(Prozent). IRD Inflammatorische rheumatische Erkrankungen (Kollagenosen). Para-
ANA Paraneoplasien mit antinuklearen Antikdrpern. Para paraneoplastische Syndrome
mit antineuronalen Antikérpern. OND andere neuroimmunologische Erkrankungen. HC
Gesundkontrollen.

Gruppe lgG1 lgG2 lgG3 lgG4
Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%)
IRD 12/18 (66.6%) @ 7/18 (38.8%) | 10/18 (55.5%) 0
Para-ANA 5/8 (62.5%) 5/8 (62.5%) 8/8 (100%) 0
Para 2/34 (5.8%) 2134 (5.8%) 2134 (5.8%) 0
OND 2/10 (20%) 0 2/10 (20%) 0
HC 0 0 0 0
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Als 1gG1-positiv konnten 12/18 (66.6%) IRD-Patienten, 5/8 (62.5%) Para-ANA-
Patienten, 2/34 (5.8%) Para-Patienten sowie 2/10 (20%) OND-Patienten identifiziert
werden (HC 0/20), p<0.0001. In der Subklasse 1gG2 waren 7/18 (38.8%) Patienten der
IRD-Gruppe, 5/8 (62.5%) Patienten der Para-ANA-Gruppe und 2/34 (5.8%) Patienten
der Para-Gruppe positiv; keine IgG2-Autoantikdrper fanden sich in den Gruppen OND
und HC (p<0.0001). Antikdrper der Subklasse 1gG3 fanden sich in den Gruppen IRD
(10/18 (55.5%)), Para-ANA (8/8 (100%)), Para (2/34 (5.8%)) und OND (2/10 (20%)).
Bei den gesunden Probanden fand sich keine Bindung in der IgG3-Subklasse

(p<0.0001). Kein Patient der verschiedenen Gruppen hatte Antikdrper der Subklasse
IgG4.
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Abbildung 10: Verteilung der ANA-Titer in der Subklasse IgG1 in den verschiedenen
Gruppen. Als positiv wurde ein Titer >1/100 bewertet (Cut-off als durchgezogene
horizontale Linie). Darstellung als Einzelwerte und Mediane (Linie). IRD
Inflammatorische rheumatische Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA
Paraneoplasien mit antinukledren Antikorpern. Para paraneoplastische Syndrome mit
antineuronalen Antikdrpern. OND andere neuroimmunologische Erkrankungen. HC
Gesundkontrollen.
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Der ANA-Titer im Median in der Subklasse IgG1 betrug in der IRD Gruppe 1/900 (25%
und 75% Perzentile 0 und 1/1500), in der Para-ANA Gruppe 1/300 (25% und 75%
Perzentile O und 1/1000) und in den Gruppe Para, OND (25% und 75% Perzentile O
und 1/200) und HC jeweils 0. In der Abbildung 10 sind die signifikanten Unterschiede

der medianen ANA-Titer der verschiedenen Gruppen dargestellt.

In der Subklasse IgG2 lagen die ANA-Titer im Median in den Gruppen IRD (25% und
75% Perzentile 0 und 1/1000), Para, OND und HC bei 0, nur in der Gruppe Para-ANA
betrug dieser 1/700 (25% und 75% Perzentile 0 und 1/2500). Die signifikanten
Unterschiede der medianen Titer der ANA mit Bindung in der IgG-Subklasse 2 der

untersuchten Patientengruppen dieser Arbeit sind der Abbildung 11 zu entnehmen.
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Abbildung 11: Verteilung der ANA-Titer in der Subklasse IgG2 in den verschiedenen
Gruppen. Als positiv wurde ein Titer >1/100 bewertet (Cut-off als durchgezogene
horizontale Linie). Darstellung als Einzelwerte und Median (Linie). IRD
Inflammatorische rheumatische Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA
Paraneoplasien mit antinukledren Antikérpern. Para paraneoplastische Syndrome mit
antineuronalen Antikérpern. OND andere neuroimmunologische Erkrankungen. HC
Gesundkontrollen.
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Die Verteilung der Titer der ANA in der Subklasse 1gG3 und entsprechende signifikante
Unterschiede der verschiedenen Patientengruppen zeigt die Abbildung 12. Der ANA-
Titer im Median betrug 1/600 in der IRD-Gruppe (25% und 75% Perzentile 0 und
1/1500), 1/1000 in der Para-ANA-Gruppe (25% und 75% Perzentile 1/400 und 1/4000)
und O in den Gruppen Para, OND (25% und 75% Perzentile 0 und 1/200) und HC.
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Abbildung 12: Verteilung der ANA-Titer in der Subklasse IgG3 in den verschiedenen
Gruppen. Als positiv wurde ein Titer >1/100 bewertet (Cut-off als durchgezogene
horizontale Linie). Darstellung als Einzelwerte und Median (Linie). IRD
Inflammatorische rheumatische Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA
Paraneoplasien mit antinukledren Antikérpern. Para paraneoplastische Syndrome mit
antineuronalen Antikérpern. OND andere neuroimmunologische Erkrankungen. HC
Gesundkontrollen.

Zusammenfassend fanden sich sowohl bei den rheumatischen als auch bei den
paraneoplastischen Erkrankungen mit ANA die ANA-Subklassen IgG1, IgG2 und IgG3.
Die Subklassenverteilung dieser zwei Patientengruppen, IRD und Para-ANA in der

Gegenuberstellung ist jedoch signifikant unterschiedlich (p<0.0001). Dabei haben
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Patienten mit einem PNS héaufiger antinukleare Antikorper der Klasse 19gG2 und 1gG3
als Patienten mit IRD (Tabelle 14). Allerdings zeigt sich keine sichere Trennschéarfe
hinsichtlich der Einordnung in eine der beiden Gruppen durch Bestimmung der ANA-

Subklassenverteilung der Patienten.

3.2.3 Subklassenverteilung weiterer Antikérper

Auch die in den Gruppen OND und Para nachgewiesenen Antikorper mit einem
anderen Bindungsverhalten (beschieben als antiastrozytér, atypisch antineuronal,
gegen das Zytoplasma von Purkinjezellen bzw. gegen Aquaporin 4 gerichtet)
unterlagen der weiteren Klassifizierung mittels der indirekten Immunfluoreszenz und
dem Western Blot in der OND-Gruppe (Tabelle 14) und in der Para-Gruppe (Tabelle
15).

