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1 Einleitung

1.1 Autoimmunitat

Autoimmunitat umschreibt den Zustand der Immunirigalt gegentber korpereigenen
Strukturen, die dadurch Ziele der immunologischegg&ssion werden. Damit bildet
sie das Gegenstick zur Autoimmuntoleranz, die a@r dmmunologischen
Reaktionslosigkeit gegenuber korpereigenen  Straktur beruht und die
Grundvoraussetzung eines funktionierenden Immuesystarstellt.

Die korpereigenen Strukturen oder Komponenten werldediesem Zusammenhang
Autoantigene genannt. Die Immunantwort wird durch Zell- Rezeptoren (von
autoreaktiven T- Zellen) oder durch AntikOrper (damtikbrper) vermittelt. Sie kann,
muss jedoch nicht, zu einer Krankheit fihren. Sodaa Auftreten von Autoantikérpern
nicht immer Krankheitswert. Autoreaktive T- Zellend Autoantikbrper werden auch
bei gesunden Personen gefunden. Sie konnen phyisicihe Funktionen haben, z.B. die
Entfernung gealterter Erythrozyten oder anderer éb@lvestandteile.
Autoimmunkrankheiten sind Erkrankungen, bei denemth@genetisch wirksame
Autoantikdrper oder autoreaktive T- Lymphozyten haeisbar sind. Der pathogene
Prozess lauft solange ab, wie (Auto) Antigen vodsamist. Daraus ergibt sich der
haufig nachweisbare chronisch- progrediente Verlauf

Autoimmunerkrankungen weisen ein weites Spektrufruad kénnen sich gegen jedes
Organ, jede Zelle und gegen jede antigene Strukithten. Man unterscheidet
Immunreaktionen, die ein spezifisches Organ odewdbe betreffen, z.B. bei der
chronischen lymphozytaren Thyreoiditis Hashimoto erod beim juvenilen
(insulinabhangigen) Typ 1 Diabetes mellitus. InemllFallen finden sich typische
Autoantikdrper, die meist gegen das erkrankte Oggnchtet sind. Eine autoimmune
Erkrankung kann jedoch auch den ganzen Organismuginbeziehen (systemische
Erkrankungen), wie z.B. der systemische Lupus emitodes (SLE). Der
verantwortliche  Pathomechanismus ist hierbei  ganzberwiegend die
Immunkomplexreaktion. Da diese vor allem im Kapblkereich lokalisiert ist, imponiert
das Krankheitsbild als ubiquitarer EntzindungspsszeDie hierbei nachweisbaren
Autoantikdrper sind gegen ubiquitdr vorkommende ul@trantigene gerichtet,
beispielsweise gegen doppelstrangige DNA. Zwischdesen Extremféllen liegen



Erkrankungen wie das Goodpasture- Syndrom, bei dben AntikGrper gegen

Basalmembranstrukturen der Lunge und der Nierelgiet sind.

Kriterien zur Klassifikation einer Erkrankung alsteimmun wurden erstmals 1957 von
Witebsky publiziert und 1993 von Rose und Bona rfimidrt. Nach diesen Kriterien

wird eine Erkrankung als autoimmun anerkannt, weatoantikdrper oder autoreaktive
T- Lymphozyten im Blut der Patienten nachweisbadsund die Erkrankung durch
Ubertragung eben dieser im Tiermodell ausgelésdarerkann. Diese Beweise sind
erfolgreich fir Myasthenia gravis gefiihrt wordenie DUbertragung von IgG der
betroffenen Patienten auf Mause induziert einestesmte Muskelschwéche in den
Versuchstieren. Diese beruht auf der Ubertragung Aetoantikorper gegen

postsynaptische Acetylcholinrezeptoren (AChR) [lsindm JM et al. 1976]. Nach
Abbau der Ubertragenen Antikorper bilden sich adiehklinischen Symptome wieder

zuruck.

Die Entstehung von Autoimmunkrankheiten wird im geten Organismus

normalerweise verhindert, weil

(1) unreife T- Zellen, die Autoantigene erkennear Hlonalen Deletion im Thymus

unterliegen. Im Thymus werden T- Zellen mit hocimegh T- Zell- Rezeptoren gegen
Autoantigene in Zusammenhang mit HLA- Klasse lh#gativ selektioniert; d.h. sie

erhalten keine Wachstums- Uberlebenssignale umbestelurch Apoptose.

(2) reife T- Zellen klonal inaktiviert werden. Eg@ der autoreaktiven T- Zellen
entgehen der klonalen Deletion im Thymus und gedang die Korperperipherie, wo

sie Kontakt mit dem Autoantigen erhalten und ddiaaen. Die meisten Korperzellen
im Gewebeverband geben jedoch im Gegensatz zurdiggea prasentierenden Zellen
kein Kostimulationssignal an die gebundene T- ZalieDiese wird dadurch anerg, d.h.
sie Uberlebt, wird allerdings inaktiv gegentber damtigenstimulus und bleibt das
auch nach Reexposition.

(3) die autoantigen- spezifischen T- Zellen in lestten Fallen trotz Erkennung nicht

aktiviert werden (immunologische Ignoranz).

Es werden verschiedene Pathomechanismen von Autmenkrankungen und Verlust
der Selbsttoleranz diskutiert:
(1) Bypass der T- Zell Toleranz durch Modifikatimon Autoantigenen und/ oder

Induktion  kostimulierender  Signale: Die  Toleranz rdvi z.B. nach



Medikamentenexposition, aber auch durch Mikroorgaen Uberwunden. Die
Autoantigene werden modifiziert und dadurch koniierZellen aktiviert werden. Die
notwendigen kostimulierenden Signale kdnnen dunstzithdungsreaktionen induziert
werden. Unter diesen Bedingungen wird die Sign&tkds aktiviert und die
gewebespezifische zytotoxische Antwort induziert.

(2) Molekulares Mimikry: Als Antwort auf ein infekises Agens werden Antikorper
oder T- Zellen gebildet, die eine Kreuzreaktion rAititoantigenen aufweisen. Die
Immunantwort fihrt dann nicht nur zur Beseitigurey &rreger, sondern hat auch eine
autoaggressive Komponente. Als Beispiel hierfurstldsich Rheumatisches Fieber
auffihren. Hier findet sich eine Kreuzreaktivitavigchen Streptokokken- Antigenen
der Gruppe A und Autoantigenen in Herz (Endokas}itiGelenken (Arthritis) und
Niere (Glomerulonephritis).

(3) Epitope spreading: Hierbei konnen Proteindeteamten (Epitope), die
normalerweise nicht von Lymphozyten erkannt werdesrsteckte Epitope), als
assoziierte Molekile erkannt werden und so eine dmantwort auslosen. Diese
geschieht im Tierexperiment, bei dem man gegen lkestimmte Proteinkomponente
eines multimolekularen Komplexes immunisiert unddutah die Produktion von
Antikdrpern gegen verschiedenste andere Proteirse diesem Komplex induziert
[Rombach et al. 1992].

(4) Polyklonale Aktivierung von Lymphozyten: MancHafektionen haben eine
antigenunspezifische polyklonale Vermehrung veesbdmartiger Lymphozyten zur
Folge. Die polyklonale B- Zell- Aktivierung erfoldfeispielsweise nach Epstein- Barr-
Virus Infektion der B- Zellen. Die Zellen transfoieren polyklonal, d.h. sehr viele B-
Zellen werden infiziert und klonal amplifiziert, stass auch autoreaktive B- Zellen
(normalerweise supprimiert) aktiviert werden; esmkat dann zur Bildung von
Autoantikdrpern. Die polyklonale T- Zell- Aktivieng kann durch bakterielle/ virale
Superantigene (z.B. Staphylokokken- Exotoxine)lgen. Sie binden an den T- Zell-
Rezeptor und kénnen die T- Zellen polyklonal, dahtigenunabhangig aktivieren. Es
kommt wiederum zur Transformation und Proliferatsom T- Zellen, darunter auch
autoaggressive. Das Missverhaltnis autoaggressexgotoxischer T- Zellen zu T-
Suppressorzellen fuhrt dann zur Entwicklung einetohnmunerkrankung.

(5) Imbalance von T- Helfer/ T- Suppressorzelled deren Funktion: Ein ,Zuviel* an
T- Zell- Hilfe fuhrt zu einer 0Uberschielenden B- lIdktivierung mit

Autoantikdrperproduktion. Ein ,Zuwenig“ an T- ZelSuppression fuhrt ebenfalls zu



Dysregulation und Autoantikérperproduktion. Einenfmination beider Mechanismen
findet sich z.B. beim systemischen Lupus erythededo Neben dieser veradnderten
Immunregulation kbnnen auch eine verminderte Apeptgoei Defekten von Fas oder
Fas- Ligand) oder eine verminderte Produktion waerleukin-10 und Tumor-Nekrose-
Faktora (TNF a) mit Autoimmunitat assoziiert sein.

(6) Prasentation bisher ,okkulter* Antigene: Digsetigene finden sich normalerweise
in immunologisch privilegierten Stellen des Korpense vordere Augenkammer und
Gehirn. Das Immunsystem hat normalerweise durctoamsche Barrieren (Blut- Hirn-
Schranke) keinen Zugang zu diesen Proteinen undakesich ihnen gegeniber
ignorant. Bei Zerstorung der Barriere, beispielsedraumatisch bedingt, kommt es zur
Freisetzung dieser bisher ,okkulten* Antigene, sierden vom Immunsystem als
ofremd“ erkannt und aktivieren T- Zellen. Dieses eBario spielt sich bei der
sympathischen Ophthalmie und der traumatischeni@rel [Shah et al. 1993].

Es liegt auf der Hand, dass nicht ein einzelneriMatsmus herangezogen werden kann
um alle unterschiedlichen Manifestationen von Ammiunitat zu erklaren. Man geht
vielmehr von einem multifaktoriellen Geschehen aWeitere Faktoren, die ganz
entscheidend die Induktion von Autoimmunitat detereren sind Alter, Geschlecht
(deutliche Bevorzugung des weiblichen Geschlechts ei b vielen
Autoimmunerkrankungen), genetische Pradispositibrager des HLA- Allels B27
erkranken sehr viel haufiger an Spondylitis ankytey sowie Erreger- und
Umweltexposition. Die Korrelation gewisser HLA- I&le mit der Ausbildung von
Autoimmunerkrankungen wird heute im Allgemeinen isterpretiert, dass solche
MHC- Molekile durch ihre spezifische Bindung an #p die Aktivierung
autoreaktiver T- Zellen kontrollieren. In tierexpeentellen Modellen konnte
nachgewiesen werden, dass bestimmte MHC- Allelekdifiir die Prasentation von
Peptiden  verantwortlich sind, welche die Empfanitet fur eine
Autoimmunpathologie entweder erhohen oder verhimder

Infektionen konnen die schitzenden Gewebebarriemafheben und durch die
Zellnekrose dazu beitragen, dass normalerweise alfinderen sequestrierte (Selbst)-

Antigene freigesetzt werden.



1.2 Paraneoplastische Syndrome

Unter dem Begriff Paraneoplastische Syndrome fassh Funktionsstorungen und
Krankheitszustdnde zusammen, die in zeitichem @osanhang mit einer
Tumorerkrankung auftreten, jedoch weder durch dalsalé oder metastatische
Tumorwachstum noch durch therapeutische Ursachexis¢he Wirkung von
Chemotherapeutika) zu erklaren sind. Die paranstptdnen Syndrome werden
hervorgerufen durch gestoérte Bildung und Abgabe wirkstoffen durch die
Tumorzellen, die tumorfern ihre Wirkung ausibenhé,tremote effect of cancer®)
[Johnson PC et al. 1979]. Dies ist beim Bronchiaicemm lber die Sekretion eines
parathormonéahnlichen Peptids und dartber Auslosen elypercalcidamie der Fall. Zu
den Wirkstoffen gehéren Hormone, Gerinnungsfaktoliachstumsfaktoren etc. Als
weiteres Beispiel lasst sich das Karzinoid anfuhtearbei handelt es sich um einen
neuroendekrinen Tumor, dieser ist meist im terneindleum lokalisiert. Er sezerniert
Serotonin, welches ein Karzinoidsyndrom auslostfalisweise Flushsymptomatik,
wassrige Diarrhoe, kolikartige Bauchschmerzen urah&huskonstriktion).
Paraneoplastische Syndrome werden schatzungsweis&0kHL5% der Patienten mit
Tumorleiden beobachtet [DeAngelis LM, Posner JB @00Man unterscheidet
paraneoplastische Endokrinopathien, paraneoplastiseurologische und muskulare
Syndrome, paraneoplastische hamatologische undhg@plastisch kutane Syndrome.
Das Cushing- Syndrom durch Sekretion von adrengodropem Hormon (ACTH)
oder einer ACTH- ahnlichen Substanz der neuro- lemaalifferenzierten Tumorzellen
bei kleinzelligem Bronchialkazinom [Domanski 198%t ein Beispiel flir eine
Endokrinopathie und Venenthrombose beim Pankreaiskan ein Beispiel fur
vaskulare Veranderungen. Hierbei sind durch den drufreigesetzte thrombogene

Faktoren Ursache der Hyperkoagulabilitat.



1.3 Paraneoplastische Neurologische Syndrome

Paraneoplastische neurologische Syndrome (PNS) ssaiidne Krankheitsbilder. Sie
kommen bei ca. 1% der erwachsenen Patienten mibflaitden vor [Blaes 2002]. Sie
konnen in jedem zeitlichen Zusammenhang mit demadrleiden auftreten, meist (50-
60% der Falle) gehen sie der Diagnose des TumaeusoDas Auftreten eines PNS
und die lIdentifikation als solches kann die Tumagtiose zu einem Zeitpunkt
herbeifihren, zu dem der Tumor klein und lokalisierd damit méglicherweise einer
Therapie zuganglicher ist. Die Art des PNS und dientuell gefundenen anti-
neuronalen Autoantikdrper kdnnen hierbei helfere dumorsuche auf bestimmte
Entitdten zu fokussieren. Die héaufigsten mit PNSoaserten Tumore sind das
kleinzellige Bronchialkarzinom (small cell lung caroma, SCLC), gynéakologische
Neoplasien, Thymome und Lymphome. Bei Kindern $iiediroblastome am haufigsten

mit paraneoplastischen neurologischen Syndromenzigess.

PNS konnen vom Muskel und dem neuromuskularen @ogrgiber das periphere
Nervensystem bis hin zum zentralen Nervensystem $tcuktur betreffen. Man findet
dementsprechend Polyneuropathien und verschiedemepBalopathien als klinische
Manifestation eines PNS. Diese neurologischen HKraitgbilder kdnnen auch
unabhangig von einer paraneoplastischen Geneseigénstandige Erkrankungen
auftreten. So ist das Lambert- Eaton myasthene 8yndLEMS) nur in 50- 60 % der
Falle mit einem Tumor, meist SCLC, assoziiert [QlIN al. 1988]. Umgekehrt ist die
Inzidenz dieses PNS bei Tumorpatienten niedrig: Inbi¥r 3% der Patienten mit einem
SCLC entwickeln ein LEMS.

Antoine et al. berichteten, dass 4.5% der erwadrs&atienten mit unklarer axonaler
sensomotorischer Polyneuropathie einen bisher anatkn Tumor haben. Einige
klinische Merkmale konnen in einem solchen Fall darerdacht einer
paraneoplastischen Genese erhéarten: der Beginakiger und die Progredienz der
klinischen Symptomatik und der elektrophysiologemthBefunde innerhalb von
Wochen oder Monaten schneller. Schmerz ist einstyygs Symptom und es kommt
auch zu ungewdhnlichen Symptomen (beispielsweismsiver Juckreiz bei Mamma-
Ca). In elektrophysiologischen Untersuchungen kaman Zeichen fur eine
weitlaufigere Beteiligung unter Einschluss der Ngmwurzeln und peripherer Nerven
finden [Antoine et al. 1999].



Nach einer neuen Einteilung der PNS unterscheidah rklassische von nicht-

klassischen PNS [Graus et al 2004]. Erstere welbgsonders haufig in Assoziation mit
Tumoren gefunden. Sie werden nach LokalisationNi$ Bles zentralen und peripheren
Nervensystems, der neuromuskularen Verbindung uesl Muskels eingeteilt. Zu

Ersteren zahlen limbische Enzephalitis, subakutnkirndegeneration, Opsoklonus-
Myoklonus, tumorassoziierte Retinopathie, melan@oasrte Retinopathie und das
Stiff- Person- Syndrom. Zu den peripheren PNS rechman die subakute sensorische
Neuronopathie und die chronische gastrointestiRaleudoobstruktion. Es folgen das

Lambert- Eaton- myasthene Syndrom und die Dermabsiny fur die letzte Gruppe.

Paraneoplastische Enzephalomyelitis (PEM) ist eides haufigsten PNS. Sie ist
gekennzeichnet durch Neuronenverlust und inflamrsatoe Infiltrate in bestimmten
Arealen des Gehirns [Henson 1982]. Je nachdem welad in welchem Ausmal sie
betroffen sind, lassen sich die unterschiedlichgm@ome erklaren. Das Kklinische
Auftreten ist subakut, geht der Tumordiagnose iR« @er Falle voraus und verursacht
eine schwere neurologische Dysfunktion. Ist derpdgampus betroffen, fihrt dies zu
einer  limbischen Enzephalitis, andere  Manifest@ion konnen  eine
Hirnstammenzephalitis oder entsprechende Mischb#@e. Haufig findet sich auch
eine intestinale Pseudoobstruktion oder eine setka Neuronopathie, die durch
Beeintrachtigung der Spinalganglienneurone entstehRahmen dieses PNS kommt es
zu schweren neurologischen Beeintrachtigungen witd fer Patienten verstirbt an
(den Folgen) der PEM. Das kleinzellige Bronchiatkaom und anti- Hu Antikorper
waren damit am haufigsten assoziiert [Graus e2@D1]. Komplette Remission des
Tumors auf die eingeleitete antineoplastische Teraist ein unabhangiger
Vorhersagewert fur die Stabilisierung der PEM, vedlor eine Immuntherapie keinen
Einfluss auf den Tumor oder die PEM hat. Die Pregnfiir das SCLC in Patienten mit
PEM ist schlecht, sobald der Tumor radiologischhtkiar ist: nur 30% der Patienten
leben nach drei Jahren [Keime- Guilbert et al. 19B@&s Vorhandensein von anti-Hu
Antikorpern ist wiederum ein unabhangiger Pradiktordas Ansprechen des Tumors
auf die Therapie und ist auRerdem mit einem sikgmifi IAngeren Uberleben assoziiert
[Graus et al. 1997]. Friher Nachweis des Tumorseind zlgig eingeleitete Therapie
bieten die besten Chancen einer Stabilisierung ramrrologischen Symptomatik.
Symptomatische TherapiemalBnahmen sollten zusatadileh betroffenen Patienten

erhalten.



1.4 Rolle der Autoantikorper bei der Atiologie und Pathogenese von PNS

Die Atiologie des PNS ist nach wie vor nicht vaiistlig geklart. Seit der Entdeckung
von sehr spezifischen antineuronalen Antikérpern $arum von Patienten mit
sensorischer Polyneuropathie und kleinzelligem Bhaadkarzinom scheint die
autoimmune Pathogenese die plausibelste zu seikifdbn 1965].