Tabelle 14: Haufigkeit der Bindung weiterer Antikdrper in den Subklassen 1gG1 - IgG4
in der Gruppe OND. Angegeben als Anzahl n (Prozent). Nicht weiter zu
charakterisierende Antikorper gegen das Purkinjezellzytoplasma (damit kein Anti-Yo
oder Anti-Tr) vereinfacht benannt als Antikérperbindung Purkinjezellzytoplasma. OND
andere neuroimmunologische Erkrankungen.

Antikéroer lgG1 lgG2 lgG3 lgG4
P Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%)
antiastrozytar 3/10 (30%) 0 2/10 (20%) 0
Purkinjezell- 0 0 1/10 (10%) 0
zytoplasma
atypisch 1/10 (10%) 1/10 (10%) 1/10 (10%) 0
antineuronal
Aquaporin 4 1/10 (10%) 1/10 (10%) 0 0
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Tabelle 15: Haufigkeit der Bindung weiterer Antikorper in den Subklassen I1gG1 - 1gG4
in der Gruppe Para. Angegeben als Anzahl n (Prozent). Nicht weiter zu
charakterisierende Antikorper gegen das Purkinjezellzytoplasma (damit kein Anti-Yo
oder Anti-Tr) vereinfacht benannt als Antikérperbindung Purkinjezellzytoplasma. Para
paraneoplastische Syndrome mit antineuronalen Antikbrpern.

Antikorper lgel 9152 n i
p Anzahln (%) | Anzahln (%) | Anzahin (%) | Anzahln (%)
Purkinjezell- 1/34 (2.9%) 0 1/34 (2.9%) 0
zytoplasma
atypisch 2134 (5.8%) 0 2134 (5.8%) 0

antineuronal

Diese weiteren Antikérper waren aber bei den Betroffenen nur in sehr geringer Anzahl
nachweisbar. Demnach fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der IgG-

Subklassenverteilung der hier genannten Antikérper.

3.3 Nachweis extrazellularer Bindungen von Autoant  ikdrpern

Durchflusszytometrisch wurden extrazellulare Bindungen von Autoantikdrpern
gegen Oberflachenepitope der HEK 293-Zellinie in den Gruppen IRD, Para-ANA und
HC detektiert. Insgesamt lieBen sich bei 14/18 (77.7%) IRD Patienten, bei 6/8 (75%)
Para-ANA Patienten und bei einer Gesundkontrolle (1/20 (5%)) Bindungen an der
Oberflache der eingesetzten Zellen unter Verwendung eines FITC-markierten Anti-

Human-lgG-Gesamt Antikdrpers nachweisen (p<0.0001; Abbildung 13).
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Abbildung 13: Nachweis von extrazellularer Bindung von Autoantikérpern der
untersuchten Gruppen im FACS unter Verwendung eines FITC-markierten Anti-
Human-lgG-Gesamt Antikdrpers (Prozent). Es besteht ein signifikanter Unterschied in
der Haufigkeit extrazellularer Bindungen der IRD- und der Para-ANA-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0.0001). IRD Inflammatorische rheumatische
Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA Paraneoplasien mit antinuklearen
Antikérpern. HC Gesundkontrollen. FITC Fluoresceinisothiocyanat.

3.3.1 Subklassenverteilung von oberflachenbindende n
Autoantikérpern
In der weiterfihrenden Klassifizierung mittels FACS zeigten in der Subklasse
IgG1 14/18 (77.7%) Patienten der IRD-Gruppe, 5/8 (62.5%) Patienten der Para-ANA-
Gruppe, aber keine Gesundkontrolle (HC 0/20) eine Bindung. In den Subklassen IgG2,
IgG3 und IgG4 konnten in den verschiedenen Gruppen nur sehr wenige Bindungen an

extrazellulare Epitope identifiziert werden (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Haufigkeit der Bindung von Autoantikérpern in den Subklassen 1gG1 -
IgG4 in der Durchflusszytometrie in den verschiedenen Gruppen. Angegeben als
Anzahl n (Prozent). Fur das jeweilige Experiment in der einzelne Subklasse wurde ein
Schwellenwert (Cut-off) aus der 2,5-fachen Standardabweichung vom Mittelwert der
mitgefuhrten 20 Kontrollprobanden errechnet. Messwerte oberhalb dieses
Schwellenwertes wurden als positiv betrachtet. IRD Inflammatorische rheumatische
Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA Paraneoplasien mit antinukledren
Antikérpern. HC Gesundkontrollen.

lgG1 lgG2 lgG3 lgG4
Gruppe Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%) Anzahl n (%)
(Cut-off 8,95) (Cut-off 6,1) (Cut-off 10,05) | (Cut-off 5,75)

IRD 14/18 (77.7%) 0 2/18 (11.1%) | 1/18 (5.5%)
Para-ANA 5/8 (62.5%) 0 0 1/8 (12.5%)
HC 0 1/20 (5%) 0 0

Hinsichtlich der Bindungsstarke der Autoantikorper gegen Oberflachenepitope in der
Subklasse 1gG1l lie3 sich zwischen den Patientengruppen und den gesunden
Probanden ein signifikanter Unterschied feststellen (Abbildung 14A). Hingegen
unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant in der extrazellularen Auto-
antikorperbindung in den Subklassen I1gG2, IgG3 und IgG4 (Abbildung 14B-D).