Man nimmt an, dass die ektope Expression einesonalen Proteins auf dem Tumor
(auch onkoneurales Antigen genannt) dem parandigulasn Syndrom zugrunde liegt.
Die Immunantwort ist initial gegen das Tumorgeweeeichtet, allerdings wird sie in
einigen Fallen fehlgeleitet und es kommt zu einerewkreaktion mit der
physiologischen Proteinexpression im Nervensystéim, betroffenen Zellen werden
angegriffen und es resultiert ein neurologischedizitelDalmau et al. 1992]. Je
nachdem welche Region des Nervensystems von dégefelteten Immunantwort
betroffen ist, kommt es zu unterschiedlichen Mastd8onen des PNS.

Der Beweis einer direkten autoimmunen Komponertans besten belegt fur LEMS
[Lang et al. 1981]. In Patienten mit LEMS wurden tikérper gegen
spannungsabhangige Calciumkanéle (voltage gatediucal channels, VGCC)
gefunden. Passiver Transfer von IgG betroffeneleR&n induziert die Erkrankung in
Versuchstieren. Die Antikérper gegen VGCC binden den prasynaptischen
Calciumkanal der neuromuskularen Endplatte, zesstdlie Struktur des Kanals und
verhindern damit die Freisetzung von Calcium im éugss an ein eintreffendes
Aktionspotential und es resultiert eine geringereidetzung von Acetylcholin aus
Vesikeln der prasynaptischen Endigung in den sys@pgn Spalt.

In 60% der Falle tritt LEMS als paraneoplastischen&e auf, meist in Kombination
mit SCLC [Giometto et al. 2010]. SOX- 1 Antikdrpanterscheiden mit einer Spezifitat
von 95% und einer Sensitivitat von 67% zwischermirparaneoplastischen LEMS bei
SCLC und einem idiopathischen LEMS [Titulaer et 2009]. SOX- Proteine sind
bereits als immunogene Antigene in SCLC identifizieorden [Gure AO et al. 2000].
SOX-1-Antikorper (= AGNA, = Anti-Glial-Nuclear Anbiodies, = Antikdrper gegen
Kerne von Bergmann-Gliazellen) gehtéren zu den aatonalen Antikérpern und
werden als teilcharakterisierte paraneoplastiscimékdrper gefuhrt. Beim Antigen
SOX-1 handelt es sich um ein "Sry-like highmobilgyoup"-Protein”, das zu einer
Familie von DNA-bindenden Transkriptionsfaktorem@e. SOX-1 spielt eine wichtige
Rolle bei der frihen embryonalen Neurogenese uhceirs Marker fur neuronale



Stammzellen. Es wird aber auch in den Bergmannz€len im Kleinhirn und in

neuroendokrinen Tumoren exprimiert.

In etwa 50- 60% der Patienten mit PNS lassen sittSerum Autoantikérper gegen
neuronale Strukturen nachweisen [Antoine et al.919®abei sind haufig RNA-
bindende Proteine als Zielantigen betroffen. Dieéaung der Autoantikdrper erfolgt
meist nach den Initialen des Indexpatienten (Hu, Rp Ma, Tr). Diese Benennung
basiert auf den Befunden in der Immunhistochemied um Western Blot
gleichermal3en. Ohne letztere Methode musste maekterweise von ANNA 1 resp.
PCAL etc. sprechen. ANNA 1 ist ein Akronym fir aotleare neuronale Antikdrper
und PCA 1 bedeutet Purkinje-Cell Antikorper. DieBegrifflichkeiten gilt es nach
alleiniger immunhistochemischer Farbung zu verwaendeBei weiterer
Charakterisierung durch Western Blot werden diesghrder Nomenklatur von Posner

anti- Hu und anti- Yo benannt.

Man unterscheidet gut charakterisierte und teilevecharakterisierte onkoneurale
Antikorper [Graus et al. 2004]. Gut charakterigeAntikdrper erfullen folgende
Kriterien: Sie mussen in der Immunhistochemie undmmunoblot mit rekombinanten
Proteinen einwandfrei reproduzierbar sein, und dssdlte von verschiedenen
Arbeitsgruppen unabhangig voneinander der Fall; Seirausreichender Anzahl mit
bekannten Malignomen auftreten; mit gut beschriebén charakteristischen
neurologischen Syndromen assoziiert sein und kaurPatienten ohne Malignome
auftreten. Diese Kriterien erfullen anti-Hu, ant.Yanti-Ri, anti-CV2, anti-Ma2 und
anti-Amphiphysin (Tab. 1). Teilweise charakteritgeonkoneurale Antikorper erfullen

diese Kriterien nicht und bedurfen weiterer Untelsingen und Beschreibungen.

Anti- Hu Antikdrperreagieren mit einer Gruppe von Proteinen (HuUC, Hdé€IN1), die

zu 86- 90% identisch zueinander sind. Sie spielee &olle bei der neuronalen
Zelldifferenzierung und Erhaltung des neuronalerérfétyps [Szabo et al. 1991,
Manley et al. 1995]. Sie werden im Nervensystem aofl Tumoren exprimiert- vor
allem dem kleinzelligen Bronchialkarzinom und dereukbblastom [Dalmau et al.
1995]. Ausschlief3lich HuD Antigen wurde auf derl@eérflache von SCLC gefunden
und das unabhangig von der Tatsache ob ein PN@&gvader nicht [Manley et al.

1995]. HuD ist Mitglied einer Familie von neuronalRNA bindenden Proteinen. Die



Antikorper binden in der Immunhistochemie an neatenKerne und zeigen im
Western Blot Reaktivitaten bei 38- 40 kD. Der Aptiger ist mit SCLC und

paraneoplastischer  Enzephalomyelitis  assoziiert. ne Ei Polyneuropathie  als
Manifestation eines anti- Hu Syndroms wird bei 80% der Patienten gefunden. Die
subakute sensorische Neuronopathie Denny-Browtais¢i die haufigste Untergruppe.
Sie geht einher mit der Zerstorung der Zellkérper densorischen Neuronen im
Hinterwurzelganglion, ist also formalpathogenetisaie Neuronopathie.

Anti- Yo Antikérper richten sich gegen intrazellulare Antigene (cdr2erebellaren

Purkinjezellen, tUber die biologische Funktion dettigene ist wenig bekannt. Man
weil3, dass es DNA- bindende und modifizierendedtietsind. Den Antikorper findet
man bei Patienten mit gynakologischen Neoplasiemsbasondere dem
Ovarialkarzinom. Neurologisch werden die Patientait einer paraneoplastischen
Kleinhirndegeneration auffallig. Im Western Blosehneint eine Doppelbande bei 34kD
und 62kD und in der Immunhistochemie farben siesdidasplasma der Purkinjezellen.

Anti- Ri Antikdrper haben die Proteine NOVA-1 und -2 als antigenes$. Dees sind

RNA modifizierende Proteine, die sich moglicherveeian der Modifizierung der
Glycinrezeptor- mRNA beteiligen. Anti-Ri-positiveatfenten leiden meist an einem
Mamma- Ca und als Paraneoplasien werden OpsokMyoklonus-Syndrome und
zerebellare Ataxie beobachtet. In der Immunhistotbebinden die Antikdrper an
neuronale Zellkerne des zentralen Nervensystem®r abicht des peripheren
Nervensystems. Im Western Blot zeigen sich zweid@an 55 und 80 kD [Anderson et
al. 1988, Luque et al. 1991].

Anti- Amphiphysin Antikdrperrichten sich gegen ein intrazellulares 128 kD &mt

das in synaptischen Vesikeln gefunden wurde. Ihnd wine Rolle bei der Endocytose
zugeschrieben. Sie wurden erstmals in Patientenparneoplastischem Stiff-Man-
Syndrom und Mamma- Ca gefunden, aber spéatere ®Stugligaben, dass sie bei
weiteren Malignomen und PNS vorkommen, beispielsevei SCLC und
Enzephalomyelitis [DeCamilli 1993, Antoine et &99D].

Anti- CV2/CRMP5 Antikdrper reagieren mit cytoplasmatischen Proteinen in

Oligodendrozyten. Diese Proteine werden wahrencedéwvicklung downreguliert und
sind im Erwachsenen nur noch in SubpopulationerOdigodendrozyten zu finden. Als
Protein der collapsin-response-mediator family est am axonalen Wachstum und
~-guidance” beteiligt. Im Western Blot zeigt sicmeiBande bei 66kD. Der Antikorper
kommt bei Patienten mit SCLC oder undifferenzient@uroendokrinen Tumoren vor
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[Antoine 2001]. Neurologisch leiden die Patienteiufig an Polyneuropathien oder
Optikusneuritiden [Honnorat et al. 1996].

Anti- Ma Antikérper reagieren mit Proteinen, die nur im Gehirn-, Hedemd

Tumorgewebe exprimiert werden. Es gibt von dieserp@e flunf Proteine, am Besten
untersucht sind Mal und Ma2, sie zeigen im WesBtoh Banden bei 37 und 40kD.
Der Antikdrper ist assoziiert mit Keimzelltumoren ndu limbischer oder

Hirnstammenzephalitis, seltener auch Kleinhirndegation. [Dalmau 1999, Voltz

1999, Rosenfeld 2001]

Tab. 1:Gut charakterisierte, paraneoplastische Autoarggd(intrazellulare Antigene)

Assoziation mit einem Tumor in > 95%

Antikbrper |Paraneoplastisches Syndrom Assoziierte Imore

PEM, limbische Enzephalitis,
subakute sensorische

anti- Hu Neuronopathie, subakute SCLC
Kleinhirndegeneration, chronische
gastrointestinale Pseudoobstruktign

Uterus-, Ovarial- und Mamma-

anti- Yo Subakute Kleinhirndegeneration Ca

Hirnstamm- Enzephalitis,

Opsoklonus- Myoklonus- Syndrom Mamma- Ca, SCLC

anti- Ri

subakute sensorische
Neuronopathie, subakute
Kleinhirndegeneration, limbische

anti- CV2 Enzephalitis, PEM, Chorea, SCLC, Thymome

chronische gastrointestinale

Pseudoobstruktion
anti- Ma L'.mb'SChE/ lenstamm/_ . Hodentumore, Lungentumore,
(182) Diencephale Enzephalitis, Mamma- Ca

subakute Kleinhirndegeneration
anti- .| Stiff- Person- Syndrom Mamma- Ca, SCLC
Amphiphysin

Wahrend antineuronale Antikdrper nur eine maRigesthgitat (50- 60%) in der
Diagnose der PNS haben, ist ihr Spezifitat mit 98% sehr hoch [Moll et alLl990,
Blaes 2002]. Dies bedeutet, dass der Nachweis @ntseuronalen Autoantikdrpers
praktisch das Vorliegen einer malignen Grunderkuauigkbeweist: Die Autoantikorper
sind nicht spezifisch fir ein bestimmtes klinisci$3gmdrom, sondern deuten vielmehr

auf eine bestimmte Tumorentitat [Pittock et al. £ORulRerdem kann ein klinisches
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Syndrom mit verschiedenen Antikdrpern und versaieth Tumorentitdten assoziiert
sein. In der Literatur ist eine Patientin bescheigbdie mehrere PNS mit Beteiligung

des peripheren und zentralen Nervensystems entitddkéeidenreich et al. 1995].

Die pathogenetische Rolle der Autoantikorper fukr&nkungen der neuromuskularen
Synapse ist wissenschaftlich etabliert. Neben deBMS$ gilt das auch fur die
Myasthenia gravis (Antikorper gegen postsynaptisabetylcholin- Rezeptoren) und
die Neuromyotonie (AntikGrper gegen prasynaptisctpannungsgesteuerte
Kaliumkanéle, VGKC). Eine direkte pathogene Wirkuder Autoantikorper besteht
auch fur einige der seltenen Autoimmun- Enzepldo#liti welche paraneoplastisch und
als eigene Entitat vorkommen. Die zugrunde liegandetoantikdrper richten sich
gegen neuronale Oberflachenstrukturen, meist Menpboseine, z.B: NMDA-
Rezeptor Enzephalitis.

Bei den PNS des peripheren und zentralen Nervesragstiagegen ist die Rolle der
Autoantikdrper unklar und wird kontrovers diskutier

Bereits 1990 konnte die Arbeitsgruppe um Furneasigen, dass im ZNS eine
autochthone Autoantikorper- Produktion vorliegt fireaux et al. 1991]. Rauer konnte
dies bestéatigen [Rauer 2000] und hat einen selsits@m ELISA mit rekombinantem
HuD zum Nachweis dieser Antikérper aus intrathek&gnthese hergestellt [Rauer
2001]. Weder durch aktive Immunisierung mit HuD- ANder Protein noch durch
passiven Transfer von anti-Hu IgG liel3 sich in Mg&uein PNS hervorrufen [Carpentier
1998, Tanaka 1995]. Carpentier et al. konnten nbumunisierung zwar hohe
Antikorper- Titer induzieren und ein geringeres Tumachstum im Vergleich zur
nicht- immunisierten Kontrollgruppe feststelleneales fand sich kein neurologisches
Defizit. Diese Befunde bestatigen die Ergebnissa almau beziglich 15% der
Patienten mit SCLC: Nicht jede Autoantikdrperprotimk geht mit einer
neurologischen Erkrankung einher. Bei SCLC-Patembét geringeren anti-Hu Titern
wurde kein paraneoplastisches neurologisches Syndyefunden [Dalmau 1990].
Weiterhin haben anti-Hu-positive Patienten mit Tuleiden eine signifikant bessere
Uberlebensrate als Tumorpatienten ohne antinewzoaikorper. Das konnte fur anti-
Hu Antikérper in Patienten mit SCLC [Graus et &97] und fur antineuronale und
antinukleare Antikorper in Patienten mit nicht- ikleelligem Bronchialcarcinom (non

small cell lung carcinoma: NSCLC) gezeigt werdefaf et al. 2000]. Ersterer konnte
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auch zeigen, dass niedrige anti- Hu Antikorper-efMimit einem lokal begrenzten
Wachstum des Tumors, einer (kompletten) Anspredaitader Chemotherapie und
einer besseren Prognose korrelieren.

Die meisten PNS Antigene sind intrazellular lokalis und es ist unwahrscheinlich,
dass Antikorper sie direkt attackieren konnen. Kirpper kénnen mit den MHC-
Komplexen an der Zellmembran interagieren, abersediaicht selbst passieren.
Verschiedene Studien konnten inzwischen Hinweist eanen zumindest T- Zell
mediierten Prozess in der Pathogenese des PNl{éfibert et al. 1998, Benyahia et
al. 1999].

Bereits zu Beginn der neunziger Jahre wurden imnieaheiner Studie Autopsien von
verstorbenen  Patienten mit SCLC und seropositivearameoplastischer
Enzephalomyelitis (PEM) durchgefihrt [Dalmau 19914bei fand man lymphoide und
parenchymatdse Infiltrate und nebenbefundlich €&aliand neuronalen Zellverlust.
Erstere Infiltrate waren gleichermal3en aus B- unddllen zusammengesetzt, letztere
hauptsachlich aus T- Zellen. Die Autoren vermutetelamals, dass die
Neuronenschadigung nicht Antikdrper-, sondern nobgliweise zellvermittelt sei.
Einige Jahre spater fand man heraus, dass das S®mrmREM Patienten toxisch ist-
entweder indem es wachstumshemmend und/ oder tgtblyauf Tumorzelllinien
wirkte. Diese Wirkung liel3 sich nicht auf die vonid@nen anti- Hu Antikérper im
Serum zurtckfuhren: Die Seren waren auch IgG- geytenoch toxisch und die reine
IgG- Fraktion war es nicht. Dieser Effekt wurde fdu- Antigen exprimierende und
nicht- exprimierende Tumorzelllinien gleichermalRgrzeigt [Verschuuren 1997].
Weiterhin wurde die 1gG- Subgruppe der Antikérpetansucht. Anti- Yo Antikdrper
gehdrten ausschlief3lich der IgG1 Subgruppe an iedrdi- Hu Antikdrper waren zwar
in allen Subgruppen vertreten, aber auch haupiséamhter den IgG1 zu finden. Diese
sind in der Lage Komplement zu binden und es giimwdise auf einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der Subklasse und B- oder Z&i mediierten
Autoimmunmechanismen [Amyes 2001, Greenlee 200@n JE¥94]. Die gleiche
Arbeitsgruppe fand heraus, dass Lymphozyten aumubdition unterschiedlich
reagierten: zum Einen zeigte sich eine gesteidetéeferony Produktion, was zu einer
TH1 Antwort passt und zum Anderen reagierten sieaimer gesteigerten Produktion
von Interleukin 4, was zu einer TH2- Antwort pagéimyes 2001]. Eine HuD
spezifische Proliferation von CD4+ T- Zellen mitsggigerter Produktion an Interferon

vy war bereits gezeigt worden [Benyahia et al. 1998.legt nahe, dass die spezifische
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T- Zell- Antwort vom TH1- Typ ist. Bei Patienten mianti- Yo positiver
paraneoplastischer Degeneration und Ovarialkarzemorkonnten zytotoxische T-
Lymphocyten gegen das Yo- Antigen nachgewiesen avefdlbert et al. 1998]. Fur
eine T- Zell Beteiligung an der Pathogenese dearmauplastischen Syndrome spricht
auch die MHC | Prasentation der Tumorzellen in érdéin mit PNS [Dalmau et al.
1995].

Die momentane Vorstellung der Pathogenese einesm@aplastischen neurologischen
Syndroms lasst sich folgendermalRen zusammenfasgen: Anfang dieses

Immunprozesses stehen maoglicherweise apoptotischrgaxdge. Tumorzellen

unterliegen der Apoptose, dadurch werden die ieth@Zren Proteine dem
Immunsystem wieder zuganglich. Die Tumorproteine rdee daraufhin von

dendritischen Zellen aufgenommen. Die dendritisch&gllen wandeln sich im

regionaren Lymphknoten von phagozytierenden zigentiprasentierenden Zellen um,
d.h. sie konnen intrazellulare Proteine der phagedgn Tumorzellen auf ihrer
Zelloberflache zusammen mit MHC | prasentieren. @D8+- T- Killerzellen zu

aktivieren bedarf es der Anwesenheit von CD4+ THetieellen. Ohne Letztere kommt
es zu einer Toleranz der T- Zellen und es kommhe&dmmunantwort zustande.
Aktivierte cytotoxische T- Zellen selbst zerstoremederum die antigentragenden
Tumorzellen, indem sie mit dem Enzym Granozym Apsetinduzieren. Damit kann
obige Kaskade wieder beginnen, die die Immunantwgornit unterhélt. Diese ist
demnach gekennzeichnet durch das Auftreten von &iNi§en- spezifischen CD8+ T
Killerzellen im Blut von Patienten mit Tumorleidesie gelten als Haupteffektoren.
Allerdings erkennen CD8+ zytotoxische T-Zellen dietsprechenden Autoantigene

auch im Nervengewebe und verursachen damit das PNS.

1.5 Rolle der Autoantikdrper bei der Diagnostik von PNS

Bis vor kurzem gab es keine einheitlichen Kriteridiir die diagnostische
Vorgehensweise bei paraneoplastischen neurologisiredromen. Aus diesem Grund
schlossen sich 2004 einige Wissenschaftler zu esneopaischen Konsensusgruppe
zusammen und schlugen neue Diagnosekriterien viaugset al. 2004]. Mittlerweile

sind diese weitgehend anerkannt und finden brem@ehdung [Leitlinien fir PNS der
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Deutschen Gesellschaft fir Neurologie]. Sie untemien dabei zwischen definitivem
PNS und moglichem PNS und fihren erstmals den Betgs klassischen PNS ein.
Darunter versteht man ein neurologisches Syndroass delativ haufig mit einem
Tumorgeschehen assoziiert ist. Beispiele hieflirdein sich im vorangegangen
Abschnitt. Die vorgeschlagenen Diagnosekriteriéitizein sich auf drei Dinge: 1. dem
Vorliegen eines Tumors 2. der Definition von klaskien Syndromen und 3. gut
charakterisierten Antikdrpern.

Initial stellt sich der Patient oftmals mit einegumologischen Symptomatik beim Arzt
vor. Diese erfordert eine grundliche Evaluation deker et al. 2006], die
paraneoplastische Genese sollte- selbst wenn Hen gst- bei allen neurologischen
Leitsymptomen differenzialdiagnostisch immer in leht gezogen werden. Gewisse
Merkmale koénnen den Verdacht darauf lenken: derirBegst akuter und die
Progredienz der klinischen Symptomatik und der tebghysiologischen Befunde
innerhalb von Wochen oder Monaten schneller. Schiséein typisches Symptom und
es kommt auch zu ungewohnlichen Symptomen (besspéise intensiver Juckreiz bei
Mamma- Ca) [Antoine et al. 1999]. Falls der Verdaeiner paraneoplastischen
Atiologie besteht, muss diesem unbedingt nachgeganmd so gut wie mdglich
bestatigt oder ausgeschlossen werden. Die naclhesgaostische Mal3Bhahme ist die
Bestimmung von antineuronalen Autoantikbpern im uBerdes Patienten. Die
Konsensusgruppe unterscheidet gut charakterisfarte- Hu, -Yo, -CV2, -Ri, -Ma2
und -Amphiphysin) und teilweise charakterisiertekammeuronale Antikorper. Erstere
mussen gewisse Anforderungen erfillen um als satchgelten: in ausreichend hoher
Anzahl von Patienten und Kontrollen von verschiesterbeitsgruppen beschrieben
und in der Immunhistochemie und Western Blot naalggen worden sein usw. Je
nachdem welches klinische Syndrom bei dem Patientatiegt, sollte nach ganz
bestimmten Antikdrpern gesucht werden. Bei paralastipcher Enzephalomyelitis
wird der anti- Hu Antikoérper in der Mehrheit dertieaten gefunderfGraus et al.
2001].

Die Bestimmung des Autoantikorper- Status des Riaieist aus folgenden Grinden
Uberaus wichtig: Zum Einen bestatigen die Antikérden Verdacht eines PNS. Je
nachdem welche Antikdrper vorliegen, kann die Twsuohe auf einige Entitaten
fokussiert werden. Bronchialkarzinome sind mitG%®der haufigste Tumor bei anti-
Hu positiven Patienten und PNS [Blaes 2002].
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Damit sind die antineuronalen Antikorper ganz dmsdend an der frihzeitigen
Tumordiagnose beteiligt. Mit ihrer Hilfe gelingtediErkennung des Tumors noch zu
einem Zeitpunkt, zu dem der Tumor Klinisch unalitjalkleiner und evtl. auch einer
Therapie zuganglicher ist. Als nachstes kann emi@logische Therapie eingeleitet
werden. Diese richtet sich zwar in erster Linieekirgegen den Tumor, ist aber auch
essentiell fur die Stabilisierung der neurologistisymptomatik, kann den neuronalen
Verlust aufhalten und damit den Patienten vor eim@nehmenden neurologischen
Beeintrachtigung und den damit verbundenen Folgehib zum Tod bewahren [Graus
et al. 2001].

Der dritte Schritt im Algorithmus zur Abklarung e PNS stellt die Tumorsuche dar.
Diese sollte griindlich und je nach Antikorperstdinisussiert erfolgen. Der Diagnose
eines klassischen PNS sollte unabhangig vom Angé&®&tatus eine eingehende
Tumorsuche folgen. Diese fordert die Konsensusgruppech dann fortzusetzen, wenn
fur das Syndrom kein typischer Tumor gefunden wurde einen Zweittumor
auszuschlieBen. Falls im ersten Untersuchungsgandgen Tumor gefunden wird,
muss diese in regelméRigen Abstédnden wiederholiemeund der Patient engmaschig
kontrolliert werden. Es sind schon Falle beschmele denen erst mehrere Jahre nach
Beginn der neurologischen Symptomatik ein Tumomugdén wurde [Mathew et al.
2006]. Bisher gilt die Computertomographie (CT) etlabliertes Verfahren zur initialen
Tumorsuche. Zwei Gruppen haben beschrieben, das&aiazkorper- FDG- PET dem
CT bei seropositiven Patienten mit einem klassiscBgndrom und charakterisierten
Antikorpern Uberlegen ist [Linke et al. 2004, YoandMhenni et al. 2004]. Erstere
Gruppe zeigte, dass die Sensitivitdt der FDG- PHiietduchung mit 90% sehr viel
hoher ist als die des CTs mit 30%, die Kombinatas beiden steigert die Sensitivitat
auf 100%. Die Gruppe um Younes-Mhenni schlagt datoer die kostenintensivere
FDG- PET Untersuchung den Patienten mit gut charekerten Antikdrpern
vorzubehalten, bei denen mit konventioneller Bildgey die Tumorsuche bisher
ergebnislos verlaufen war [Younes-Mhenni et al.Z0Die aktuellen Leitlinien ordnen
das FDG- PET auch in die Sekundar- und Tertiardiagik Nach Evaluation dieser
diagnostischen Schritte kann man die abschlieRAndsage treffen ob ein definitives
oder mdgliches PNS vorliegt (Abb. 1).
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1.6 Autoimmundiagnostik

Neben den paraneoplastischen Syndromen spielt dehweis von Autoantikdrpern
auch in der Diagnostik der systemischen entzindittbumatischen Erkrankungen eine
entscheidende Rolle [Ubersicht in Fritzler 1996}. &moglicht die nosologische
Zuordnung differenzialdiagnostisch vieldeutigernidcher Symptome und in vielen
Fallen auch eine prognostische Einschatzung [KEdoet al. 2000, Vencovsky J et al.
2003] Autoantikorper sind meist bereits zu Begirer &rkrankung nachweisbar und
persistieren oft im Krankheitsverlauf bzw. kdnneesén manchmal auch vorhersagen
[Borg et al. 1990]. Insbesondere beim Ausschluskinmer Verlaufsbeobachtung eines
systemischen Lupus erythematodes (SLE) stellt @gahiWeis von Autoantikérpern eine
wesentliche Komponente dar. Zwei der Klassifikagiaiterien des American College
of Rheumatology sind serologische Merkmale: Nacbwen antinuklaren Antikérpern
(ANA) und Nachweis von weiteren immunologischen iBefen wie anti- dsDNA-,
anti- Sm- und anti- Phospholipid- Antikorper [Taraé 1982].

Der indirekte Immunfluoreszenztest (IFT) auf hunrafgpitheliomzellen Typ 2 eines

Larynxkarzinoms (HEp-2 Zellen) ist die Standardroeth fir das Screening auf
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Autoantikdrper bei Erkrankungen aus dem rheumagis¢formenkreis [Jaskowski et al.
1996]. Inzwischen sind mehr als 40 Antigene untemdSammelbegriff ANA
zusammengefasst. Initial gilt es zu klaren, ob enug Uberhaupt ANAs vorliegen. In
den meisten Labors gelten Titer ab 1:160 als posititer von 1:40 und 1:80 als
grenzwertig. Das Bindungsmuster erlaubt im gleich®chritt auch eine grobe
Einteilung dieser ANAs: bei Lupus- Patienten miti-@s DNA- Antikdrpern zeigt sich
beispielsweise eine homogene Farbung des Zellkmm#nfarbung von Mitosen. Im
nachsten Schritt erfolgt Ublicherweise die weit@®dferenzierung der ANAS im
Immunoblot oder ELISA mit rekombinanten oder auégeigten Antigenen [De Keyser
et al. 1990].

Die indirekte Immunfluoreszenz auf humanen Larymxtieliomzellen besitzt mit
>90% eine hohe Sensitivitat fir ANA [Kavanaugh le2800,Ulvestad et al. 2000] und
gilt deswegen als sehr gute Screening MethodediirNachweis von ANA [Tan et al.
1997]. Eine Sensitivitat von 100% kann beim Testen auf ANA erreicht werden, da
nicht alle Lupus- Patienten zu jedem Zeitpunkt rarkiedre Antikorper aufweisen
[Bohan 1979]. Die Spezifitat des ANA Nachweiseslifh wiederum ist demgegentiber
mit 49% gering [Bonilla et al. 2007], da antinukiedAntikorper zum Einen auch bei
Gesunden nachweisbar sind und zum Anderen aucinderen Erkrankungen als SLE
auftreten [Ubersicht in Kavanaugh et al. 2000]gésamt ergibt sich damit ein hoher
negativer Vorhersagewert und niedriger positivernéosagewert fir ANAs beziigl. des
Ausschlusses von SLE. Letzterer lasst sich beiesegt niedrigen Pravalenzen von
Autoimmunerkrankungen durch Vermeiden eines Ubeigeal3klinischen Gebrauches
mittels praziser anamnestischer und Klinischer Eat@n des Patienten steigern
[Ulvestad et al. 2000]. Aus diesem Grund missero&utikérper- Befunde immer im
klinischen  Kontext beurteilt werden. Unsachgeméafleerwéndung von
immunologischen Testresultaten kann zu falschegmdae, unnétiger Therapie und
verschwendeten Gesundheitsressourcen fuhren.

Da IFT zeit- und arbeitsaufwandig ist und qualéizes Personal erfordert, wird immer
wieder nach anderen einfacheren Methoden zum Soeeuf ANA gesucht. Ein
wichtiger Parameter fur eine solche Methode sotlbei ein hoher negativer
Vorhersagewert sein [Kern et al. 2000]. In diesemsatnmenhang haben verschiedene
Gruppen die Testeigenschaften verschiedener ELIS#tersucht. ELISAs wurden
bisher hauptsachlich als Bestatigungstest und zaiteren Differenzierung von

positiven Befunden im IFT verwendet. Die Arbeitggra um Sinclair publizierte eine
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Studie, in der sie darlegen, dass der untersudht®AEden IFT als Screeningmethode
far klinisch relevante ANAs ersetzen kann [Sincletr al. 2007]. Andere Gruppen
konnten zeigen, dass kommerziell erhéltliche ELIS#A& erwartet) unterschiedliche
Sensitivitaten und Spezifitdten haben. Im Vergleichit IFT reichen die
Testeigenschaften von manchen an die Werte des HEflam, andere Ubertreffen sie
sogar- diese kdnnten laut Autoren die Immunfluceegzals Screeningmethode ablésen.
Manche untersuchten ELISAs dieser Studie liefermleegrseits keine zufrieden
stellenden Ergebnisse [Tonutti et al. 2004]. Andeagen zeigen viele falsch- negative
Ergebnisse bei der Verwendung von ELISA als iretidkreening- Methode auf ANA,
welche im IFT erkannt wurden und auch von klinisthieerapeutischer Konsequenz
gewesen waren [Bayer et al. 1999]. Diese Autoremleim konsequenterweise die
indirekte Immunfluoreszenz als Screeningverfahrén ANA beizubehalten bis die
Testeigenschaften der ELISAs verbessert werden.

Weitere Gruppen liefern differenzierte Ergebnisseilglich verschiedener untersuchter
Autoantikdrper [Eisfeller et al. 2005]. Zunehmenaarliegen die klassischen ELISAs
auch Modifikationen und es werden neue Testverfahmié im Vordergrund stehendem
Potential zu Automatisierung entwickelt. Insbesoadéei diesen gilt es die
Testeigenschaften neben den 6konomischen Vorteitdn aul3er Acht zu lassen [Nifli
et al. 2006] und es werden Standardisierungen lints¢he Validierungen gefordert,
welche beispielsweiese sicherstellen sollen, desbal den neuen Assays verwendeten

Antikorper Uber alle klinisch- relevanten Epitopafidgen [Amos et al. 2005].

Wie in den vorangegangenen Abschnitten hinreictegléditert und in dem Algorithmus
dargestellt, hat die Bestimmung der antineuron®etoantikérper fur die Diagnose
eines PNS eine Schlisselposition inne- dhnlich AldAs bei SLE. Leider sind aber
genau hier noch viele Punkte ungeklart. Bereits518§8b es einen Workshop uber
Leitlinien zum Nachweis von onkoneuralen AntikOmemDieser lieferte wichtige
Schritte hin  zu einer Standardisierung der Nachweiboden in der
Autoantikdrperdiagnostik [Moll et al. 1995]. Die fawen konstatieren damals, dass
man sich zwar auf die Immunhistochemie und den ®vestBlot als primare
Testsysteme zum Nachweis von onkoneuralen Antikéirperuft, es dabei aber noch
zu viele methodische Unterschiede gibt. Diese heigabesondere in den zahlreichen
verschiedenen Geweben, der unterschiedlichen Aeitarig der Substrate und der

unterschiedlichen Konzentration der Proben und dégbn. Abschlieliend machten die
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Autoren die Aussage, dass es keine Studien zuritb@as oder Spezifitat der
unterschiedlichen Testsysteme gibt. Leider sindtdem keine nennenswerten
Fortschritte in dieser Hinsicht gemacht worden. @ligge Konsensusgruppe muss 2004
immer noch einraumen, dass die neuroimmunologidebeschung einem rasanten
Fortschritt unterworfen ist, es allerdings an staddierten Methoden zum Nachweis
der onkoneuronalen Antikérper mangelt [Graus e2@D4]. Sie empfehlen nach wie
vor die Verwendung von Immunhistochemie und WestBlot mit rekombinanten
Proteinen und wissen um die Einschrankungen dehdden. Uberraschenderweise
wurde die Diagnostik mit einer Kombination beideetiModen bisher nicht evaluiert.
Die Verwendung unterschiedlicher Testsysteme ersghdie Vergleichbarkeit der
Ergebnisse und dem Kiliniker fallt es zunehmend schden differenzialdiagnostischen
Wert der Antikdrper zu beurteilen. Insbesondere rahehmendem Entdecken neuer
antineuronaler Antikbrper mussen Qualitatskontrollentwickelt werden um
Studienergebnisse vergleichbar zu machen und ®at@sit und Spezifitat der

Testsysteme untersucht werden.

1.7 Ziele und Fragestellung

Die vorliegende Arbeit evaluiert die Kombinatiorr dgedirekten Immunfluoreszenz auf
Primaten Kleinhirn, Grofl3hirn, Darm sowie HEp-2 Z2eallund Western Blot mit
rekombinanten Proteinen und mit Antigen- Extraksers Primaten- Kleinhirn zum
Nachweis von antineuronalen Autoantikérpern bei PMNSEinzelnen sollen folgende
Fragen beantwortet werden:

1. Wie hoch sind Sensitivitdt und Spezifitat demvendeten Testverfahren?

2. Wie unterscheiden sich die Sensitivitat und 8pé&zder Testverfahren beztiglich
klassischer versus nicht- klassischer PNS und dtertéilung der Kontrollgruppe?

3. Wie unterscheiden sich die Sensitivitat und 8péz der Testverfahren bezuglich
einzelner antineuronaler Autoantikbrper untereimandund im Vergleich zur

Referenztestung?
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Zur Durchfihrung der vorliegenden Studie liegt dassitive Votum der Ethik-

Kommission des Fachbereichs Humanmedizin der Husthsg-Universitat Giessen

vor. Es wurden insgesamt 131 Patienten und Kopnaidanden eingeschlossen. Die
Patienten konnten alle aus der neuroimmunologiséheenbank der Neurologischen
Klinik far die Teilnahme an der Studie gewonnen daesr. Nach Aufklarung und

Einverstandnis wurde das Restserum und ggf. Liqusrder Routinediagnostik fur die
Studie benutzt. Im Folgenden werden ihre epidergisthen und klinischen Daten
vorgestellt und im Anschluss daran werden die Me#mo zur durchgefiihrten

Autoantikdrperdiagnostik erlautert. Die immunolatdien Ergebnisse finden sich in
dem vierten Kapitel der vorliegenden Arbeit.

Die untersuchten Patienten wurden in drei Gruppege¢eilt: Adulte Paraneoplastische
Neurologische Syndrome (PNS), other neurologicaleases (OND) und gesunde
Probanden als weitere Kontrollgruppe (Healthy GaletHC) (Tab. 2)

Tab. 2 Alters- und Geschlechterverteilung aller Patiante

M: Mittelwert, StAbw: Standardabweichung, m: maohjiw: weiblich

Gruppe n Alter (M = StAbw) [a]
PNS 67 (30m, 37w) 68.5+12.7

OND 34 (18m, 16w) 67.7+13.4

HC 30 (14m, 16w) 52.4+9.4

Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen Gruppen hinsichtlich der Alters-

oder Geschlechterverteilung.
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2.2 Definition der Patientengruppen

2.2.1 Adulte Paraneoplastische Neurologische Syndrome (F\

Diese Patienten hatten alle einen malignen Tumat liten zusatzlich an einer
Erkrankung des Nervensystems. Diese stand zwargane zeitlichem Zusammenhang
mit dem Tumorleiden, konnte aber nicht auf den Tuselbst oder seine Metastasen
und auch nicht auf lokale, vaskulare, metabolisoder therapeutische Ursachen
zuruckgefuhrt werden. Die Diagnose eines PNS wbedalen Patienten dieser Gruppe
gemald den 2005 von der Deutschen Gesellschaft &urdlbgie verdffentlichen
Leitlinien gestellt und entsprach damit auch demvBaraneoplastic Neurological
Syndrome Euronetwork empfohlenen Richtlinien [Graual. 2004].

Der Uberwiegende Teil der Patienten (41.8%) hatieneTumor der Lunge und zwar
vornehmlich ein kleinzelliges Bronchialkarzinom 12& von 28 Patienten. Die Position
der zweithdufigsten Tumorentitat teilen sich Tumates hamato- lymphatischen

Systems mit Malignomen, deren Primarius nicht bek#st (Tab. 3)

Tab. 3:Tumorverteilung innerhalb der PNS- Gruppe

CUP: Carcinoma of unknown primary

Tumor Haufigkeit [%]
Lunge* 28/67 (41.8)
CUP 07/67 (10.4)
Hamato- lymphatisches System 07/67 (10.4)
Ovar 06/67 (9.0)
Nierenzellkarzinom 04/67 (6.0)
Prostata 03/67 (4.5)
Mamma 03/67 (4.5)
Gastrointestinal- Trakt 03/67 (4.5)
Pankreas 02/67 (3.0)
Melanom 02/67 (3.0)
Liposarkom 01/67 (1.5)
Seminom 01/67 (1.5)

* 22/28 kleinzelliges Bronchialkarzinom
Das haufigste paraneoplastische neurologische 8yndiar die Polyneuropathie (PNP)

mit 58.2%, gefolgt von der Kleinhirndegeneratiort 28.9%. Alle weiteren Syndrome

waren mit weniger als 10% vertreten (Tab. 4).
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Tab. 4:Formen der PNS innerhalb der PNS- Gruppe

Die Haufigkeiten betragen hier > 100 %, weil beerRatienten jeweils zwei PNS vorlagen.