Zusammenfassend zeigten also beide Gruppen, IRD und Para-ANA, in der
Autoantikérperbindung an Oberflachenepitope vorherrschend eine IgG1-Antwort.
Zwischen diesen rheumatischen, nicht-paraneoplastischen und den para-
neoplastischen Erkrankungen fand sich jedoch in der Subklassenverteilung dieser

Antikdrper kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Messung mit der HEK 293 Zelllinie zum
Nachweis der Bindung von Autoantikérpern an Oberflachenepitope aus den
Patientenseren verschiedener Gruppen in folgenden Subklasse: IgG1 (A), 1gG2 (B),
IgG3 (C) und IgG4 (D). Als positiv wurde jedes Ergebnis bewertet, das groRer als die
2.5-fache Standardabweichung addiert zum Mittelwert der Kontrollgruppe war (Cut-off
als durchgezogene horizontale Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppe wurden
jeweils als kleine horizontale Linien markiert. Es fand sich ein signifikanter Unterschied
in der extrazellularen Autoantikorperbindung in der Subklasse IgG1l zwischen den
verschiedenen Gruppen. In den Subklassen 1gG2, IgG3 und 1gG4 unterschieden sich
diese Gruppen nicht signifikant in der Bindung an Oberflaichenepitope. IRD
Inflammatorische rheumatische Erkrankungen (Kollagenosen). Para-ANA
Paraneoplasien mit antinukledren Antikorpern. HC Gesundkontrollen.
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4. Diskussion

4.1 Paraneoplastische neurologische Syndrome und
antineuronale Autoantikorper

Als PNS werden Komplikationen von Tumorerkrankungen bezeichnet, die nicht
durch den Tumor selbst, seine Metastasen, vaskulare, infektiose, metabolische oder
therapiebedingte Ursachen ausgeldst sind. Syndrome des zentralen Nervensystems
sind unter anderem das OMS, das SPS, die subakute zerebellare Ataxie und die
limbische Enzephalitis. Syndrome des peripheren Nervensystems hingegen sind die
subakute, sensible Neuronopathie und die gastrointestinale Pseudoobstruktion.
Bekannte Syndrome der neuromuskularen Synapse und des Muskels sind das LEMS
und die Dermatomyositis (Antoine & Camdessanché 2007; Storstein & Vedeler 2007).
PNS kommen insgesamt selten vor (0,5 - 3% aller Tumorpatienten). Am haufigsten
treten sie beim SCLC, Mammakarzinom, Ovarialkarzinom, Hodgkin-Lymphom und
Thymom auf (Blaes 2002; Blaes 2012). Die klinische Manifestation eines PNS kann
gleichzeitig mit dem Tumor auftreten oder nach der Tumordiagnose beobachtet
werden. Zu 50 - 60% geht sie jedoch um Monate bis Jahre der Diagnosestellung des
Tumors voraus (Blaes 2002). Damit stellt das Auftreten eines PNS ein Warnsignal fur
das Vorliegen einer Tumorerkrankung dar und sollte die umgehende Tumorsuche
einleiten (Dropcho 1995; Dalmau & Posner 1996; Blaes 2002).

Zur Diagnostik eines PNS existieren von der Konsensusgruppe PNS Euronetwork
spezielle Kriterien fur ein definitives und ein mdgliches PNS. Die neurologischen
Syndrome sind dabei in klassische bzw. nicht-klassische unterteilt (Graus et al. 2004,
Stich & Rauer 2013). Danach gilt ein PNS als definitiv, wenn beim Vorliegen eines
klassischen PNS ein Tumor innerhalb von funf Jahren nach Symptombeginn auftritt,
mit oder ohne Nachweis antineuronaler Antikorper. Ebenso kann ein klassisches PNS
ohne bekannten Tumor bei gleichzeitigem Vorliegen gut charakterisierter
antineuronaler Antikorper nachgewiesen werden. Der Nachweis von Autoantikdrpern
ist sowohl fur die PNS- als auch fur die Tumordiagnose notwendig (Stich & Rauer
2013).

Als Pathomechanismus der PNS gilt eine autoimmunologische Kreuzreaktion: Manche
Tumore exprimieren Antigene, die sonst im gesunden Individuum nur von Neuronen
exprimiert werden (Darnell 1996). Reagiert der erkrankte Organismus mit einer
effektiven Immunantwort auf den Tumor oder dessen Antigene, kommt es zur
Suppression des Tumorwachstums (Rosenblum 1993). Andererseits richtet sich die

Immunantwort auch gegen Strukturen des Nervensystems, die das identische Antigen
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exprimieren und l6st damit eine Funktionsstorung im Sinne einer PNS-Symptomatik
aus. Voltz beschrieb folgendes Modell: Das intrazellular lokalisierte, ektop an den
Tumorzellen exprimierte Antigen wird im Rahmen der Apoptose der Tumorzellen von
dendritischen Zellen internalisiert und den CD4+ und CD8+ Zellen prasentiert. Die
CD8+ Zellen erkennen das exprimierte Antigen als fremd. Die CD4+ Zellen Uberwinden
die Blut-Hirn-Schranke, besiedeln den perivaskularen Raum und forcieren die
intrathekale Antikdrperbildung der B-Zellen. Auerdem kommt es zur Expression von
MHC-Molekulen der Klasse | an der Neuronenoberflache. Die Neuronen werden
Zielstruktur der zytotoxischen T-Zellreaktion (Voltz 2002).

Die Rolle der gegen intrazellulare Antigene gerichteten antineuronalen Antikorper in
der Pathogenese der PNS ist nicht abschlieRend geklart und wird kontrovers diskutiert.
Anders stellt sich die Situation bei Autoantikérpern dar, die an extrazellulare Epitope
binden. So konnten bei der Neuromyotonie, der MG und dem LEMS die pathogene
Bedeutung der Antikorper belegt werden (Lang et al. 1981; Pinto et al. 1998; Hart et al.
2002; Lang & Vincent 2003; Vincent et al. 2011). In vitro konnte gezeigt werden, dass
typische antineuronale Antikorper gegen intrazellulare Antigene einen zytotoxischen
Effekt erzeugen, z. B. die Zerstdrung zerebellarer Kdrnerzellen oder die Schadigung
von Darmplexusneuronen (Greenlee et al. 1993; Schéafer et al. 2000). Der Beweis einer
pathogenen Wirkung der Autoantikorper in vivo konnte bislang nicht erbracht werden.
Sowohl die Ubertragung von Anti-Hu- oder Anti-Yo Antikérpern selbst als auch die
Immunisierung mit den Antigenen Iosten im Tiermodell kein klinisches PNS aus (Graus
et al. 1991; Sillevis Smitt et al. 1995; Tanaka et al. 1995). Auch in der Arbeit von
Verschuuren et al. gibt es keinen Hinweis, dass Anti-Hu-positive 1gG-Fraktionen auf
verschiedenen Tumorzelllinien einen Effekt austiben (Verschuuren et al. 1997). Hierbei
wurden die IgG-Fraktionen mit Protein A anstatt Protein G aufgereinigt. Protein A
bindet aber nur die IgG-Subklassen 1, 2 und 4. Der ausbleibende Nachweis eines
zytotoxischen Effektes in dieser Studie kdnnte durch den Verlust des IgG3 erklart
werden (Jean et al. 1994; Blaes et al. 2002). Es bleibt jedoch im Grundsatz umstritten,
ob Uberhaupt antineuronale Antikorper in vivo in lebende Zellen eindringen kénnen und
dort eine pathologische Wirkung erzielen (Verschuuren et al. 1997; Vincent et al.
1998). Allein fur den Autoantikbrper gegen das intrazelluldare retinale Protein
Recoverin, der bei der paraneoplastischen Retinadegeneration zu finden ist, konnte in
Studien mit Ratten der Beweis der Pathogenitat erbracht werden. Dieser Antikdrper
dringt in Photorezeptor- und Bipolarzellen ein und induziert Apoptose (Polans et al.
1991; Adamus et al. 1998).

Unter der Vielzahl der bislang beschriebenen antineuronalen Antikdrper gibt es ,gut
charakterisierte*: Anti-Hu, Anti-Yo, Anti-Ri, Anti-Ma, Anti-Tr und Anti-CV2/CRMP5.
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Deren sogenannten onkoneuralen, intrazellularen Zielantigene sind identifiziert. Diese
Antikorper erlauben eher Rickschlisse auf den zugrundeliegenden Tumor als auf ein
bestimmtes PNS (Jaeckle et al. 1985; Dalmau & Posner 1996; Graus et al. 2001). Der
zuerst beschriebene Anti-Hu Antikorper ist der haufigste von allen antineuronalen
Antikorpern. Als Antigene wurden HuC, HuD, Hel-N1 identifiziert. Bei dem assoziierten
Tumor handelt es sich in der Regel um ein SCLC (Dalmau et al. 1992). Klinisch weisen
Anti-Hu-positive Patienten eine Kombination aus Neuropathie und Enzephalomyelitis
auf (Dalmau et al. 1992, Graus et al. 2001). Aber auch die limbische Enzephalitis, die
Kleinhirndegeneration und die Hirnstammenzephalitis werden mit Anti-Hu in
Verbindung gebracht (Dalmau & Posner 1996).

Anti-CV2/CRMP5 als ebenso spezifischer Marker der PNS (Graus et al. 2004; Pittock
et al. 2004) ist gegen das Zytoplasma der Oligodendrozyten gerichtet. Anti-
CV2/CRMP5 Antikdrper treten vorrangig in Assoziation mit SCLC und Thymomen auf
(Camdessanché et al. 2006). Als Klinische Manifestation werden sensomotorische
axonale Neuopathien, Kleinhirndegeneration und Uveitis beschrieben (Antoine et al.
2001; Rudnicki & Dalmau 2005; Saloustros et al. 2010).

Vor allem in Assoziation mit Anti-HuD, Anti-Amphiphysin und Anti-CV2/CRMP5
entwickelt sich oft eine paraneoplastische periphere Neuropathie. Dagegen sind die
Antikodrper Anti-Ri, Anti-Yo und Anti-Ma2 hauptsachlich mit zentraler neurologischer
Symptomatik assoziiert (Kaiser 1999; Rudnicki & Dalmau 2005). Die Klinische
Bedeutung der antineuronalen Antikorper liegt in dem Vorhersagewert fir den
zugrunde liegenden Tumor (Kaiser 1999), wobei zu beachten ist, dass nicht bei allen
PNS-Patienten antineuronale Antikbrper nachweisbar sind und antineuronale
Antikodrper bei Tumorpatienten auch ohne neurologische Symptome auftreten kénnen
(Dalmau et al. 1990; Graus et al. 2004). Neurologisch unauffallige Tumorpatienten
weisen dabei aber niedrig-titrigere Autoantikérper auf als PNS-Patienten (Posner &
Dalmau 2000). Einen prognostischen Vorteil besitzen allerdings Patienten mit
antineuronalen Antikdrpern gegeniiber Patienten ohne Antikdrper (Blaes et al. 2000b).
Mit Hilfe der oben genannten und unter Punkt 2.1 erwahnten weiteren
Diagnosekriterien konnten in der vorliegenden Arbeit vier unterschiedliche Gruppen -
IRD, Para-ANA, Para und OND neben einer Kontrollgruppe - unterteilt werden. Nur in
der Gruppe der Patienten mit einem definitiven PNS fanden sich typischerweise
antineuronale Antikdrper. Am haufigsten konnte dabei Anti-Hu nachgewiesen werden,
am zweithaufigsten Anti-CV2/CRMP5. Wie es der aktuellen DGN-Leitlinie fur
paraneoplastische neurologische Syndrome zu entnehmen ist, liegt die grof3te Anzahl
berichteter Patienten fur den Anti-Hu Antikérper vor. Am zweithdufigsten kommt der

Anti-Yo Antikérper vor. Die Haufigkeit des antineuronalen Antikdrpers Anti-
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CV2/CRMPS steht an dritter Stelle (gemal? DGN-Leitlinie ,Paraneoplastische
neurologische Syndrome* 2012). Diese Angaben decken sich nur teilweise mit den hier
gezeigten Ergebnissen, was vermutlich durch die geringere Anzahl untersuchter
Patienten zu erklaren ist.