PNS Haufigkeit [%]
Polyneuropathie 39/67 (58.2)
Kleinhirndegeneration 16/67 (23.9)
Limbische Enzephalitis 05/67 (7.5)
Lambert- Eaton Myasthenes Syndrom 04/67 (6.0)
Hirnstammenzephalitis 02/67 (3.0)
Myelitis 02/67 (3.0)
Opsoklonus- Myoklonus- Syndrom 01/67 (1.5)

In zwei Dritteln der Falle (66.6%) handelte es sbiEi der Polyneuropathie um die
sensomotorische Form. Mit 12.8% folgte die sendtglen und die weiteren sieben hier
gefundenen Formen des PNS traten nur bei 1 - 8Rati der 37 Patienten auf (Tab. 5).

Tab. 5:Formen der paraneoplastischen Polyneuropathie

CIDP: Chronisch- inflammatorisch demyelinisiereigyneuropathie

Polyneuropathie Haufigkeit [%]
Sensomotorische Neuropathie 26/39 (66.6)
Sensible Neuropathie 05/39 (12.8)
Polyradikulitis Guillain- Barré 03/39 (7.7)
CIDP 02/39 (5.1)
Motorische Neuropathie 01/39 (2.6)
Axonale Neuropathie 01/39 (2.6)
Autonome Neuropathie 01/39 (2.6)

Innerhalb der PNS- Gruppe hatten 46.3% der Patie(8&/67) ein klassisches und
53.7% der Patienten (36/76) ein nicht-klassisch&S HGraus et al. 2004]. Die
paraneoplastische Kleinhirndegeneration (PCD) &ihriit 51.6% die Gruppe der
klassischen PNS an, ebenso die Polyneuropathi@dmeinicht-klassischen PNS mit
72.2% der FéalleTab. 6 Tab. 7).

Bezlglich der derzeitigen Diagnosekriterien lass#oh die 67 PNS Patienten
unterteilen in 55 % (37/67) mit definitivem/gesideen PNS und 45% (30/37) mit
maoglichem PNS.
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Tab. 6:Formen der klassischen PNS

Klassische PNS Haufigkeit [%]
PCD 16/31 (51.6)
Limbische Enzephalitis 05/31 (16.1)
Sensible Polyneuropathie 05/31 (16.1)
Lambert- Eaton Myasthenes Syndrom 03/31 (9.7)
Opsoklonus- Myoklonus- Syndrom 01/31 (3.2)
Intestinale Pseudoobstruktion 01/31 (3.2)

Tab. 7 Formen der nicht- klassischen PNS

Nicht- klassische PNS Haufigkeit [%0]
Sensomotorische Polyneuropathie 26/36 (72.2)
Polyradikulitis Guillain- Barré 03/36 (8.3)
Hirnstammenzephalitis 02/36 (5.5)
CIDP 02/36 (5.5)
Motorische PNP 01/36 (2.8)
Axonale PNP 01/36 (2.8)
Myelitis 01/36 (2.8)

2.2.2 Gesunde Kontrollen (HC)
Hier handelte es sich um anonymisierte, vom Institw Transfusionsmedizin der

Universitatsklinik Giel3en zur Verfligung gestelleréh von gesunden Blutspendern.

2.2.3 Other neurological diseases (OND)

Die Patienten dieser Gruppe litten allesamt an reinght-paraneoplastischen
neurologischen Erkrankung. Dabei handelte es siobhrineitlich (55.9%) um

Polyneuropathien, darunter bildeten die nichtenditihen die Mehrheit mit 68.4%. Es
folgten 21% der Patienten (4/19) mit Polyradikslituillain- Barré (GBS) und die
restlichen beiden Patienten (10.5%) litten an déromisch- inflammatorisch

demyelinisierenden Form der Polyneuropathie. Di¢riBuropathien waren Kklinisch
und elektrophysiologisch gesichert worden und zlisét war eine paraneoplastische
Genese ausgeschlossen worden. Als zweithaufigstaskKeitsbild innerhalb dieser
Gruppe war der Schlaganfall mit 23.6% vertretenb(T8). Niemand aus dieser

Patientengruppe litt an einer Tumorerkrankung.
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Tab. 8 Klinisch- neurologische Befunde innerhalb der GN®uppe

Klinik Haufigkeit [%]
Polyneuropathie* 19/34 (55.9)
Schlaganfall 08/34 (23.6)
Stiff Man Syndrom 02/34 (5.9)
Amyotrophe Lateralsklerose 01/34 (2.9)
Cervikale Myelopathie 01/34 (2.9)
Myasthenia gravis 01/34 (2.9)
Astrocytom 01/34 (2.9)
Limbische Enzephalitis 01/34 (2.9)

* 13/19 nicht- entztindliche Polyneuropathie
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2.3 Autoantikorperdiagnostik

Moll et al. publizierten 1995 die auf der Konserkgugerenz in Rotterdam, Niederlande
beschlossenen ,Guidelines for the detection ofnnantional antibodies”, in denen
kinftig antineuronale Autoantikdrper mittels eid@mbination aus Immunfluoreszenz
und Western Blot als Methoden der Wahl bestimmideersollten (Tab. 9). Auch die
Deutsche Gesellschaft fur Neurologie nahm dies ime i Leitlinien for

.Paraneoplastische Neurologische Syndrome* aufwingerhoben in der vorliegenden
Studie weitere Daten hierzu. Wir verwendeten dairekte Immunfluoreszenz (IFT)
und zwei kommerziell erhdltliche Testkits fur WesteBlot mit rekombinant

hergestellten Antigenen von verschiedenen Firmemto#ntikorper, die in der
Immunfluoreszenz und im Western Blot eine eindeutiguronale Spezifitat zeigten,
deren Antigen jedoch bisher nicht identifiziert ey wurden als atypische

antineuronale Antikorper bezeichnet.

Tab. 9:Diagnosekriterien der einzelnen antineuronalenkénper

Antikérper  |Immunfluoreszenzmuster Western Blot

Neuronale Nuklei des ZNS und PNSein oder mehrere Banden im
. werden angefarbt, Nukleoli bleiben . )

anti- Hu . Bereich von 38-40 kD;
ausgespart, Cytoplasma wird kombi Id .
schwach angefarbt rekombinantes Feld positiv

. Purkinjezellzytoplasma wird Banden bei 34.und/ odgr 62 kD

anti- Yo - AN | im Cerebellum; rekombinantes

angefarbt, Nuklei bleiben ausgespar|£n o
eld positiv

neuronale Nuklei ausschlie3lich des

anti- Ri ZNS werden angefarbt, Nukleoli | Banden bei 55 und/ oder 80 kD
bleiben ausgespart, Zytoplasma wirédm Cerebellum
schwach angefarbt
Cytoplasma von Neuronen,

anti- CV/2 Ollgoc!endrozyten und Re.tlnazeller ‘Banden bei 66 kD
N. opticus und Axone peripherer
Nerven werden angefarbt
neuronale Nukloeli des ZNS, .

anti- Ma Hoden- und Tumorzellen werden !Banden t?eI: 37 und/ oder 40kD
angefarbt im Cerebellum

anti- intracellulare synaptische Vesikel Banden bei 128 kD

Amphiphysin| werden angefarbt
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2.3.1 Immunfluoreszenz

Mit dieser Methode lassen sich Antigene in Zellewd Useweben mit spezifischen
Antikdrpern lokalisieren. Der Antigen-Antikdrper-Kgplex kann anschlielend durch
verschiedene Marker sichtbar gemacht und damitlimreszenzmikroskop untersucht
werden. Man unterscheidet die direkte von der ekden Immunfluoreszenz. Bei der
direkten Immunfluoreszenz sind die Antikorper besrean fluoreszierende Farbstoffe
gekoppelt. Bei der indirekten Immunfluoreszenz bogen wird nach Bindung des
antikorperspezifischen Primarantikorpers in eineweien Schritt ein Fluorochrom-
markierter Sekundarantikdrper addiert. Damit es emver Bindung untereinander
kommt, missen diese beiden Antikdrper auch imméspeechende Bindungsstellen
fureinander besitzen. Stammt zum Beispiel der éat&kdrper aus dem Kaninchen, ist
der zweite, markierte Antikorper ein anti- KaninohégG (oder IgM), der aus einem
anderen Tier (Schaf oder Ziege) gewonnen wurde.ebse AntikGrpermarker, der in
der Fluoreszenzmikroskopie benutzt wurde, ®aorescinsahiocyanat (FITC). Auch
heute ist er noch weit verbreitet und wurde auah was verwendet. Wird das Gewebe
unter dem Fluoreszenzmikroskop UV- Licht einer imestten Wellenlange ausgesetzt
(Anregung), emittiert FITC ein fluoreszierendes rgsi Licht durch Filter der
entsprechenden Wellenlange. Die Anregungswelleel&gFITC betragt 495 nm und
die Emissionswellenlange liegt bei 515 nm. Dieskubationen mit den jeweiligen
Antikdrpern werden durch grindliche und vorsichtiyféaschschritte mit einem
neutralen Puffer unterbrochen, die Gberschiissigelst gebundenes Reagenz entfernen
sollen. Als Resultat bildet sich ein farbiger, wstiéher Niederschlag an der Stelle, an
der das Antigen innerhalb des Gewebes oder dee XKhlisiert ist. Mit der direkten
Immunfluoreszenz kénnen zwei oder noch mehr Angge@teichzeitig untersucht
werden. Bei der indirekten Immunfluoreszenz kénsehwach exprimierte Antigene
besser sichtbar gemacht werden, da an einen Pntikinger gleich mehrere Molekile
des markierten Sekundarantikérpers binden konnemiDwird das Verhéltnis von
Signal zu Antigen stark vergro3ert. Durch Fixierdagn die Zellmembran durchlassig
gemacht werden, so dass auch intracytoplasmatisctigene nachweisbar werden. So
ist auch die Farbung von Zellen in Suspension, ®Geaehnitten oder

Zytozentrifugenpraparaten moglich.

27



Indirekter Immunfluoreszenztest
Diese Methode fuhrten wir mit dem Neurologie-Mosai&r Firma EUROIMMUN
Medizinische Labordiagnostika AG (Lubeck, Deutsodl durch. Mit diesem

kommerziell erhaltlichen Testsystem erfolgte dievitno Bestimmung humaner
Antikorper in Patientenproben; diese Bestimmungnkiaut Herstellerangaben sowohl
quantitativ als auch qualitativ erfolgen. Die gelmfasfertigen Objekttrager sind mit
unfixierten Gefrierschnitten von Primatencerebrimmatencerebellum, Primatendarm
und Hep-2 Zellen beschichtet.

Zunachst wurden die Patientenproben PhiospateéufferedSaline (PBS) Tween 0.2 %
auf 1/32 verdunnt. Liquorproben wurden wegen ilg@sngeren Immunglobulingehalts
nativ belassen. Im ersten Schritt wurdenu2®sler verdiinnten Patientenproben auf die
Testfelder pipettiert und mit den Gewebeschnitten @bjekttrager fur 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Negativkontrolle weiid jeder Testserie zusatzlich ein
Testfeld mit PBS Tween 0.2 % anstelle der Serungmokubiert. Seren mit bekanntem
positivem Autoantikérperbefund (extern evaluiert)lerden als Positivkontrollen.
Hiernach folgte der erste Waschschritt. Dafir waordéie Objekttrager von den
Reagenztragern abgenommen und vorsichtig mit PBSelw0.2% abgespdlt.
Zusatzlich wurden sie fur 3-5 min in eine mit PB&€EEN 0.2 % geflllte Kuvette auf
einen Rotationsschiittler gestellt um die Ubersapéssungebundenen Antikdrper zu
entfernen. Die nachste Inkubation erfolgte mit20des 1/75 in PBS/ Tween 0.2%
verdunnten fluoreszierenden Sekundéarantikdrperty¢lomal rabbit anti-human 1gG/
FITC, Dako, Hamburg). Da FITC lichtempfindlich istrfolgte diese 30- minutige
Inkubation im Dunkeln. Anschliel3end folgte obigea$@hschritt. Zum Schluss wurden
die Gewebeschnitte mit einem Tropfen Mounting- Medi(pH8.4 phosphatgepuffertes
Glycerol) und Deckglasern fixiert und bis zur Austueg unter einem Zeiss

Fluoreszenzmikroskop im Kuhlschrank aufbewahh 2).
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Abb. 2: Antineuronaler Antikérper (anti-Hu): Bindung vonurthanem Serum an Plexus

myentericus im Primatendarm (VergréRerung 1:200)

2.3.2 Western Blot

Die durchgefiihrten Western Blot Analysen dientea BEestatigungstests positiver
Resultate aus der indirekten Immunfluoreszenz. Daauden zwei kommerziell
erhaltliche Testkits unterschiedlicher Unternehmverwendet. Der Anti- Neuronale-
Antigene- Euroimmun- Western Blot (Lubeck) kanntl&lerstellerangaben in- vitro
qualitativ humane Autoantikorper der Immunglobulagse 1gG aus Serum oder Plasma
gegen die Antigene Hu, Yo und Ri bestimmen. Deritavenmunoblot wurde mit
einem Testsystem des Unternehmens ravo (Freibwgphdefihrt ,Rekombinanter
Immunoblot zum Nachweis der paraneoplastischenaxtikorper anti- HuD, anti- Yo,
anti- Ri, anti- CV2, anti- Amphiphysin und anti- Ria

Beide Testkits enthielten alle notwendigen Reagemzi beschichtete
Nitrocellulosestreifen, Enzymkonjugat und Puffer umr einige zu nennen. Die
Blotstreifen der Firma Euroimmun sind mit elektropgtisch aufgetrennten Antigen-
Extrakten aus Primaten- Kleinhirn und die des Hlests ravo mit rekombinanten
Antigenen bereits vorgefertigt.

Ahnlich der indirekten Immunfluoreszenz gliedexthsidie Durchfiihrung des Western
Blots in Inkubation des Patientenserums mit dentdBleifen, einem Waschvorgang,

einem weiteren Inkubationsschritt- diesmal mit d&mzymkonjugat- dem zweiten
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Waschvorgang und der abschlieBenden Substrat- dtibmbals Katalysator fur die
Farbreaktion. Samtliche Schritte fanden bei Raurperatur statt. Die einzelnen
Blotstreifen lagen wahrend des Versuchs in vonelaargetrennten Rinnen einer
sogenannten Inkubationswanne, so dass Kontaminatemieden wird. In jeder
durchgefuhrten Testreihe war jeweils eine Kontrgthehanden. Als Negativ- Kontrolle
wurde statt mit Patientenserum nur mit Puffer inkdbund als Positiv- Kontrolle

diente ein Serum mit bekanntem positivem Autoamgikébefund.

Western Blot mit dem Testkit der Firma EUROIMMUN Menische
Labordiagnostika AG

Das Testkit enthalt drei verschiedene Reagenziemivddsalpuffer in zehnfacher
Konzentration, Enzymkonjugat (Alkalische-Phosphatamrkiertes Anti-Human-1gG
aus der Ziege) ebenfalls in zehnfacher Konzentratimd eine gebrauchsfertige
Substrat- Losung (NBT/BCIP = Nitroblautetrazoliurtaid/ 5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat). Der Universalpuffer wurde mit Aqudest. auf die einfache
Konzentration verdinnt und dieser gebrauchsfefigffer wurde verwendet um das
Enzymkonjugat auf die einfache Konzentration zuduanen. Der gebrauchsfertige
Puffer wurde im Weiteren flrs Verdinnen der Pagieptoben auf das Verhaltnis 1:51
fur Serum respektive 1:10 fur Liquor und bei al®aschvorgangen pur verwendet.

Vor dem eigentlichen Beginn des Versuchs wurderettieelnen Blotstreifen mit 1.5ml
einfach verdinntem Universalpuffer pro Streifen uRihne vorbehandelt. Die
Vorbehandlung der Blotstreifen geschah auf einegesannten Wippschuttler um die
optimale Umspulung der Streifen mit dem Reagangewéhrleisten und dauerte 15
min. Samtliche folgenden Inkubationsschritte fandebenfalls auf diesem
Wippschiuttler statt. Der Puffer wurde dann mitteigette vor dem néchsten Schritt- der
Inkubation der Proben mit den Antigenen der Blei&tn- entfernt. Fir die Inkubation
wurden jeweils 1.5 ml der auf das Verhaltnis vasillverdiinnten Patientenprobe (resp.
1:10 falls es sich um Liguor statt Serum

handelte) auf einen Streifen appliziert und furmeid auf den Wippschuttler gestellt.
An diese erste Inkubation schloss sich der erstectargang an: das Serum resp. der
Liguor wurde zunéachst abgesaugt, danach wurde dtemit je 1.5 ml Universalpuffer

pro Rinne fur jeweils 5 min auf dem Wippschuttlewgschen. Es folgte die zweite
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Inkubation fir weitere 60 min mit 1.5 ml einfachnzentriertem Enzymkonjugat pro
Blotstreifen, an die sich obiger Waschvorgang alessh mit jeweiligem vollstandigem
Abziehen der vorherigen Flussigkeit aus den Inkobatinnen. Die dritte Inkubation,
diesmal fUr nur 10 Minuten, erfolgte mit dem SuastBT/BCIP zum Visualisieren
der stattgefundenen Reaktionen und wurde schluksenahit Aqua dest. beendet.
Ahnlich dem Waschvorgang wurde dafiir dreimal je tbAqua dest. pro Rinne

pipettiert und die Inkubationswanne fur 1 min aah&Vippschuttler gestellt.

Zur Dokumentation der Ergebnisse wurden die eirreBlotstreifen mit einer Pinzette
aus den Inkubationsrinnen entnommen, auf die esthpnden Felder des
Auswerteprotokolls platziert, mit Filterpapier abgeknet und mit der beiliegenden
Klebefolie fixiert.

Eine korrekt durchgefuhrte Inkubation lasst sich @er intensiven Farbung der
Kontrollbande erkennen. Diese befindet sich unter NMummerierung auf jedem
Streifen und muss auch bei den Negativ- und PesKiontrollen erkennbar sein.

AulRerdem fand sich auf jedem Blotstreifen ein Meamiohip, der mit rekombinant
hergestelltem Hu- und Yo- Antigen beschichtetEsh positiver Hu- Antikorperbefund

zeichnete sich ergo durch eine sehr hohe Signasiite einer 38 kD- Bande und der
notwendigen Bande beim rekombinanten Hu- Antiges &leiches galt auch fir eine
positiven Antikorperbefund gegen das Yo- Antigererhmusste neben der 62 kD-
Bande und moéglicherweise einer zusatzlichen beD3dike Bande beim rekombinanten
Yo-Antigen obligat angezeigt werden. Einen Ri- Afbitper in der Patientenprobe
festzustellen, erforderte diese zwei Banden: e&ie8D kD und die zweite bei 55 kD.
Die Auswertung der Blotstreifen erfolgte im direkt®ergleich mit der beiliegenden

Auswerteschablone, die fur diesen Zweck an dieeklépten Blotstreifen zu halten ist.