In der Literatur finden sich auch Berichte Uber antineuronale Antikdrper unklarer
Spezifitdt (lwahashi et al. 1997; Vianello et al. 2004, Karim et al. 2005). Atypisch,
bisher nicht charakterisierte antineuronale Antikdrper zeigen beispielsweise neuronale
Bindungen in der Immunfluoreszenz und im Western Blot, die nicht mit den bekannten
Mustern vergleichbar sind. Auch in dieser Arbeit konnten Antikérper mit abweichendem
Bindungsverhalten nachgewiesen werden. So fanden sich in den Gruppen OND und
Para Antikorper gegen das Purkinjezellzytoplasma und Antikdrper mit atypisch
antineuronalen Bindungscharakter. Diese werden im Folgenden nicht weiter betrachtet,
da sie nur in sehr geringer Anzahl gefunden wurden und sich demnach keine

aussagekraftige Konsequenz in der Subklassenverteilung ableiten liel3.

4.2 Antinukleare Antikorper

Neben antineuronalen Antikérpern wurden auch ANA in dieser Studie
untersucht. Der Oberbegriff ANA fasst Antikdrper gegen mehr als 40 unterschiedliche
Antigene zusammen. Sie richten sich gegen nicht organspezifische, ubiquitar
vorkommende Bestandteile des Zellkerns und sind vor allem in der Diagnostik von
Kollagenosen und Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises wichtig (Lehmann
et al. 2001). ANA lassen sich bei nahezu allen Patienten mit SLE, bei ca. 68% der
Patienten mit Sjogren-Syndrom und zu 40 - 70% bei Sklerodermie-Patienten im Serum
nachweisen. Bei der RA weisen 25 - 50% der Betroffenen ANA auf. Jedoch finden sich
auch bei 2 - 6% aller gesunden Probanden tber 65 Jahre und gelegentlich auch bei
jungeren Gesunden ANA, allerdings mit deutlich niedrigerem Titer im Serum als bei
Kollagenosepatienten  (Azizah et al. 1996). Einige Autoantikbrper sind
krankheitsspezifisch (Tabelle 2). So sind z. B. Antikbrper gegen dsDNA
charakteristisch fur SLE und Topoisomerase-1 Antikorper typisch fur Sklerodermie
(Tan 1988; Steiner & Smolen 2002). Goldstandard zum Nachweis von ANA ist die
indirekte Immunfluoreszenz (Kumar et al. 2009). Antikérper kbnnen anhand bestimmter
Bindungsmuster grob eingeteilt werden. So zeigen SLE-Patienten mit dsDNA-
Antikérpern ein homogenes Immunfluoreszenzmuster des Zellkerns mit angefarbten
Mitosen. Zur weiterfiihrenden Differenzierung dienen Western Blot, Dot Blot oder
ELISA (DeKeyser et al. 1990; Kumar et al. 2009).
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Welche Rolle ANA in der Pathogenese der Erkrankungen spielen, ist bislang nicht
geklart. Es wird angenommen, dass die systemisch-inflammatorische Reaktion durch
die Bildung zirkulierender Immunkomplexe im Organismus ausgeldst wird (Deng et al.
2000). Die intrazellularen Autoantigene, gegen die ANA gerichtet sind, konnten
charakterisiert werden und sind an entscheidenden zellularen Schlisselfunktionen wie
Gentranskription und -translation beteiligt (Whittingham & McNeilage 1988). Ob ANA
tatsachlich die intakten Zellmembranen lebender Zellen Uberwinden und mit
intrazellularen Zellkernbestandteilen reagieren kdnnen, ist immer noch Gegenstand der
Diskussion. Von einigen Autoren wird dieser Prozess sowohl Uber die Bindung an Fc-
Rezeptoren als auch rezeptorunabhangig beschrieben, wobei nicht klar ist, ob es sich
hier um einen methodischen Artefakt handelt (Alarcon-Segovia et al. 1978; Golan et al.
1997; Deng et al. 2000). Eine vollstandige Erklarung des pathogenetischen Effektes
der ANA fehlt weiterhin.

Einerseits dienen ANA zur Diagnose rheumatischer Autoimmunerkrankungen (Tan et
al. 1982). Andererseits werden sie zum Therapiemonitoring genutzt (von Mihlen & Tan
1995). Neben den Kollagenosen und rheumatischen Krankheitsbildern wird in der
Literatur der Nachweis von ANA auch bei Angehdrigen von Patienten mit
Autoimmunerkrankungen (Folwaczny et al. 1997) und bei nicht autoimmunen
Erkrankungen beschrieben (Morita et al. 1995; Berlin et al. 2007). Auch
Tumorerkrankungen sind nicht selten ANA-assoziiert. Es konnte gezeigt werden, dass
ca. 40% der Patienten mit Bronchialkarzinom (Yamamoto et al. 1996) und 32% der
Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) (Blaes et al.
2000b) ANA aufweisen. Moll et al. beschrieben erstmals einen mdglichen
Zusammenhang zwischen PNS und ANA und verwiesen auf Patienten mit
antineuronalen Antikdrpern und zusatzlich nachgewiesenen ANA (Moll et al. 1996). Bei
den paraneoplastischen Neuropathien konnte dabei ein klinisch-pathologischer
Unterschied mit ANA festgestellt werden. ANA-positive Patienten wiesen v. a.
gynakologische Tumore, aber kein Bronchialkarziom auf. Hingegen litten Patienten mit
antineuronalen Antikérpern am haufigsten an einem Bronchialkarzinom (Tschernatsch
et al. 2005). ANA-positive Patienten mit NSCLC zeigen darUber hinaus eine bessere
Prognose (Blaes et al. 2000).

Nach der Definition dieser kirzlich beschriebenen Untergruppe der PNS mit
zusatzlichen hochtitrigen ANA (Tschernatsch et al. 2005) wurde auch in der
vorliegenden Arbeit ein solches Patientenkollektiv festgelegt. In der vorliegenden Arbeit
fanden sich ANA in allen untersuchten Patientengruppen, darunter hatte jeder Patient
der IRD- und jeder der Para-ANA Gruppe nachweisbare ANA. Die ANA-Titer dieser

zwei Gruppen waren deutlich hoher, als die der Ubrigen Patientengruppen. Dies
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untermauert die hohe Spezifitdit der ANA und damit die Relevanz in der Diagnostik

rheumatischer Erkrankungen.