Western Blot mit dem Testkit der Firma ravo Diadil@s

Der Test folgte oben beschriebenem Prinzip. Dietdigshfiihrung wurde allerdings
wahrend der Erhebung der vorliegenden Studie irmgexsinem Punkt von Seiten des
Unternehmens geandert: Die Serumverdinnung im rersteubationsschritt wurde
zunachst fur 1:200 empfohlen und in den folgendé&ar@en auf 1:2000 gesteigert.

Ansonsten blieb die nachfolgende Vorgehensweisgldiehe.
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Die Testvorbereitung begann auch hier mit der H#stg des gebrauchsfertigen
Waschpuffers aus dem Waschpufferkonzentrat. Dagz&mdmat wurde mit Aqua dest.
auf das Verhaltnis 1:20 verdinnt und die Seren wurchit Waschpuffer auf das
Verhaltnis 1:200 respektive 1:2000 verdinnt. Dggestliche Testdurchfiihrung begann
mit der Probeninkubation von 2 ml respektive 2.1 vatdinntem Serum mit den
Blotstreifen fur 60 min auf dem Wippschuttler. Bégte finfmaliges Waschen mit je 2
ml Puffer fur einige Minuten. Als Nachstes lieR m@die Streifen mit dem Konjugat
reagieren. Hierfir wurden 2 ml des mit alkaliscRérosphatase markierten IgGs pro
Streifen pipettiert und fur 30 min inkubiert. AnselRend folgte oben beschriebener
Waschschritt und danach wurden 2 ml des gebrautigefie Substrats BCIP/ NBT auf
die Streifen pipettiert und fir 25 min inkubiertieBe Reaktion wurde mit Aqua dest.
gestoppt und der Versuch damit beendet. Die Strevigrden mit sauberem Filterpapier
getrocknet und ausgewertet. Auch hier galt, dass an jedem Streifen als
Reaktionskontrolle aufgetragene Bande zur Uberpgifies Testkits positiv ausfallen
musste. Die Auswertung erfolgte immer im direktearfeich von Patientenstreifen mit

dem entsprechenden Kontroll- Scan des Testkits.

2.3.3 Referenztestung

Bei der Referenztestung wurde der derzeitige Augstandard flr antineuronale
Antikorper des Paraneoplastic Neurological Syndr&uenetwork [Graus et al. 2004]
zugrunde gelegt. Sie wurde extern durchgeflhrt. eDaburden Seren als positiv
gewertet, bei denen sich in der indirekten Immuwrszenz und einem
Bestatigungsverfahren mit allen relevanten Antigemén antineuronaler Antikdrper
nachweisen liel3. Der anti- SOX1 Antikorper wurdéalason einem weiteren externen
Labor nachgetestet, da die von uns verwendeters Test rekombinante Autoantigen

nicht enthielten
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3 Statistik

Die statistischen Berechnungen fur die vorliegemdbeit fuhrten wir mit dem

kommerziell erhéltlichen Computerprogramm GraphPadm Version 4.02, 17 Mai
2004 der GraphPad Prism Inc., Kalifornien, USA turéiaufigkeitsunterschiede
zwischen den Gruppen wurden mit Hilfe des Fishekact tests auf ihre Signifikanz
Uberpruft. Haufigkeitsunterschiede zwischen zweigpen mit mehr als zwei Variablen
wurden mit dem Chi- Quadrat Test berechnet. Die AMRO Analyse wurde zum

Vergleich der Altersunterschiede herangezogenllién 8erechnungen gilt ein p < 0.05

als signifikant.

Die Sensitivitat [= a/ (a + c)] gibt die WahrscHaihkeit an, einen tatsachlich positiven
Sachverhalt durch ein positives Testergebnis zarerén (Tab. 10). Fur die einzelnen
angewendeten Testverfahren ist die Sensitivitatidder Anteil der PNS- Patienten,

deren antineuronalen Antikoérper auch erkannt wurden

Die Spezifitat [= d/ (b + d)] gibt die Wahrschectikeit an, einen tatséchlich negativen
Sachverhalt durch ein negatives Testergebnis zigtigen (Tab. 10). Fir die einzelnen
angewendeten Testverfahren ist die Spezifitat daleit Anteil an Patienten aus den

Kontrollen, bei denen keine antineuronalen Antildirfgstgestellt werden konnten.

Tab. 10:Kontingenztafel

PNS Kontrollen
Antikorper- positiv a b
Antikorper- negativ. | C d
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4 Resultate

Alle 131 Patienten wurden hinsichtlich des Vorkomseantineuronaler Antikdrper
untersucht. Dieser Parameter wurde mit zwei veesldnen Testverfahren untersucht,
wobei das zweite Verfahren mit zwei verschiedenests durchgefihrt wurde. Die
immunologischen Ergebnisse werden getrennt nactadgewendeten Tests dargestellt

und miteinander verglichen.

4.1 Indirekte Immunfluoreszenz

In der indirekten Immunfluoreszenz wurden bei 26.13%/131) der Patienten
antineuronale Antikérper nachgewiesen, die UbrigéB.3% (96/131) waren
antineuronal negativ. Darunter wurden bei 55.7%/13B) dieser antineuronal
negativen Patienten gar keine Fluoreszenzmustesr wlem Fluoreszenzmikroskop
gesehen. Wahrend bei den restlichen 17.6% (23/18ikser Patienten die
Fluoreszenzmuster Antikdrpern gegen andere (niebtenale) Strukturen (z.B. Myelin
oder Granularis) zugeordnet werden konnten.

Mit 82.8% (29/35) sind die meisten der antineurenahntikorper innerhalb der PNS-
Gruppe nachgewiesen worden, die tbrigen sechsymrsiBefunde fanden sich in den
Seren der OND- Patienten, die Seren der gesundetrdflgruppe sind alle negativ
getestet worden.

Anti- Hu- Antikérper sind mit elf Seren am haufigst vertreten unter den
antineuronalen Antikdrpern. Mit nur einem positivéarum weniger (10/35) folgen die
anti- glialen nukleéren Antikdrper. Antikorper geglurkinjezellzytoplasma sind in
sieben und atypische antineuronale Antikdrper ichseaallen nachgewiesen worden,
davon einmal innerhalb der OND- Gruppe. Der anti A&ntikdrper ist nur in einem
einzigen Patientenserum nachgewiesen worden. DasimSast allerdings im

Referenztest als anti- Ri negativ getestet worden.

Fur die indirekte Immunfluoreszenz ergibt sich dién Vergleich der PNS- Gruppe mit
der gesamten Kontrollgruppe und beiden Kontrollgempeinzeln eine gleich bleibende
Sensitivitat von 43.3%. Die Spezifitat im Vergleiglvischen PNS- Gruppe und allen
Kontrollen betragt 90.6%. Sie variiert von 100% Wargleich zwischen PNS- Gruppe

34



und der gesunden Kontrollgruppe bis hin zu 82.4%/ergleich der PNS- Gruppe mit
der OND- Gruppe (p<0.05, Abb. 3, Tab. 11).

Tab. 11 Spezifitdt und Sensitivitat des IFT fur die gesadNS- Gruppe (a-d)

a) b)
PNS Kontrollen PNS OND
antineuronal + 29 6 29 6
antineuronal - 38 58 38 28
Sensitivitat = 43.3% Sensitivitat = 43.3%
Spezifitat = 90.6% Spezifitat = 82.4%
C) d)
PNS HC PNS OND | HC
antineuronal + 29 0 29 6 6
antineuronal - 38 30 38 28 30

Sensitivitat = 43.3%
Spezifitdt = 100%

p<0.05
100+

— 75 e o
S e
= o0 Eoimams SR
N i e
(] S e

C | |

alle Kontrollen OND

Patientengruppen

Abb. 3:Unterschiedliche Spezifitat des IFT fir die PNS$uipe im Vergleich zwischen der

gesamten Kontrollgruppe und beiden Kontrollgruppizeln
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Im né&chsten Schritt wurde die PNS- Gruppe in k&x$® und nicht- klassische

Syndrome aufgeteilt und getrennt voneinander mitgdsamten Kontrollgruppe und

beiden Kontrollgruppen einzeln verglichen.
Damit steigt fur die_klassischen PNffe Sensitivitat des IFT auf 58%, wahrend die
Werte fur die Spezifitaten den vorgenannten entse (p<0.005, Abb. 4, Tab. 12).

Tab. 12:Spezifitdt und Sensitivitat des IFT fur die klassie PNS- Gruppe (a-d)

antineuronal +
antineuronal -

antineuronal +
antineuronal -

a) b)
klass. PNS | Kontrollen klass. PNS| OND
18 6 18 6
13 58 13 28
Sensitivitat = 58% Sensitivitat = 58%
Spezifitat = 90.6% Spezifitdt = 82.4%
c) d)
klass. PNS | HC klass. PNS| OND| HC
18 0 18 6 0
13 30 13 28 30

Sensitivitat = 58%
Spezifitat = 100%

Fur die nicht- klassischen PN8llt die Sensitivitat des IFT auf 30.6% und dieeifé

fur die einzelnen Spezifitaten entsprechen vorgetemn(p<0.05, Abb. 5, Tab. 13a,c,d).

Die Auswertung des IFT bei nicht- klassischen PN§egp OND ist statistisch nicht
signifikant (p=0.260, Tab. 13b) und damit ist dieeiaige Anwendung des IFT bei

nicht- klassischen PNS gegen OND als nicht auseeitizu betrachten.

Tab. 13:Spezifitat und Sensitivitat des IFT fur die nickiassische PNS- Gruppe (a-d)

a) b)
nicht- klass. PNS Kontrollen nicht- klass. PNS aD
antineuronal + 11 6 11 6
antineuronal - 25 58 25 28
Sensitivitat = 30.6%
Spezifitat = 90.6%
c) d)
nicht- klass. PNS HC nicht-klass. PNS| OND| HC
antineuronal + 11 0 11 0 6
antineuronal - 25 30 25 30 28

Sensitivitat = 30.6%

Spezifitdt = 100%
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Abb. 4: Unterschiedliche Sensitivitdt des IFT fur die gesaPNS- Gruppe und die klassische
und nicht- klassische PNS- Gruppe

4.1.1 Die einzelnen antineuronalen Antikérper im IFT

Anti-Hu Antikorper

Der anti- Hu Antikorper war mit elf positiven Serdar am haufigsten nachgewiesene
antineuronale Antikorper. Davon fanden sich alfepelsitiven Befunde innerhalb der

PNS- Gruppe und kein einziger unter den Kontrolldeun der Seren gehérten zu
Patienten der klassischen PNS- Gruppe und die andsiden der nicht- klassischen
PNS- Gruppe.

Anti-gliale nukle&re Antikérper (AGNA)

AGNA- Antikorper waren mit zehn positiven Seren ameithaufigsten nachgewiesen
worden. Sie verteilen sich hélftig auf die PNS- gre (zwei in der klassischen und drei
in der nicht- klassischen PNS- Gruppe) und die ORdppe mit den restlichen flunf
positiven Seren. Damit tragt der Nachweis diesedik@rpers am meisten zur
Reduktion der Spezifitat der indirekten Immunflusrenz bei.
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Anti- Purkinjezellcytoplasma Antikdrper

Der anti- Purkinjezellcytoplasma Antikorper war msieben positiven Seren der am
dritthdufigsten nachgewiesene antineuronale Auikédmmter. Vier der sieben Seren
gehdrten zu Patienten der klassischen PNS- Gruyps, zur nicht- klassischen PNS-
Gruppe und ein positiver Nachweis wurde innerhadb GQND- Gruppe gefuhrt. Die

Purkinjezellcytoplasma-farbung im IFT ist nicht Yepezifisch.

Antineuronal atypische Antikdrper

Antineuronal atypische Antikdrper wurden innerhalbr PNS- Gruppe bei sechs
Patienten nachgewiesen, davon gehorten zwei ikldssische PNS- Gruppe und vier
in die nicht- klassische PNS- Gruppe.

Anti- Ri AntikOrper

Der anti- Ri Antikérper ist nur einmal innerhalb rdklassischen PNS- Gruppe
nachgewiesen worden. Das Serum ist allerdings mR#derenztestung als anti- Ri

negativ gewertet worden.

4.2 Western Blot von Euroimmun

Mit dem Western Blot der Firma Euroimmun wurden b@i7% (14/131) der Patienten
antineuronale Antikdrper nachgewiesen, die Ubrig@B3% waren antineuronal negativ.
Darunter zeigten 73.3% der Seren (96/131) gar kRie&ktivitdten und die restlichen
16% zeigten unspezifische Banden (21/131), d.hkiReé@ten in verschiedenen kD-
Bereichen, die zum jetzigen Zeitpunkt keinem bekamrantineuronalen Antikorper
zugeordnet werden konnten. Alle antineuronal peeitiSeren gehoérten zu Patienten
der PNS- Gruppe. Es wurden keinerlei positive Béé&urder Kontrollprobanden
gefunden. Anti- Hu Antikorper sind unter den antir@malen Antikérper mit 78.5% am
haufigsten (11/14) vertreten. Weiterhin ist deri-affb Antikorper bei drei Patienten
nachgewiesen worden, der anti- Ri Antikbrper hirggegst in keinem Serum
nachgewiesen worden.

Im Vergleich der PNS- Gruppe mit den Kontrollenibtgich fir den Western Blot von
Euroimmun eine Sensitivitat von 20% und eine Sjgétifon 100%. Da sich innerhalb
der Kontrollgruppen keine positiven Befunde fandeetragt die Spezifitdt durchgehend
100% (p<0.005, Abb. 5, Tab.14).
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Tab. 14Spezifitat und Sensitivitat des Western Blots #omoimmun fir die gesamte PNS-

Gruppe (a-d)

antineuronal +
antineuronal -

antineuronal +
antineuronal -

a)
PNS Kontrollen
14 0

53 64

Sensitivitat = 20%
Spezifitdt = 100%

C)

PNS HC
14 0
53 30

b)

PNS OND

14 0

53 34

d)

PNS OND | HC
14 0 0
53 34 30

Die positiven antineuronalen Befunde bei klassiscRBISflr sich betrachtet ergeben
eine Sensitivitat des Western Blots von 35.5% (p&05, Abb. 5, Tab. 15), wahrend sie
fur die nicht- klassischen PN$&i 8.3% liegt (p<0.05, Abb. 5, Tab. 16).

Tab. 15:Spezifitat und Sensitivitéat des Western Blots #moimmun flr die klassische PNS-

Gruppe (a-d)

antineuronal +
antineuronal -

antineuronal +
antineuronal -

a) b)
klass. PNS | Kontrollen klass. PNS| OND
11 0 11 0
20 64 20 34
Sensitivitat =35.5 %
Spezifitdt = 100%
c) d)
klass. PNS | HC klass. PNS| OND| HC
11 0 11 0 0
20 30 20 34 30
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Tab. 16:Spezifitat und Sensitivitdt des Western Blots fmoimmun fir die nicht- klassische

PNS- Gruppe

nicht- klass. PNS Kontrollen

antineuronal 4 3
antineuronal -

33

0
64

Sensitivitat = 8.3% und Spezifitdt = 100%

Die Aufteilung der Kontrollgruppe in die OND- Grupund gesunde Kontrollen und

Berechnung der Spezifitdt und Sensitivitat des WasBlots von Euroimmun mit dem

Chi Quadrat- Test ergibt aufgrund der niedrigendd&nzahlen n in diesen Gruppen
keine statistisch signifikanten Werte (Tab. 17) istdomit nicht anwendbar.

Tab. 17:Western Blot von Euroimmun fir die nicht- klasktisd®NS und einzelne Kontrollen

nicht- klass. PNS OND HC

antineuronal 4 3
antineuronal -| 33

0 0
34 30

Sensitivitat [%]

N
9

w
T

N
g

H
'

alle PNS

klass'. PNS nicht-klellss. PNS
Patientengruppen

Abb. 5: Unterschiedliche Sensitivitat des Western Blots #uroimmun fir die gesamte PNS-

Gruppe und die klassische und nicht- klassiche RBiS8ppe
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4.2.1 Die einzelnen antineuronalen Antikérper im WesternBlot von Euroimmun

Dieser Test wies mit anti- Hu und anti- Yo Antikérp nur zwei der mit diesem Test
laut Herstellerangaben nachweisbaren drei antimalea Antikbrper nach. Anti- Ri
Antikdrper wurden mit diesem Western Blot in kein@atientenserum gefunden. Alle
nachgewiesenen antineuronalen Antikdrper gehortenPatientenseren der PNS-
Gruppe.

Anti- Hu Antikdrper
Der anti- Hu Antikdrper wurde bei 11 von 76 PNS{i&#en gefunden. Neun der elf

Befunde gehdrten zu Patienten der klassischen RN@pe und die restlichen zwei

wurden innerhalb der nicht- klassischen PNS- Grugmhgewiesen.

Anti- Yo Antik6rper
Der anti- Yo Antikorper wurde bei 3 von 67 Patientger PNS- Gruppe gefunden,

davon zweimal innerhalb der klassischen und einmatrhalb der nicht- klassischen
PNS- Gruppe.

4.3 Western Blot von ravo

Mit dem Western Blot der Firma ravo wurden bei 1624/131) aller untersuchten

Patienten antineuronale Antikorper nachgewiesea, Utirigen 84% (110/131) waren
antineuronal negativ. Unter den positiven Serenewaauch zwei, bei denen der
Western Blot jeweils zwei antineuronale Antikérperkannte. Alle antineuronal

positiven Seren gehoérten zu Patienten der PNS-pg@rups wurden keinerlei positive
Befunde der Kontrollprobanden gefunden.

Anti- Hu Antikorper waren unter den nachgewieseastineuronalen Antikorpern mit

47.8% (11/23) am haufigsten vertreten. Anti- Yo iRdtper sind in funf Seren und anti-
CV2 Antikdrper in vier Seren nachgewiesen wordeei Bvei Patientenseren hat der
Western Blot den anti- Ri Antikdrper und in einenmeitgren Fall einen anti-

Amphiphysin Antikérper nachgewiesen. Laut Herstaltlgaben kann mit diesem
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Western Blot auch anti- Ma2 Antikérper bestimmt - dieser wurde unter den hier
untersuchten 131 Patienten nicht gefunden.

Im Vergleich der PNS- Gruppe mit den Kontrollenibtgich fir den Western Blot von

ravo eine Sensitivitat von 31.3% und eine Spetifith 100% (p<0.001, Tab. 18, Abb.
6). Da sich innerhalb der Kontrollgruppen keineifpesn Befunde fanden, liegt die

Spezifitat durchgehend bei allen statistischen &erengen bei 100%.

Tab. 18:Spezifitat und Sensitivitat des Western Blots rawo fur die PNS- Gruppe (a-d)

a) b)

PNS Kontrollen PNS OND
antineuronal + 21 0 21 0
antineuronal - 46 64 46 34

Sensitivitat =31.3 %
Spezifitdt = 100%

c) d)
PNS HC PNS OND | HC
antineuronal + 21 0 21 0 0
antineuronal - 46 34 46 34 30

Die antineuronal positiven Befunde innerhalb deaskischen PNS- Grupgér sich

betrachtet ergeben eine Sensitivitat des Westents Blon ravo von 48.8% (p<0.001,
Abb. 6, Tab. 19), wahrend sie fur die nicht- klaseen PN$ei 16.7% liegt (p<0.005,
Abb. 6, Tab. 20).

Tab. 19:Spezifitat und Sensitivitat des Western Blots vawo fur die klassische PNS- Gruppe
(a-d)

a) b)

klass. PNS Kontrollen klass. PNS| OND
antineuronal + 15 0 15 0
antineuronal - 16 64 16 34

Sensitivitat = 48.4%
Spezifitdt = 100%

C) d)
klass. PNS | HC klass. PNS| OND| HC
antineuronal + 15 0 15 0 0
antineuronal - 16 30 16 34 30
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Tab. 20:Spezifitat und Sensitivitat des Western Blots vavo fur die nicht- klassische PNS-
Gruppe

a) b)
nicht- klass. PNS Kontrollen nicht- klass. PNS aD
antineuronal + 6 0 6 0
antineuronal - 30 64 30 34
Sensitivitat = 16.7%
Spezifitdt = 100%
C) d)
nicht- klass. PNS HC nicht-klass. PNS| OND| HC
antineuronal + 6 0 6 0 0
antineuronal - 30 30 30 34 30
p<0.005
507 0 ———
o B
S,
< 3 B b
oo B B
100 B e
(o ¥ I ' ................. . :
alle PNS klass. PNS nicht- klass. PNS

Patientengruppen

Abb. 6: Unterschiedliche Sensitivitat des Western Blots vavo fur die gesamte PNS-
Gruppen und die klassische und nicht- klassisch®-RMuppe
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4.3.1 Die einzelnen antineuronalen Antikdrper im WesternBlot von ravo

Von sechs laut Herstellerangaben mit diesem Testkithweisbaren antineuronalen
Antikdrpern wurden mit diesem Test innerhalb unseRatientenkollektivs funf
nachgewiesen. Es handelt sich dabei in absteigetalgigkeit um anti- Hu, anti- CV2,
anti- Yo, anti- Ri und anti- Amphiphysin AntikorpeAnti- Ma2 Antikorper sind in
keinem Patientenserum nachgewiesen worden. Allemeanmbnalen Antikérper sind
innerhalb der PNS- Gruppe nachgewiesen wordenwki Patientenseren fanden sich
jeweils zwei antineuronale Antikdrper nebeneinandeinmal anti-Hu und anti-

Amphiphysin Antikorper und im zweiten Fall um artiu und anti- Ri Antikorper.

Anti- Hu Antikdrper

Anti- Hu Antikorper wurden bei 11 von 76 PNS- Paten gefunden. Neun der elf
Befunde gehdrten zu Patienten der klassischen RN@pe und die restlichen zwei
wurden innerhalb der nicht- klassischen PNS- Grugmhgewiesen.

Anti- CV2 Antikorper
Anti- CV2 Antikorper wurden bei 5 von 76 PNS- Paten gefunden. Drei der funf

Befunde gehdrten zu Patienten der klassischen RN@pe und die restlichen zwei

wurden innerhalb der nicht- klassischen PNS- Grugmhgewiesen.

Anti- Yo AntikOrper

Anti- Yo Antikorper wurden bei 4 von 76 PNS- Patem gefunden. Jeweils zwei der

Seren gehdorten zu Patienten der klassischen ey kiassischen PNS- Gruppe.

Anti- Ri AntikOrper

Der anti- Ri Antikdrper wurde bei zwei Patientenr ddassischen PNS- Gruppe

nachgewiesen.

Anti- Amphiphysin

Der anti- Amphiphysin Antikérper wurde bei einemtiBaten der klassischen PNS-
Gruppe nachgewiesen.
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4.4 Referenztestung nach Leitlinie

Bei der Referenztestung wurde der derzeitige Aumstandard flr antineuronale
Antikorper des Paraneoplastic Neurological Syndr&uenetwork [Graus et al. 2004]
zugrunde gelegt. Dabei wurden Seren als positivegety bei denen sich in der
indirekten Immunfluoreszenz und einem Bestatiguagahren ein antineuronaler
Antikérper nachweisen liel3. Der anti- SOX1 Antikérpwurde dabei von einem
externen Labor nachgetestet, da die von uns vemtendTests das rekombinante
Autoantigen nicht enthielten.

Mittels Referenztestung sind in der Gruppe der iRavplasien 40.3% der Seren (27/67)
als positiv gewertet worden. Unter den gesundentiétden fanden sich keine positiven
Seren und innerhalb der OND- Gruppe wurden 5.9% Skxen (2/34) als positiv
gewertet.

Anti- Hu Antikdrper sind unter den getesteten Semen haufigsten vertreten (11/27),
gefolgt von atypischen antineuronalen Antikérperit fanf Seren. Mit jeweils vier
positiv gewerteten Seren in der Referenztesturgefolnti- CV2- Antikorper, anti- Yo

und anti- Synaptophysin Antikdrper.

Die Sensitivitdt der Referenztestung betragt bezogef die gesamte PNS- Gruppe
40.3%. Die Spezifitdt betragt bezogen auf die gésakontrollgruppe 96.9%. Sie
variiert zwischen 100% bezogen auf die gesundertriiben und 94.1% im Vergleich
zur OND- Gruppe (p<0.005, Tab. 21, Abb. 7).

Tab. 21:Sensitivitat und Spezifitat der Referenztestungifé gesamte PNS- Gruppe (a-d)

a) b)
PNS Kontrollen PNS OND
Referenztest + 27 2 27 2
Referenztest - 40 62 40 32
Sensitivitat =40.3% Sensitivitat =40.3%
Spezifitdt = 96.9% Spezifitat = 94.1%
c) d)
PNS HC PNS OND | HC
Referenztest + 27 0 27 2 0
Referenztest - 40 30 40 32 30

Sensitivitat = 40.3%
Spezifitdt = 100%
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Abb. 7: Unterschiedliche Spezifitat der Referenztestungdié PNS- Gruppe im Vergleich

zwischen der gesamten Kontrollgruppe und beidertidbgruppen einzeln

Innerhalb der klassischen PNS- Gruppe sind mit%4(87/31) die meisten Seren im
Referenztest als positiv gewertet worden.

Die Sensitivitdt der Referenztestung betragt bezage die klassische PNS- Gruppe
54.8%. Die Spezifitat variiert entsprechend der gichsgruppe innerhalb der
Kontrollen zwischen 100% und 94.1% (p<0.0001, T&h.Abb. 7).

Anti- Hu Antikdrper sind unter den getesteten Seamem haufigsten vertreten (9/17).
Danach folgen anti- SOX1 Antikorper mit drei pogn Seren. Mit jeweils zwei positiv
gewerteten Seren folgen anti- Yo und anti- CV2 Rarpper und einmalig wurden
antineuronal atypische Antikdrper nachgewieseni-Aynaptophysin Antikérper sind

nicht in den positiv gewerteten Seren aus der idelssn PNS- Gruppe vertreten.
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Tab. 22:Sensitivitat und Spezifitat der Referenztestungifé klassische PNS- Gruppe (a-d)

a) b)
klass. PNS | Kontrollen klass. PNS| OND
Referenztest + 17 2 17 2
Referenztest - 14 62 14 32
Sensitivitat = 54.8% Sensitivitat = 54.8%
Spezifitdt = 96.9% Spezifitdt = 94.1%
C) d)
klass. PNS | HC klass. PNS| OND| HC
Referenztest + 17 0 17 2 0
Referenztest - 14 30 14 32 30

Sensitivitat = 54.8%
Spezifitat = 100%

Innerhalb der_nicht- klassischen PNS- Grupgped 27.7% der Seren (10/36) im
Referenztest als positiv gewertet worden. Die Seitét der Referenztestung bezogen

auf die nicht- klassische PNS- Gruppe betragt 27 B#é Spezifitat entspricht je nach
Vergleichsgruppe den vorgenannten Werten (p<0.08B, 23, Abb. 7).

Unter den positiv gewerteten Seren sind die antoralen Antikorper nahezu
gleichermal3en nachgewiesen worden: jeweils zweant} Hu Antikorper, anti- Yo

Antikorper, anti- CV2 Antikérper und antineuronatygische Antikorper. Jeweils
einmal ist ein anti- Synaptophysin und ein anti- X3OAntikdrper nachgewiesen

worden.

Tab. 23:Sensitivitat und Spezifitat der Referenztestunrgifé nicht- klass. PNS- Gruppe (a-d)

a) b)
nicht- klass. PNS Kontrollen nicht- klass. PNS QD
Referenztest + | 10 2 10 2
Referenztest - 26 62 26 32
Sensitivitat = 27.8% Sensitivitat = 27.8%
Spezifitdt = 96.9% Spezifitdt = 94.1%
c) d)
nicht- klass. PNS HC nicht-klass. PNS| OND| HC
Referenztest + | 10 0 10 2 0
Referenztest - 26 30 26 32 30

Sensitivitat = 27.8%
Spezifitdt = 100%
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Die Sensitivitdt der Referenztestung betragt 40f@Paie gesamte PNS- Gruppe. Sie
steigt auf 54.8% fur die klassische PNS- Gruppe it auf 27.8% fur die nicht-
klassische PNS- Gruppe (Abb. 8).

p<0.005
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Abb. 8: Unterschiedliche Sensitivitat der Referenztestiimglie gesamte PNS- Gruppe und die

klassische und nicht- klassische PNS- Gruppe

4.4.1 Die einzelnen antineuronalen Antikorper in der Refeenztestung

anti- Hu AntikOrper

Der anti- Hu Antikorper war mit elf positiven Serdar am haufigsten nachgewiesene
antineuronale Antikorper. Davon fanden sich alfepelsitiven Befunde innerhalb der

PNS- Gruppe und kein einziger unter den Kontrolldeun der Seren gehérten zu
Patienten der klassischen PNS- Gruppe und die andsiden der nicht- klassischen
PNS- Gruppe.

antineuronal atypische Antikorper

Antineuronal atypische Antikdrper sind insgesanarivial nachgewiesen worden. Drei
der Seren gehdrten zu Patienten der PNS- Gruppar(@h zur klassischen und einmal
zur nicht- klassischen Gruppe). Ein positiver Naelswvurde innerhalb der OND-
Gruppe gefuhrt.
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anti- Yo und anti- CV2 Antikorper

Autoantikdrper zu diesen Antigenen wurden jeweilsrmal nachgewiesen. Alle
positiven Seren gehdrten zu Patienten der PNS- g@rujgweils zwei der Seren zur

nicht- klassischen Gruppe und zwei zur klassischeippe.

anti- SOX 1 Antikorper

Anti- SOX 1 Antikdrper sind insgesamt funfmal naelgesen worden. Drei der

positiven Seren gehdrten zu Patienten der klassisBINS- Gruppe. Jeweils ein Serum

fiel in die nicht- klassische PNS- Gruppe und eimedie OND- Gruppe.

4.5 Vergleich der antineuronal positiven Befunde zwiscén den
verschiedenen Testverfahren

Es gibt genau drei antineuronaler Antikdrper, dia allen Tests nachgewiesen wurden:
es handelt sich dabei um anti- Hu, anti- Ri und-a¥ib/ Purkinjezellzytoplasma
Antikorper. Im Folgenden wird dargestellt, ob miend verschiedenen Tests die
Seropositivitat bei denselben Patienten nachgewieseden sind.

anti- Hu AntikOrper

Antikorper gegen das Hu- Antigen wurden von alleei dlests in denselben elf
Patientenseren gefunden. In der Referenztesturty ala diese Seren als anti- Hu
positiv gewertet worden. Es lag folglich eine vtisdige Ubereinstimmung zwischen

den drei Tests und der Referenztestung fir diesegneaironalen Antikorper vor.

anti- Yo/ Purkinjezellcytoplasma Antikdrper

Antikdrper gegen das Yo- Antigen sind von den Vielessienen Tests unterschiedlich oft
nachgewiesen worden. Der Western Blot von Euroimmvigs drei positive Befunde
nach, dieselben Seren waren auch im IFT und im &e&lot von ravo positiv getestet
worden und in der Referenztestung als positiv getwerorden. Mittels Referenztestung
zeigte sich ein weiterer positiver Befund, diesearwnur von der indirekten
Immunfluoreszenz und vom Western Blot von ravosalsher erkannt worden.

Die Purkinjezellcytoplasmafarbung im IFT st nichfo- spezifisch. Mittels

Immunfluoreszenz wurden zusétzlich zu den drei ebi§efunden noch drei weitere
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anti- Purkinjezellcytoplasma- Antikorper gefundetie drei waren in beiden Western
Blots negativ. In der Referenztestung wurden zweisel Seren als antineuronal
atypisch positiv gewertet und einmal als antinealoegativ.

Die Ergebnisse der Tests stimmen hinsichtlich de &o Antikdrpers also nur

teilweise Uberein.

anti- Ri Antikdrper

Der Western Blot von Euroimmun hat im Gegensataien beiden anderen Tests in
keinem Serum den anti- Ri Antikorper nachgewie&mr. Western Blot von ravo zeigte
zwei positive Befunde an und in der indirekten Inmfhworeszenz war ein positiver
Befund nachgewiesen worden- es handelte sich ddlleedings um drei verschiedene
Patientenseren. Keines dieser drei Seren wurdedeon Referenztest positiv auf anti-
Ri Antikorper getestet. Es gibt keinerlei Ubereimshung fur die Ergebnisse der drei
Tests bezuglich des Nachweises von anti- Ri Anpi&iin.

antineuronal atypische Antikorper

Bei diesen Antikorpern handelt es sich definiti@ms@l3 um Antikorper, die in der
Immunfluoreszenz nachgewiesen worden sind, abelem kommerziell hergestellten
Western Blots keinem spezifischen Antikorper zugmsen werden kénnen. In der
vorliegenden Testreihe sind antineuronal atypisé&mikorper in der indirekten

Immunfluoreszenz insgesamt sechs Mal nachgewiesmden. In diesen Seren ist
mittels Western Blot der Firma ravo genau einmal @intikbrper nachgewiesen
worden, und zwar anti- CV2 Antikdrper, welcher auohder Referenztestung als
positiv diesbeziglich gewertet wurde.

Die restlichen flunf positiven Seren zeigten keigilReaktivitdten im ravo Blot.

Anders verhalt es sich mit dem Western Blot demBiEuroimmun: Hier zeigten sich
in drei der sechs im IFT als antineuronal atypis¢&ikorper getesteten Seren
Reaktivitaten in unterschiedlichen kD- Bereich,séi@varen allerdings nicht positiv bei
der Testung der rekombinanten Antigene Hu, Yo undERes dieser Seren war in der
Referenztestung als antineuronal atypisch posawegtet worden.

In der Referenztestung waren zwei der im IFT pesitiund in beiden Western Blots
negativen Seren als negativ gewertet worden. Begdi ameiteren Seren mit dieser
Konstellation an Resultaten zeigte sich einmalagiti- Synaptophysin- Antikérper und

einmal eine positive Wertung fiir einen fur antirewal atypischen Antikorper.
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antigliale nukleare Antikdrper

Dieser Antikorper ist vom Western Blot von Euroimmunsgesamt zehnmal

nachgewiesen worden. Fiunfmal innerhalb der OND- fiiimfimal innerhalb der PNS-

Gruppe. In der Referenztestung zeigten sich beedi&eren drei positive anti- SOX 1
Antikorper Befunde der PNS- Gruppe und ein weitereerhalb der OND- Gruppe.

4.6 Vergleich der unterschiedlichen Testverfahren

Mittels indirekter Immunfluoreszenz sind in dem hegenden Patientenkollektiv die
meisten antineuronalen Antikérper nachgewiesen gmradjefolgt vom Western Blot
der Firma ravo und mittels Western Blot der Firmardimmun lieRen sich die

wenigsten antineuronal positiven Seren nachweisen.

4.6.1 Vergleich Immunfluoreszenz und Western Blot von Euoimmun

Mittels IFT sind mit 35 von 131 Seren mehr als da@pgo viele positive Seren wie
mittels Western Blot (14/131) nachgewiesen wordddie Sensitivitat der

Immunfluoreszenz ist dementsprechend mehr als dloppéioch (43.3% resp. 20.8%).
Auch bei Auswertung der PNS- Untergruppen ist dems8ivitdt des Western Blots
geringer. Die Sensitivitat der Immunfluoreszenz dgen auf die klassische PNS-
Gruppe betragt 58% resp. 35.5% von Euroimmun umeclenet sich fir die nicht-
klassische PNS- Gruppe auf 30.6% fur die IFT ré&sB% des Western Blots von
Euroimmun.

Wird die Spezifitat der Testverfahren untersuchteieht der Western Blot héhere
Werte: Mittels Western Blot ist kein einziger post Nachweis innerhalb der
Kontrollgruppe gefuhrt worden, dies entspricht ei@pezifitat von 100%. Mittels

Immunfluoreszenz sind sechs antineuronal positivefulBde innerhalb der OND-
Gruppe (5x AGNA und einmal anti- Purkinjezellcytapia) gefunden worden. Die
Spezifitat der Immunfluoreszenz bezogen auf dieamgs Kontrollgruppe betragt
90.6% und sinkt auf 82.4% bezogen auf die OND- Geup
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4.6.2 Vergleich Immunfluoreszenz und Western Blot von rao

Mittels Western Blot sind 21 von 131 Seren als fpogietestet worden, es errechnet
sich daraus eine Sensitivitdat von 31.3%, dieset lisgter der Sensitivitdt der
Immunfluoreszenz. Auch bezogen auch die PNS- Unippgn unterliegt der Western
Blot: fur die klassische PNS- Gruppe zeigt siclegaensitivitdt des Western Blots von
48.8%, wahrend der IFT 58% erzielt. Fur die nidtdéssische PNS- Gruppe errechnen
sich Werte von 16.7% fur den Western Blot von ralies ist nahezu nur halb so hoch
wie die Sensitivitat der Immunfluoreszenz mit 30.6%

Die Spezifitat des Western Blots liegt bei 100% kdan positiver Nachweis innerhalb
der Kontrollgruppe gefiihrt wurde.

4.6.3 Vergleich Western Blot von Euroimmun und Western Bbt von ravo

Die Sensitivitat des Western Blots von Euroimmut gt 20.8% um ein Drittel
niedriger als die Sensitivitat des Western Blots vavo, welche bei 31.3% liegt. Dies
ist auch bei der Analyse der PNS- UntergruppenFadir klassische PNS 35.5% resp.
48.8% von ravo und nicht- klassische PNS 8.3% re8{7% bei ravo.