4.3 1gG-Subklassen

Es ist von Interesse die Rolle der spezifischen Antikorper-Subklassen in der
Pathogenese neuroimmunologischer Erkrankungen zu identifizieren, weil einerseits die
IgG-Subklasse die Fahigkeit der Komplementfixierung des Antikdrpers bestimmt.
Andererseits konnten Zusammenhdnge zwischen den T-Helferzellen und deren
Zytokinproduktion, der T-Zell- vs. B-Zell-vermittelter Immunantwort und der 1gG-
Subklasse beschrieben werden (Kawano et al. 1995; Greenlee et al. 2001). Die
Expression spezifischer Subklassen ist dabei abhéngig von der Beschaffenheit des
stimulierenden Antigens und dem jeweiligen lokal vorherrschenden Zytokinmilieu (Day
1996). In vivo wurde gezeigt, dass TH1 CD4+ Zellen vorrangig IL-2 und IFN-y
sezernieren, was zur Bildung von 1gG2a und 1gG3 fihrt (Romagnani 1994). Das
Aquivalent im menschlichen Organismus stellen die Subklassen IgG1 und IgG3 dar
(Abbas et al. 1996). TH2 CD4+ Zellen stimulieren mittels 1L4, IL5, IL10 und IL13 die
IgG2-Antwort (Finkelman et al. 1990). Die 1gG1- und IgG3-Immunantwort richtet sich
gegen Proteinantigene. Bei chronischer Stimulation mit Proteinantigenen resultiert eine
IlgG4 Antwort. Kohlenhydratantigene induzieren 1gG2 Antikorper (Day 1996).
Proteinantigene wirken dabei stark immunogen. Polysaccharidantigene sind dagegen
nur schwach immunogen (Barrett & Ayoub 1986).

Neben der pathogenetischen Bedeutung kénnte es auch von diagnostischer Relevanz
sein, die Subklassen von Autoantikérpern zu untersuchen und damit einen mdglichen
diagnostischen Vorteil zu erhalten.

Bereits Weblacher et al. diskutierte eine maoglicherweise tumor-assoziierte
Umverteilung der lgG-Subklassen bei Ratten nach Beimpfung mit Tumorzelllinien
(Weblacher et al. 1993). Untersuchungen am Menschen von Schauenstein et al.
zeigten, dass Patienten mit gynékologischen und mit kolorektalen Karzinomen eine
andere 1gG-Subklassenverteilung aufweisen im Vergleich zu Probanden benigner
Erkrankungen bzw. zu Gesundkontrollen. Dabei fand sich eine prozentuale Abnahme
von IgG1 und ein prozentualer Anstieg von 1gG2 bezogen auf das Gesamt-IgG in den
Seren der Karzinompatienten gegentber den Kontrollgruppen (Schauenstein et al.
1996, Schauenstein et al. 1997). Felsner et al. konnten dieses Phdnomen bestétigen
(Felsner et al. 2000). Diese prozentuale IgG1l-Verdnderung war sensitiver als
herkdbmmliche Tumormarker gynakologischer Tumore (z.B. CA 125, SCC, TPA, CEA)

und koénnte demnach als indirekter, nichtspezifischer friher Marker maligner
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Proliferationen betrachtet werden. Der prozentuale IgG1-Abfall in Kombination mit
konventionellen Tumormarkern kénnte somit diagnostische Vorteile zur Erkennung von
Tumorfrihstadien bringen (Schauenstein et al. 1996, Schauenstein et al. 1997).

Klotz et al arbeiteten heraus, dass die unterschiedlichen histologischen Typen des
Bronchialkarzinoms die 1gG-Subklassen-Verteilung beeinflussen. Dabei wiesen
beispielsweise SCLC-Patienten einen Anstieg von IgG2, IgG3 und 1gG4 verglichen mit
den anderen Typen (Adeno-, Plattenepithelkarzinom, Lungenmetastasen und
chronisch entziindliche Lungenerkrankungen) auf (Klotz et al. 1999). Dartber hinaus
konnte bei Patienten mit malignen Tumoren und einem PNS andere 1gG-Subklassen
nachgewiesen werden, als bei Tumorpatienten ohne PNS. So zeigten Blaes et al.,
dass Anti-Hu-positive SCLC-Patienten mit PNS einen Anstieg von hauptséachlich 1gG1
aufwiesen im Vergleich zu SCLC-Patienten ohne PNS die hohe IgG3- und IgG4-Titer
hatten (Blaes et al. 2002).

4.4 Subklassenverteilung antineuronaler Antikorper

Eine Reihe von Autoren beschaftigt sich mit der IgG-Subklassenverteilung
antineuronaler Antikorper. So beschrieben Jean et al.,, dass IgGl und IgG3 die
vorherrschenden Subklassen des Anti-Hu Antikdrpers bei PNS-Patienten sind. Nur bei
vereinzelten Patienten war 1gG2 vertreten (Jean et al. 1994). Anti-Yo Antikérper, die
zytoplasmatische Antigene von zerebellaren Purkinjezellen erkennen, werden
ausschlieRlich der Subklasse IgG1 zugeordnet (Amyes et al. 2001). Bei Patienten mit
paraneoplastischer Kleinhirndegeneration bei einem Hodgkin-Lymphom und einem
assoziierten Anti-Tr Antikdrper wurden die Subklassen IgG1l und IgG3 identifiziert
(Bernal et al. 2003). Beck et al. untersuchten die Subklassenverteilung bei OMS-
Patienten und konnten die Subklasse IgG3 als pradominant charakterisieren gefolgt
von 1gG1 und IgG2. IgG4 wurde dabei nicht gefunden (Beck et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte der am haufigsten in der Para-Gruppe
nachgewiesene Antikérper Anti-Hu vorrangig der Subklasse IgG1 zugeordnet, aber
auch in den Subklassen IgG2 und IgG3 gefunden werden. Dieses Ergebnis deckt sich
mit den Aussagen der aktuellen Literaturangaben (Jean et al. 1994, Greenlee et al.
2001). Es deutet auf eine Immunantwort hin, die sich gegen Proteinantigene richtet.
IgG1 und IgG3 sind in der Lage Komplement zu binden. In Ratten lésen Anti-Hu
Antikdrper eine Zerstérung von Kornerzellen aus, was in Anwesenheit von

Komplementfaktoren schneller geschieht (Greenlee et al. 1993). So kénnte dem IgG1
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Anti-Hu Antikorper ein signifikanter Stellenwert in der Pathogenese zugesprochen
werden, wenn ahnliche Effekte auch in vivo abliefen (Greenlee et al. 2001).