Die Spezifitaten der beiden Testkits sind identisth100%.
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4.7 Vergleich der Referenztestung mit einzelnen Testv&ahren

4.7.1 Vergleich der Referenztestung mit der indirekten Inmunfluoreszenz

Mittels Referenztestung sind 22.1% aller Seren 12B) als antineuronal positiv
gewertet worden. Zwei dieser Seren gehoéren zu rRatieder OND- Gruppe. Aus
diesen Daten errechnet sich eine Sensitivitat defer@nztestung von 40.3% im
Vergleich zur gesamten PNS- Gruppe. Bezogen aujfedieiligen Untergruppen steigt
die Sensitivitat auf 54.8% fur die klassische PI8dppe und sinkt auf 27.8% fir die
nicht- klassische PNS- Gruppe. Die Spezifitdt defeRenztestung variiert je nachdem
mit welcher Kontrollgruppe verglichen wird von 9% ir die OND- Gruppe zu 100%
fur die gesunden Kontrollen. Fur die gesamte Kdiginappe errechnet sich fir die
Referenztestung eine Spezifitdt von 96.9%.

Mittels indirekter Immunfluoreszenz sind 26.7% al&eren (35/131) als antineuronal
positiv getestet worden. Sechs dieser Seren gelrirdpatienten der OND- Gruppe.
Aus diesen Daten errechnet sich eine Sensitiveairdlirekten Immunfluoreszenz von
43.3% im Vergleich zur gesamten PNS- Gruppe. Bazogef die jeweiligen
Untergruppen steigt die Sensitivitat auf 58% fig KHiassische PNS- Gruppe und sinkt
auf 30.6 % flr die nicht- klassische PNS- Gruppe.

Die Spezifitat der indirekten Immunfluoreszenz ieati je nachdem mit welcher
Kontrollgruppe verglichen wird von 82.4% fur die ON Gruppe zu 100% fur die
gesunden Kontrollen. Fur die gesamte Kontrollgruppechnet sich fur die indirekte
Immunfluoreszenz eine Spezifitdt von 90.6% (AbbABH. 10).

Die indirekte Immunfluoreszenz hat fur die Senggivstets hohere Werte erzielt als die
Referenztestung. Dies trifft sowohl fur die gesamiS- Gruppe zu als auch fir die
beiden Untergruppen klassische und nicht- klassiSeNS einzeln betrachtet. Die
Unterschiede betragen 3%. Beide Tests haben artim&upositive Seren innerhalb der
OND- Gruppe nachgewiesen, die Spezifitat bezogdnale Kontrollen liegt unter
100% und ist fur die indirekte Immunfluoreszenzdniger als fur die Referenztestung,
da im ersteren Test anteilig mehr antineuronal tpesiSeren in der OND- Gruppe
nachgewiesen wurden. Bezogen auf die gesunden dlentrwird jeweils 100%

Spezifitat erzielt.
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4.7.2 Vergleich der Referenztestung mit dem Western Blogon Euroimmun

Mittels Western Blot von Euroimmun sind 10.7% alBaren (14/131) als antineuronal
positiv getestet worden. Alle Seren gehdren zueRtdn der PNS- Gruppe. Aus diesen
Daten errechnet sich eine Sensitivitat des Weddots von 20.8% im Vergleich zur
gesamten PNS- Gruppe. Bezogen auf die jeweiliggrrgruppen steigt die Sensitivitat
auf 35.5% fur die klassische PNS- Gruppe und sanikt8.3% fir die nicht- klassische
PNS- Gruppe. Die Spezifitdt des Western Blots Istgts bei 100%.

Der Western Blot von Euroimmun hat fur die Seng#ivdeutlich niedrigere Werte
erzielt als die Referenztestung. Bezogen auf disamée PNS- Gruppe war die
Sensitivitat des Western Blots nur halb so hochfiiedie Referenztestung (20.8% vs.
40.3%). Dieser groR3e Unterschied findet sich inldetergruppe der nicht- klassischen
PNS wieder: hier betragt die Sensitivitdt des WesBiots weniger als ein Drittel der
Sensitivitat der Referenztestung (8.3% vs. 27.89% Sensitivitdt bezogen auf die
klassische PNS ist auch niedriger als die der Re#testung, hier ist der Unterschied
nicht ganz so grol3 (35.5% vs. 54.8%). Die Spetifles Western Blots erreicht 100%
und ist damit hoher als die Spezifitat der Refetestang mit 96.9%.

4.7.3 Vergleich der Referenztestung mit dem Western Bloton ravo

Mittels Western Blot von ravo 16% aller Seren (&l/lals antineuronal positiv getestet
worden. Alle Seren gehéren zu Patienten der PNSpgi&. Aus diesen Daten errechnet
sich eine Sensitivitat des Western Blots von 31liB%4/ergleich zur gesamten PNS-
Gruppe. Bezogen auf die jeweiligen Untergruppeigsthe Sensitivitat auf 48.8% fur
die klassische PNS- Gruppe und sinkt auf 16.7%ligimnicht- klassische PNS- Gruppe.
Die Spezifitat des Western Blots liegt stets beél%0

Der Western Blot von ravo hat fir die Sensitivigzogen auf die gesamte PNS-
Gruppe niedrigere Werte erzielt als die Referemazbtegsmit ihren 40.3%. Dies gilt auch
fur die Untergruppen klassische (48.8% vs. 54.8%g) nicht-klassische PNS (16.7%
vs. 27.8%). Die Spezifitdt des Western Blots ehtel®0% und ist damit hdher als die
Spezifitat der Referenztestung mit 96.9%.
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Abb. 9: Spezifitat der einzelnen Testverfahren bezogemi@ugesamte Kontrollgruppe
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Abb. 10:Sensitivitat der einzelnen Testverfahren bezogénli@ gesamte PNS- Gruppe
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5 Diskussion

Antineuronale Antikorper haben eine maRige Serkiti(50-60%) und eine hohe
Spezifitat (95-98%) in der Diagnostik eines pargastischen neurologischen
Syndroms [Moll et al. 1990, Blaes 2002]. Bereit®4.9ab es eine Konsensuskonferenz
zur Detektion antineuronaler Antikdrper. Die indit® Immunfluoreszenz und der
Western Blot wurden als primare Testsysteme fir Siehe von antineuronalen
Antikorpern bei paraneoplastischen neurologischgnd®men deklariert. Damals
beklagten die Autoren den Mangel an Studien zursiemét oder Spezifitat der
unterschiedlichen Testsysteme [Moll et al. 19994t 2004 gibt es Diagnosekriterien
und die Autoren mussen weiterhin einraumen, dassStidienlage zu standardisierten
Methoden fur den Nachweis der onkoneuronalen Anpig unverandert durftig ist
[Graus et al. 2004]. Sie empfehlen weiterhin diewsdung von Immunhistochemie
und Western Blot mit rekombinanten Proteinen unssem um die Einschrankungen der
Methoden. Uberraschenderweise wurde die Diagnastikeiner Kombination beider
Methoden seitdem kaum untersucht.

Die vorliegende Arbeit evaluierte daher die Komhkima der indirekten
Immunfluoreszenz auf Primatenkleinhirn, Primatefipion, Primatendarm und HEp-2
Zellen und Western Blot mit rekombinanten Proteined mit Antigen- Extrakten aus
Primaten- Kleinhirn zum Nachweis von antineuronaemoantikorpern bei PNS.

Bei den Einzelverfahren hat die indirekte Immunfeszenz im Vergleich zu den
beiden Western Blot Kits flr den Nachweis von agiimonalen Antikbrpern mit 43.3 %
die hoéchste Sensitivitat erzielt, d.h. die Methbde innerhalb der Patientengruppe der
Paraneoplasien die meisten antineuronalen Autdgampek nachgewiesen. Der
Unterschied zu den anderen beiden Verfahren isthitiezh, mittels Immunfluoreszenz
sind mehr doppelt so viele seropositive Patien8%) gefunden worden wie mit dem
Western Blot Testkit des Herstellers Euroimmun (14) Vergleich zum Western Blot
des Herstellers ravo (21) ist ein Drittel mehr rggskiesen worden.

Die hochste Sensitivitat lasst sich innerhalb degagnten PNS- Gruppe (43.3%) sowie
den beiden Untergruppen aus klassischen (58%) ioind kiassischen Paraneoplasien
(30.6%) errechnen. Unter den nachgewiesenen antin@en Autoantikbrpern finden

sich gleichermal3en welche, die in die Kategori¢ @harakterisiert” oder “teilweise
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charakterisiert” fallen [Leitlinien zu Paraneopisshien Neurologischen Syndromen der
Deutschen Gesellschatft fiir Neurologie].

Damit konnten wir in der vorliegenden Studie zeigedass die indirekte
Immunfluoreszenz als Verfahren mit der hochstensfigitat sehr gut zum initialen
Screenen auf antineuronale Autoantikorper bei Mgrtdauf eine paraneoplastische
Atiologie eines neurologischen Syndroms geeigrietNist diesen Daten unterstiitzen
wir die bereits 1995 auf einem Workshop geford¥idegehensweise [Moll et al. 1995].
Diese Leitlinien sind bisher allerdings kaum mitlid@n Studienergebnissen belegt
worden [Graus et al. 2004].

Ein Screeningverfahren sollte aus mindestens zwénden eine hohe Sensitivitat
aufweisen: Zum Einen ist es aus diagnostischen d&rinvichtig. In Abb. 1 wird die
Schlusselposition der Autoantikérperdiagnostik adich. Eine hohe Sensitivitat ist
dabei erforderlich um so viele seropositive Pasienwvie moglich innerhalb des
jeweiligen Patientenkollektivs zu finden. Das ist insbesondere im ersten Schritt
wichtig, weil sonst die Differenzialdiagnose eingraneoplastischen Atiologie nicht
gestellt wird, die weitere Evaluation dahingeherahinerfolgt und es zu (vielen zu dem
Zeitpunkt noch) unerkannten Fallen von Malignomimrén kann.

Ein Beispiel hierfir haben wir innerhalb unseregeaen Patientenkollektivs gefunden:
die initiale Vorstellung der 60-jahrigen Patienterfolgte zur Abklarung einer
Polyneuropathie und bei der Aufarbeitung dersek@amte mittels Immunfluoreszenz
ein Purkinjezellplasma- Autoantikdrper im Serum hgewiesen werden. In den
Bestatigungstests mittels Western Blot konnte weeeravo noch bei Euroimmun eine
Bande nachgewiesen werden, der Purkinjezellantégtonar auch nicht spezifisch fur
den anti- Yo Antikorper. Die Polyneuropathie wurdementsprechend nicht als
paraneoplastisch eingestuft. Mehr als drei Jahéespwird bei der Patientin ein
Schilddrisen-Karzinom diagnostiziert, an welcheenaperiert wird. Retrospektiv muss
die Polyneuropathie damit als nicht-klassischespaoplastisches Syndrom gewertet
werden. Diese Einordnung ist nur mittels indirekimmunfluoreszenz gelungen, und
nicht mit den Verfahren des Western Blots, beideehasich als nicht sensitiv genug
erwiesen, da das zugrundeliegende Antigen eber baltannt ist. Die Diagnose des
Schilddrusen-Karzinoms erfolgte nach Abschluss Datenerhebung, der Fall kann
somit nur als Anmerkung dienen und findet sich niolder Statistik wieder.

Zum anderen ist die Verwendung eines sehr sensifiestverfahrens zum Screenen

aus wissenschaftlichen Grinden wichtig um neueneautonale Autoantikdrper zu
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finden. Hierfur eignet sich die indirekte Immunfleszenz sehr gut: durch den
parallelen Einsatz von verschiedenen Substraten Rramatengeweben (z.B. Darm,
Grof3hirn, Kleinhirn) und von humanen Larynxepitbsizellen entsteht eine reiche
Quelle von madglichen onkoneuralen Antigenen. Die gefundenen antineuronalen
Antikorper wirden gemafR den Kriterien fur die Eiloteg in "gut charakterisiert” und
“teilweise charakterisiert” in letztere Gruppe dallund damit mdglicherweise zur
Diagnose eines nicht-klassisches PNS fiihren. Alichdiese Untergruppe der nicht-
klassischen Paraneoplasien hat die indirekte Imimorg@szenz die héchste Sensitivitat
erzielt.

Aber selbst wenn im IFT kein onkoneuraler Autoaiger nachgewiesen worden ist,
kann der klinisch tatige Arzt daraus weitere diagische Schritte ableiten. Bei fast
einem Viertel der Seren (24%) unseres Patientegiitols (23/96), die antineuronal
negativ getestet worden sind, haben wir Antikorpggrgen andere Strukturen
nachgewiesen, darunter vorwiegend ANA positive &efer IFT auf HEp-2-Zellen
erfasst nahezu alle Spezifitaten der ANA. Mit démn wverden der Antikdrper-Titer und
das Immunfluoreszenz-Muster bestimmt. Das Immumélspenz-Muster liefert erste
orientierende Hinweise auf die Lokalisation deslaiggens und auf die zu Grunde
liegende Autoimmunerkrankung. ANA sind kennzeichthdir die Krankheitsgruppe
der Kollagenosen (z.B. SLE, medikamenteninduzieter Sharp-Syndrom, CREST-
Syndrom, Dermatomyositis, Polymyositis, Sklerodermiheumatoide Arthritis) aber
auch fur verschiedene organspezifische Autoimmuaakungen (z. B. chronisch
aktive Autoimmunhepatitis).

Die hohere Antigendichte im Vergleich zu den beitléestern Blot Kits wirkt sich in
diesem Zusammenhang als Vorteil aus: fir die Diagko unklarer
Autoimmunphanomene ist die indirekte Immunfluoregzédesser geeignet, da die
Suche nicht auf einige wenige Autoantikdrper ligntiist, wie das beim Western Blot
der Fall ist. Beim Hersteller ravo kommt diese @ate noch mehr zum Tragen, da hier
ausschlief3lich rekombinante Antigene verwendet arerd

Dies kann neben der wissenschaftlichen auch eiaee Klinische Bedeutung haben
[Tschernatsch et al. 2005]. Die Arbeitsgruppe keneine klinisch abgrenzbare
Subgruppe (vorwiegend sensorische Polyneuropatiiemit Lungen- Ca assoziiert,
haufiger mit Mamma- Ca assoziiert und ohne ZNS-eligting) auch immunologisch
naher charakterisieren: bei den Patienten konnégmekantineuronalen Autoantikérper

nachgewiesen werden, sie waren jedoch alle ANA tipogetestet worden. Sie
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zeichneten sich durch andere zugrunde liegende fleunorad einen gunstigeren Verlauf
aus (als die ANA negativ getesteten Patienten)s®iBefunde sind ausschlief3lich im
IFT erhoben worden und wéren nur beim Testen mgraispeziellen Western Blot Kit
fur ANAs aufgefallen.

Die Spezifitdt der indirekten Immunfluoreszenz ier dvorliegenden Studie liegt bei
90.6%. Bei der Berechnung dieses statistischen é&/espielt der Nachweis von
antineuronal positiven Seren innerhalb der Korgrapppen die entscheidende Rolle.
Mittels IFT ist innerhalbo der OND- Gruppe funfmalerd antigliale nukleare

Autoantikdrper und einmal ein anti-Purkinjecellgyimsma- Antikbrper nachgewiesen
worden. Andere Autoantikorper sind nicht nachgewamesorden. Mittels Western Blot

sind in keiner der beiden Kontrollgruppen seropesiBefunde erhoben worden. Der
Western Blot erzielte demnach mit 100% stets eiridele Spezifitat als die

Immunfluoreszenz. Betrachtet man allerdings nur diesi respektive sechs

Autoantikdrper, die mittels der beiden Kits im Wast Blot laut Herstellerangaben
nachweisbar sind (anti-Hu, anti-Yo, anti-Ri, antaManti-Amphiphysin und anti-CVv2

Antikorper), lagen eigentlich gleiche Spezifitateor, denn im IFT sind keine dieser
Autoantikdrper in den beiden Kontrollgruppen nachigsen worden. Diese Ergebnisse
sind damit ein Beispiel fiur die enge Verknupfungsolien Spezifitdt und Sensitivitat:
die Immunfluoreszenz hat die héhere Sensitivitateirund die Spezifitat ist niedriger

ausgefallen als bei den beiden Western Blot Kitsi. d&r Referenztestung verhélt es
sich &hnlich: Die Sensitivitat ist niedriger al®e dbensitivitdt der Immunfluoreszenz,
aber die Spezifitdt ist hoher als die der Immuntsaenz. Diese Werte fur die
Referenztestung entstehen dadurch, dass in ihremeclB®aungen auch die

Testcharakteristika der beiden Western Blots besigbkigt sind. Diese erzielten jeweils
niedrigere Sensitivitaten und héhere Spezifitaterdee Immunfluoreszenz.

Betrachtet man diese sechs antineuronal positiedariBle innerhalb der OND- Gruppe
in der Immunfluoreszenz im Einzelnen, stellen westf dass zwei davon im

Referenztest ebenfalls als positiv gewertet wurd&in. Serum zeigte im IFT einen

antiglialen nuklearen Antikorper, dieses wurde ar Referenztestung als anti- SOX1
positiv gewertet. Ein anti- Purkinjecellcytoplasmaositives Serum wurde im

Referenztest als antineuronal atypisch gewertet andh im Western Blot von

Euroimmun zeigten sich unspezifische Bindungen énsehiedenen kD- Bereichen.
Diese beiden Félle zeigen, dass diese seropositBafnnde innerhalb der OND-

Kontrollgruppe zwar die Spezifitat der Immunfluaresz senken, aber gleichzeitig
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wichtige Informationen liefern fur die Evaluationnes neurologischen Syndroms
hinsichtlich einer paraneoplastischen Atiologiee®in seropositiven Befund wird der
anfordernde Arzt in seiner Wahl des Beobachtungsazenes und bildgebender
Verfahren fiur das mogliche Auftreten eines Maligsonberlcksichtigen. Ein
entsprechendes Beispiel haben wir oben bereits deit an einem Schilddriisen-
Karzinom erkrankten Patientin aufgefihrt.

Aufgrund der jeweiligen Testcharakteristika solltke genaue Reihenfolge und
Priorisierung bei der Anwendung der einzelnen Tex$hren wohliberlegt sein. Die
einzelnen Befunde haben eine Fehlerquote, die beiwkiteren Vorgehensweise
bertcksichtigt werden muss. Die Spezifitdt hangt alben bereits dargestellt sehr von
der Auswahl der Kontrollgruppen ab. Es gibt Arbgitgopen, die ausschlief3lich
gesunde Blutspender als Kontrollgruppe favorisiaren die Testeffizienz zu steigern
[Ulvestad et al. 2000]. Zum einen lassen sich dawar Testcharakteristika besser
miteinander vergleichen und der Studienaufbau ugegebenermalRen einfacher. Dies
wuirde allerdings nicht dem klinischen Alltag entsgren. Hier geht es ja vorwiegend
darum, Patienten mit neurologischen Symptomen ¢hitigth einer paraneoplastischen
Atiologie zu evaluieren. Bei gesunden Personen olvialignom und ohne
neurologische Defizite besteht keine NotwendigkB#sts auf das Vorliegen von
paraneoplastischen neurologischen Autoantikdrperahdufihren.

In unserer Arbeit konnten wir zudem zeigen, dasadge das Testen gegen Patienten
mit anderen neurologischen Erkrankungen die Spéizifies IFT senkt. Innerhalb der
OND-Gruppe fanden sich mittels IFT sechs positivefuBde. Mittels Western Blot
fanden sich keine seropositiven Befunde. Betraehtetir fir den IFT den Vergleich
zwischen nicht- klassischen PNS und OND konntemekestatistisch signifikanten
Daten erhoben werden. Hier darf der IFT nicht atgiges Testverfahren angewendet
werden, sondern der Vergleich zwischen nicht- kiaben PNS und OND und
erfordert ein zweites Testsystem.