Die Anti-CV2/CRMP5 Reaktivitat, die am zweithaufigsten in der Patientengruppe mit
definitiven PNS in der vorliegenden Studie nachweisbar war, zeigte eine signifikante
Haufung in der Subklasse IgG2. Uber diese Subklasse im Zusammenhang mit PNS
gibt es nur wenige Angaben in der Literatur. Bekannt ist, dass der Isotyp 1gG2 nach
Prasentierung von Polysaccharidantigenen gebildet wird. Das lasst vermuten, dass die
Antigene gegen die sich Anti-CV2/CRMP5 Antikdrper richten von grundsatzlich anderer
Beschaffenheit sind als die Antigene, die von Anti-Hu Antikérpern erkannt werden.
Damit konnte moglicherweise ein anderer pathogenetischer Mechanismus zur
Durchbrechung der Immuntoleranz und Entstehung eines PNS zugrunde liegen.
Andererseits konnten IgG2-Antikbrper evtl. auch nur eine Subpopulation von
Antikérpern sein, die vorzugsweise durch Polysaccharide der Bakterienzellwand
induziert wurden und nun mit intrazellularen Epitopen kreuzreagieren. Eine
vergleichbare Vermutung auf3erten Winkler et al. am Beispiel der Anti-DNA Antikorper
(Winkler et al. 1988). Aus immunpathologischer Sicht sind 1gG2-Antikdrper eher
harmlos und schitzen méglicherweise vor Komplement-induzierter Zerstérung (Zouali
et al. 1984).

4.5 Subklassenverteilung antinukleéarer Antikdrper

Im Formenkreis der Kollagenosen gibt es viele Studien Uber die
Subklassenzugehotrigkeit der verschiedenen ANA. Bei Patienten mit SLE konnte
mehrfach gezeigt werden, dass Anti-dsDNA den Subklassen IgG1 und IgG3 angehért
(Schur 1972; Puritz et al. 1973; Sontheimer & Gilliam 1978; Zouali et al. 1984;
Eisenberg et al. 1985). Die Isotypen des Anti-Sm Antikdrpers bei SLE-Patienten sind
IgG1 (Eisenberg et al. 1985) bzw. 1gG1 und 1gG3 (Rubin et al. 1986) und die des Anti-
Histon-Antikorpers sind 1gG1 und 1gG3 (Rubin et al. 1986). Bei den Anti-ssDNA- und
Anti-RNP Antikorpern der Mischkollagenosen besteht Uneinigkeit hinsichtlich der
Subklassenverteilung (Zouali et al. 1984; Eisenberg et al. 1985; Rubin et al. 1986). Die
bei der Sklerodermie nachweisbaren Scl-Antikorper sind 1gG1-Antikorper (French &
Bernstein 1987).

Dass ANA auch bei Tumorpatienten eine Rolle spielen wurde bereits im
vorangegangenen Kapitel 4.2 beschrieben. Von Tschernatsch et al. wurde kirzlich die
Patientengruppe der Paraneoplasien mit ANA definiert (Tschernatsch et al. 2005). In

dieser hier vorliegenden Studie wurden die in allen Gruppen vorhandenen ANA-
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positiven Patienten auf 1gG Subklassen hin untersucht. Ziel war es die IgG-
Subklassenverteilung der ANA in der kurzlich beschriebenen Patientengruppe PNS mit
ANA mit der in der Patientengruppe Kollagenosen zu vergleichen. Es konnte hier
gezeigt werden, dass die ANA der IRD-Gruppe und der Para-ANA-Gruppe in den
Subklassen 1gG1, 1gG2 und 1gG3 vertreten waren. Die Verteilung der ANA-Subklassen
unterschied sich in diesen zwei Patientengruppen jedoch signifikant voneinander. Die
Tumorpatienten der Para-ANA-Gruppe waren zu 100% IgG3-positiv und je zu 62.5%
IgG2- bzw. 1gG1-positiv. Hingegen waren die IRD-Patienten zu 55.5% IgG3-positiv, zu
38.8% IgG2-positiv und zu 66.6% IgG1-positiv. In Anlehnung an die Aussagen von
Schauenstein et al. (Schauenstein et al. 1996, Schauenstein et al. 1997) lieRe sich
demnach eine Verschiebung der ANA-Subklassen bei PNS mit ANA im Vergleich zu
nicht-paraneoplastischen, rheumatischen Erkrankungen wie folgt vermuten:
Prozentuale Zunahme der ANA in der Subklasse IgG3 und ggf. prozentualer Anstieg
von 1gG2. Obwohl hier ein signifikanter Unterschied zwischen den ANA bei
rheumatischen und bei paraneoplastischen neurologischen Erkrankungen sichtbar
wird, ist die Trennschérfe doch sehr gering. Dieser Befund erlaubt nach den Daten
dieser Studie derzeit keine Entwicklung eines konkreten diagnostischen Konzepts zur
Unterscheidung zwischen  paraneoplastischen und nicht-paraneoplastischen
neuroimmunologischen Erkrankungen. Ob bei Vorliegen einer rheumatischen
Erkrankung oder eines ANA eine Tumordiagnose wahrscheinlich ist, lasst sich wohl
besser durch die Bestimmung begleitender antineuronaler Antikérper oder die
Bestimmung der Subklassenverteilung des Gesamt-lgG abschétzen, als durch die

Subklassenanalyse der ANA.

4.6 Subklassenverteilung von oberflachenbindenden
Antikorpern

Bei den oberflachenbindenen Antikérpern gibt es in der Literatur nur einzelne
Fallbeschreibungen, letztlich ist die IgG-Subklassenverteilung unklar.
Futei et al. untersuchten Patienten mit Pemphigus wulgaris (PV) und
paraneoplastischen Pemphigus (PP) und stellten fest, dass die in der zugrunde
liegenden Autoimmunreaktion beteiligten Antikbrper gegen Desmoglein 3 bei Patienten
mit PV der IgG-Subklasse 4 angehéren. Dagegen banden die PP-Antikorper an die
extrazellulare Doméane von Desmoglein 3 und waren pradominant in den Subklassen
IgG1 und IgG2 (Futei et al. 2003).
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Bei den neuronal oberflachenbindenden Antikdrper-assoziiereten Syndromen konnten
u.a. fur VGKC-Antikérper die Subklasse I1gG4 und fir NMDAR-Antikdrper die
Subklasse 1gG1 als vorherrschend beschrieben werden (Vincent et al. 2011).

Unter den PNS konnten pathogenwirksame, oberflachenbindende Antikorper bei
kindlichen paraneoplastischen OMS identifiziert werden (Blaes et al. 2005; Korfei et al.
2005). Beck et al. zeigten, dass diese Autoantikérper gegen Oberflachenantigene den
Subklassen 1gG3 und geringfugig 1IgG1 angehdren (Beck at al. 2007). In der Literatur
gibt es bisher keinen Vergleich mit nicht-paraneoplastischen OMS, der an dieser Stelle
hier interessant ware.

Ziel dieser Studie war es, die Subklassenverteilung oberflachenbindender Antikdrper
bei paraneoplastischen und nicht-paraneoplastischen neurologischen Erkrankungen zu
vergleichen. Wir konnten mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine Oberflachenbindung
der Para-ANA-Patienten vorrangig in der Subklasse IgG1 nachweisen. Demgegenuber
wurde die Oberflachenbindung nicht-paraneoplastischer IRD-Patienten geprift. Auch
diese Patienten banden hauptsachlich in der Subklasse IgG1l. Es lieR sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen, Para-ANA und IRD, in der
Subklassenverteilung der Autoantikérper gegen Oberflachenepitope finden. Am oben
genannten Beispiel des PV und seiner paraneoplastischen Form konnte gezeigt
werden, dass extrazellularbindende Autoantikdrper bei paraneoplastischer und bei
nicht-paraneoplastischer Genese eine unterschiedliche 1gG-Subklassenverteilung
aufweisen kénnen. Dieses Resultat bringt keine diagnostischen Vorteile. Wirde bei
einem Patienten mit PV in der Subklassenverteilung der oberflachenbindenden
Antikdrper 1gG1 und 1gG2 vorherrschen, sollte theoretischerweise die
paraneoplastische Form tberdacht werden und die umgehende Suche nach einem
bisher klinisch stummen Tumor eingeleitet werden. Diese Uberlegung lasst sich
anhand der hier erhobenen Resultate fiir PNS nicht realisieren. Die Hypothese die IgG-
Subklassen der oberflachenbindenden Antikdrper zur diagnostischen Differenzierung
paraneoplastischer und nicht-paraneoplastischer neuroimmunologischer Erkrankungen
Zu nutzen und somit einen diagnostischen Vorteil bei PNS zu erlangen, kann durch die

hier vorliegenden Ergebnisse nicht gestitzt werden.
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4.7 Zusammenfassung

Die hier vorliegende Arbeit wurde durchgefiihrt, um Aussagen Uber die 1gG-
Subklassenverteilung  von  Autoantikérpern  paraneoplastischer und  nicht-
paraneoplastischer neuroimmunologischer Erkrankungen zu treffen. Mittels indirektem
Immunofluoreszenztest, Immunoblot mit rekombinanten Antigenen, Western Blot und
Durchflusszytometrie wurden die Antikdrper der Patientenseren der vier
unterschiedlichen Gruppen, IRD, OND, Para und Para-ANA neben Gesundkontrollen

auf lgG-Isotypen untersucht.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten lassen folgende Schlussfolgerungen

ZU:

1) Der unter den antineuronalen Autoantikérpern (ausschliel3lich bei Para-
Patienten mit definitiven PNS) am haufigsten hier nachgewiesene Anti-Hu
Antikorper ist in der Subklasse IgG1 vorherrschend, kann aber auch in den
Subklassen 1gG2 und 1gG3 nachgewiesen werden. Der Anti-CV2/CRMP5
Antikorper beschrankt sich vor allem auf die 1gG2-Subklasse und ist nur in

geringem Mal in der Subklassen IgG1 vertreten.

2) Die ANA-Subklassenverteilung der IRD- und der Para-ANA-Patienten
unterscheidet sich signifikant. Sie deutet auf eine Verschiebung der ANA-
Subklassen bei PNS mit ANA im Vergleich zu nicht-paraneoplastischen,
rheumatischen Erkrankungen mit einem prozentualem Anstieg der IgG3- (und
ggf. der I9G2-) Subklasse.

3) In der Subklassenverteilung oberflachenbindender Autoantikérper gibt es
keinen wesentlichen Unterschied zwischen paraneoplastischen und nicht-
paraneoplastischen neuroimmunologischen Erkrankungen; beide

Patientengruppen, IRD und Para-ANA, waren v. a. IgG1-positiv.

In Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass sich
aktuell aus der IgG-Subklassenverteilung antineuronaler und oberflachenbindender
Antikoérper bei neuroimmunologischen Erkrankungen besonders im Hinblick auf die

Diagnostik keine Tendenz bzw. Konsequenz ableiten Iasst.
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Die Verteilung der ANA-Subklassen zwischen paraneoplastischen und nicht-
paraneoplastischen neuroimmunologischen Erkrankungen hingegen spricht fir einen
eventuellen diagnostischen  Vorteil. Perspektivisch  kdénnte eine IgG-Sub-
klassenverschiebung bei einem rheumatologischen Patienten vor allem in Richtung
prozentualem Antieg von IgG3 auf ein paraneoplastisches Geschehen hindeuten und
die sofortige Suche des bislang unentdeckten Tumors nach sich ziehen. Um dieser
Hypothese weiter nachgehen zu kénnen und sie bestenfalls zu bekraftigen missten

zukUnftig Untersuchungen mit umfangreicheren Patientenzahlen folgen.
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