Die indirekte Immunfluoreszenz ist ein etabliert¥erfahren und stellt in der
Autoantikdrperdiagnostik der Rheumatologie die Igsié Methode zur initialen
Evaluation dar. Als Substrat wurde friher haufiggdlzergewebe benutzt, mittlerweile
hat sich HEp2- als Substrat durchgesetzt und tgltGoldstandard [Jaskowski et al.
1996]. HEp2 ist sensitiver fir den Nachweis von ANAd des weiteren exprimieren
Nagetiere kein Ro (SS-A) Antigen [Forslid et al.94R Ahnliches gilt fur die
paraneoplastischen neurologischen Syndrome, dist@mefArbeitsgruppen benutzen die
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humanen Larynxepitheliomzellen als Substrat: disd auf einer Glasflache fixiert
und ermoglichen damit die Abgrenzung der zellulaxem subzellular gelegenen
Strukturen. Es wird empfohlen die Fixierung mit fwevornehmen zu lassen, weil die
Verwendung von Ethanol oder Methanol das Ro (SSAjigen aus ihrer Bindung
l6sen kann [Kavanaugh et al. 2000].

Weitere Aspekte, die es bei der Verwendung derretitn Immunfluoreszenz zu
bertcksichtigen gilt, hangen vor Allem mit dem Meid der Semiquantitat zusammen.
Die Auswertung erfordert qualifiziertes Personad ust zeitaufwandig, obwohl die
Methode per se aufgrund der Materialkosten alstgjiegzustufen ist. Die Ergebnisse
variieren je nach Lichteinfluss/ Tageszeit wahreled mikroskopischen Auswertung,
kénnen durch die Hintergrundaktivitat verfalschtrelen, und es ist nicht mdglich sie zu
konservieren bei nur begrenzter Leuchtkraft der imfluoreszenz [Kern et al. 2000].
Aufgrund der semiquantitativen Auswertung ist dielitekte Immunfluoreszenz nur
bedingt der Automatisierung zuganglich. Eine dengsArbeitsgruppe in Leipzig hat
sich mit dieser Herausforderung befasst und einglinhierweise vielversprechende
Computersoftware entwickelt: Reprasentative Musterden von einem Operator mit
einer Digitalkamera aufgenommen und an den Comgpibermittelt. Mithilfe einer
geeigneten Software lassen sich daraus charaldehist Merkmale dieses Musters
ermitteln und im System speichern. Das System kaamn nach vorheriger
Klassifikation die wichtigsten Muster zwischen pvgn und negativen Seren
unterscheiden. Das konzipierte Computerprogramml swch Angaben der
Arbeitsgruppe als Vorstufe beim Untersuchen deirpeén Gewebe fungieren und
danach soll eine differenzierte Auswertung durchlifjmiertes Personal erfolgen [Sack
et al. 2003].

Unabhangig von diesen verfahrensspezifischen Mddmmianangelt es auch an einem
klaren Protokoll zur Aufbereitung der Gewebe, Vening der Proben und weiteren
Aspekten. Es resultieren daraus methodische Uiiede zwischen den Studien, deren
Einfluss auf die Resultate und die diagnostischena@igkeit des untersuchten
Verfahrens schwer bis kaum zu beurteilen sind.

Die Arbeitsgruppe um Kern hat in einer Studie digsgerschiede bei der Verwendung
der indirekten Immunfluoreszenz untersucht [Kern adt 2000]. Dabei wurden
antinukleare Autoantikorper mittels indirekter Immiluoreszenz nachgewiesen, einmal
mit HEp-2- Zellen als Substrat und einmal mit Raltber und das jeweils in zwei

unterschiedlichen Laboren und unterschiedlichenaMé#itern am Mikroskop. Die
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generelle Ubereinstimmung der Beurteilung der ANAiskér betrug (nur) 50% und lag
bei etwa 70% wenn man ausschliel3lich zwischen ssitiyen und seronegativen
Befunden unterschied. Wenn man die Auswertung déA-AMuster auf dem gleichen
Substrat (hier auf HEp-2) verglich, kam man zu eldbereinstimmung von 86.5%. In
diesen Werten spiegelt sich die Semiquantitat wider

Auf dem letzten Workshop zum Thema des Nachweisas paraneoplastischen
antineuronalen Autoantikodrpern ist beschlossen amralass die initiale Suche nach
neuen Autoantigenen eigentlich mit humanem cerebr&ewebe erfolgen sollte [Moll
et al. 1995]. Mit der Frage nach dem richtigen $uabsbeschéaftigten sich bereits
mehrere Arbeitsgruppen. Eine italienische Arbeiupge verglich mehrere
immunhistochemische Methoden und fand heraus, dissIFT mit gefrorenen
Nagetier- Cerebellum- Schnitten als Substrat diechbi® Sensitivitat erzielte.
Gleichzeitig zeigten sie Nachteile der anderen &tedn: unter anderem konnte der
anti- GAD- Antikérper nur mittels Avidin- Biotin- nhmunperoxidase Methode
nachgewiesen werden [Nano et al. 2003].

In der vorliegenden Arbeit verwendeten wir ein Ndogie Mosaik der Firma
Euroimmun fur die indirekte Immunfluoreszenz. Hieird eine Kombination aus
verschiedenen Substraten parallel eingesetzt: FRnkigin  und -grof3hirn,
Primatennerven, Primatenrtiickenmark, -pons und -destipppen, des weiteren Leber,
Darm und Pankreas des Affen. Im gleichen Testansatden auch HEp2-Zellen mit
Patientenserum inkubiert. Diese Kombination an 8aten ermoglicht eine
Abgrenzung der vorliegenden Antikdrper. Liegen Adtper gegen die Antigene Hu
und Ri vor, zeigen nahezu alle Neuronenkerne desnKirns und Grol3hirns eine
granuldre Fluoreszenz. Mit dem Darmsubstrat lagdt gwischen diesen beiden
Antikorpern differenzieren: Anti- Hu- Antikérper agieren im Darm mit den
Zellkernen des Plexus myentericus, anti- Ri- Anfilgd dagegen nicht. Durch den
Einsatz von Primatenkleinhirn und Primatenleberr ddlép2- Zellen kann eine sichere
Abgrenzung von Antikdrpern mit neuronaler SpeZzifité#i anderen Autoantikérpern,
insbesondere zu ANA im gleichen Testansatz erfolgmoreszieren die Kerne oder
das Cytoplasma aller Zellen eines Reaktionsfelsiegnthalt die Probe Autoantikérper
gegen Zellkerne, Mitochondrien oder andere Zelthadteile.

In einer weiteren Studie liel3 sich der Antikbérpeggn Amphiphysin mit verschiedenen
Substraten in zwei Immunfluoreszenzen unterschiledjut nachweisen. Als Vergleich

diente ein Immunoblot, mit welchem neun seroposiBefunde erhoben worden waren.
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Mittels IFT auf humanem Cerebellum liel3 sich dertikdrper in der Ublichen
Serumverdinnung nicht nachweisen, dies gelangbeishoherer Serumkonzentration
in acht von neun Fallen. Bei der Verwendung vorntdtaCerebellum und der Avidin-
Biotin- Immunoperoxidase Methode zeigte sich ema®: neun Seren positiv. Die
Autoren schlussfolgern daraus, dass die optimataunhistochemische Methode sich
von Autoantikorper zu Autoantikorper unterscheidatl ggf. auch von den ublichen
Untersuchungsprotokollen abgewichen werden mus# [8aal. 1999]. Allerdings
entwickelte kein einziger dieser seropositiven étdaén die entsprechende Klinik eines
Stiff- Man- Syndroms und es lag auch keine statsi Korrelation zu den jeweiligen
Tumoren oder dem PNS vor. Dies kann mit der niedrig<onzentration der
nachgewiesenen Autoantikdrper zusammenhangen.t8draim anti- Hu- Antikdrper
ist gezeigt worden, dass niedrige AutoantikdrpeiterTwahrscheinlich kein PNS
bedeuten [Dalmau et al. 1992].

Gleiches gilt fur den Nachweis von antinukle&rentikdrpern mittels indirekter
Immunfluoreszenz. ANA mit geringen Titern, welchelypeaktiv sind und der IgM-
Klasse angehéren, kommen vor Allem bei nicht an 8tiankten Patienten vor [Tan
et al. 1997]. Die indirekte Immunfluoreszenz aufriamen Larynx- Epitheliomzellen
besitzt mit >90% eine hohe Sensitivitat fir ANA Néamaugh et al. 2000, Ulvestad et al.
2000] und gilt deswegen als sehr gute Screeninghddie fir den Nachweis von ANA
[Tan et al 1997]. Eine Sensitivitdt von 100% karinb Testen auf ANA nie erreicht
werden, da nicht alle an systemischem Lupus erydheses erkrankten Patienten
antinukleare Antikorper aufweisen. Die Spezifit&asdANA Nachweises im IFT ist
wiederum mit 49% gering [Bonilla et al. 2007], datiaukledre Antikdrper zum Einen
bei Gesunden nachweisbar sind und zum Anderen lageicanderen Erkrankungen als
SLE auftreten [Ubersicht in Kavanaugh et al. 2008hch Ermitteln der hohen
Pravalenz von ANA unter der gesunden Bevolkerungsteu der Cut- off in der
Immunfluoreszenz zur Trennung zwischen seroposithd seronegativ geandert
werden: von initial 1:40 ist er auf 1:160 angeholbesrden. Damit wollte man die
Klinisch nicht relevanten positiven Befunde ause®dn und hatte hierfir
entsprechende Daten in vorhergehenden Studien@&rthob

Ahnliches Vorgehen wahlte eine italienische Arlmgitppe [Tampoia et al. 2010]. Sie
hat die Genauigkeit von Labortests fur den Nachweis antineuronalen Antikorpern
untersucht. Verglichen wurden jeweils die Testesghaften und Spezifitdten und

Sensitivitaten der indirekten Immunfluoreszenz agéfrorenen Schnitten von
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Primatenkleinhirn mit einem Western Blot Kit unsh@m Line Blot Kit. BezUglich der

Immunfluoreszenz wurden verschiedene Verdiunnungeersucht und schlussendlich
1:100 gewahlt, weil hier der beste Ausgleich zwesthSpezifitdt und Sensitivitat
vorlag. Mittels Western Blot lieRen sich Autoantigér gegen die Antigene Hu, Ri und
Yo nachweisen. Die Blotstreifen waren vorgefertigiit aufbereiteten Antigen-

Extrakten aus Primatencerebellum und zuséatzlichrekbmbinanten Antigenen. Der
Line Blot erméglichte den Nachweis von IgG Antikérp gegen sechs Antigene
(Amphiphysin, Ma2/Ta, Ri, Yo, Hu und CV2). Die Auém errechnen nach
Auswertung ihrer Versuchsreihe mit insgesamt 142eR@n (38 Patienten mit PNS
und 104 Kontrollpatienten) die hochste Sensitivitédl Spezifitat fir den Line Blot. Sie
schlussfolgern daraus, dass der Line Blot die M#ghder Wahl sein sollte fir das
Suchen von paraneoplastischen antineuronalen Alitogmern. Diese Aussage kann
aufgrund der festgelegten Antigene und damit leniéin Anzahl derselben auf dem
Line Blot nicht unterstitzt werden, sie vernachifissdas Problem der bisher
unerkannten onkoneuralen Antigene. Desweiteren taeigsich Unstimmigkeiten

bezuglich der Western Blot Resultate. Nicht allesifpgen Befunde zeigten

gleichermal3en Reaktivitaten mit den rekombinanted extrahierten Antigenen, wie
eigentlich fur einen positiven Befund gefordert iBie Autoren kommentieren dies

leider nicht weiter in ihrer Arbeit.

Die Arbeitsgruppe um Ulvestad wahlte bei einer iélwein Fragestellung einen anderen
Ansatz und legte dazu ihre umfangreichen Uberlegnngdar. Sie untersuchten die
Testgenauigkeit und —eigenschaften von untersdblesii Testssystemen hinsichtlich
des ANA- Nachweises und der damit verbundenen \fedybarkeit eines SLE oder
Sjogren- Syndroms und verglichen diese miteinanderwendet wurden eine indirekte
Immunfluoreszenz und indirekte Immunperoxidase eiveils HEp2-Zellen und
Mausnhierengeweben sowie zwei ELISAs. Hierzu wundgiéal ein cut-off-level mit
hoher diagnostischer Spezifitit gewahlt. Im nachsg&chritt wurden die Tests
miteinander verglichen und die Sensitivitdt bei sdim cut-off evaluiert. Daran
schlossen sich die weiteren Berechnungen von $eté&iund Spezifitat bei gednderten
cut-off-levels an. Absinken des cut-offs flhrte ®inem Anstieg des positiven
Vorhersagewertes. Die Autoren konnten daran zeigereng diese beiden statistischen
Parameter miteinander verknipft sind. AuBerdememntieren sie die ROC Methode
(Receiver Operating Characteristics) als Moglichltendierte statistische Vergleiche
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zwischen Testverfahren und das unabhangig von Moseaeinlichkeiten und decision
bias zu fuhren [Ulvestad et al. 2000]. Der IFT mHEp2- Zellen zeigte die hochste

Sensitivitat fir die Vorhersage eines SLE.

Beim Vergleich der beiden Western Blot Kits sindder vorliegenden Studie grofie
Unterschiede gefunden worden. Die jeweils bere@m@&pezifitdten liegen bei allen
durchgefuhrten Vergleichen bei 100%, d.h. in keinemtersuchten Serum der
Kontrollgruppe war von einem der beiden Westernt Blibs ein antineuronal positiver
Nachweis gefuhrt worden. Differenzen zeigen sictitggt durch die unterschiedliche
Anzahl an positiv gestesteten Seren der einzelagierRengruppen bei der Sensitivitat.
Der Western Blot des Herstellers Euroimmun erzigltegchweg eine niedrigere
Sensitivitat als der Western Blot der Firma ravwo.der Gruppe der Paraneoplasien
haben wir mittels Western Blot der Firma Euroimmuosgesamt 14 von 67 positive
Seren gefunden (daraus berechnete Sensitivita®a)0.8ohingegen mittels ravo 21
positive Seren gefunden wurden mit einer Sensitivibn 31.3%. Die Sensitivitat steigt
bei beiden Kits wenn es um die Differenzierunglaskische Paraneoplasien auf 35.5%
bei Euroimmun respektive 48.4% bei ravo und sinkhmman ausschliel3lich die Seren
der nicht- klassischen Paraneoplasien betrachte8.8% respektive 16.7%. Damit
konnten wir in dieser Studie erstmals zeigen, dasdVestern Blot des Herstellers ravo
fur den Nachweis von antineuronalen Autoantikorpgensitiver ist als der Western
Blot des Herstellers Euroimmun.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch untersuchtcher AutoantikGrper wie oft
nachgewiesen wurde und damit zur Steigerung desitBetdit des jeweiligen Western
Blots beitrdgt. Beide Western Blots haben dieselbf#nanti- Hu positiven Seren
gefunden, dies wurde auch in der Referenztestustiitigt. Der anti- Ri Antikorper
wurde vom Western Blot des Herstellers Euroimmun kénziges Mal nachgewiesen,
vom Western Blot des Herstellers ravo insgesamimuale allerdings zeigte sich keine
positive Wertung in der Referenztestung. Der avit- Antikbrper wurde von beiden
Western Blot Kits in denselben Seren nachgewiesehvwon der Referenztestung als
positiv gewertet, hinzu kommt ein weiterer Befumalcher nur vom Western Blot des
Herstellers ravo als solcher erkannt wurde. Dieteven seropositiven Befunde des
Western Blots des Herstellers ravo betreffen affi/2 und anti- Amphiphysin
Antikorper. Mit genau diesen Befunden erzielt rafim sein Testkit eine hohere

Sensitivitat als Euroimmun. Der Western Blot von rddonmun weist zwar
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hochspezifisch anti- Hu und anti- Yo Antikorper haaber findet zum Einen nicht alle
seropositiven Befunde diesbezlglich und zum Andsered obige bei ravo zusatzlich
vorhandenen Autoantigene nicht im Testkit enthalten

Die verwendeten Substrate unterscheiden sich abeh: ravo handelt es sich
ausschlief3lich um rekombinante Antigene, wahrendebeoimmun neben eben diesen

auch zusatzlich Vollantigen (natives Primatencdtelry zum Einsatz kommt.

Betrachtet man allerdings die Herstellerangabend sioch weitere Aspekte zu
bertcksichtigen. Euroimmun verspricht eine hohez8ip@ und bietet die qualitative

Bestimmung der drei haufigsten humanen antineueonalutoantikérper der

Immunglobulinklasse 1gG gegen die Autoantigene Ma,und Ri an. Der Hersteller

mochte seinen Test als Bestatigungstest fur pesiResultate aus der indirekten
Immunfluoreszenz verstanden wissen. Aul3erdem istSidstrat ein Vollantigen aus
Primatencerebellum und bietet demnach, Uber digeobibekannten Autoantigene
hinaus, ein Spektrum bisher unbekannter potenti@lileoantigene. Bei drei von sechs
Seren, bei denen in der indirekten Immunfluoreszenttineuronale atypische

Autoantikdrper nachgewiesen worden waren, zeigiem isn Western Blot der Firma

Euroimmun Reaktivitdten, die keinem der bisher bekan Antigene zugeordnet
werden konnten. Bei ravo waren in diesen drei Rélleine Reaktivitaten sichtbar. In
einem dieser sechs Félle lie3 sich mittels WesBton der Firma ravo ein anti-CV2

Autoantikdrper detektieren, wahrend bei Euroimmuwein& Bande und auch keine
unspezifischen Reaktivitdten im Western Blot erscan. In der Referenztestung war
dieses Serum als anti- CV2 positiv gewertet worden.

Betrachtet man die im Western Blot von Euroimmus ahspezifisch deklarierten

Befunde, so zeigt sich auch hier mehrheitlich eiagative Bewertung dieser Seren in
der Referenztestung. Innerhalb der OND- Gruppe @murder Seren mit unspezifischen
Farbungen nachgewiesen, nur eines davon wurde ndilsearonal atypisch in der

Referenztestung gewertet. Innerhalb der PNS Grupgeen von 14 unspezifischen
Befunden nur sechs als positiv im Referenztest gewveiorden (dreimal antineuronal

atypisch positiv, zweimal anti-CV2 positiv, einnaalti- Synaptophysin positiv).

In der vorliegenden Studie konnte der Western Biot Euroimmun die eigenen
Vorgaben nur teilweise erfullen. Als mdglicher Bggjungstest hat er weniger als die

Halfte der im Immunfluoreszenz seropositiven Befindrkannt (35 seropositive
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Befunde im IFT vs. 14 seropositive Befunde im Westglot). Bezogen auf die PNS-
Gruppe mit 29 seropositiven Befunden spielen diggkalen nuklearen Antikorper (5
von 29) und die antineuronal atypischen Befunderdf 29) die Hauptrolle bei der
Diskrepanz zwischen Immunfluoreszenz und fehlentiawhweis im Western Blot von
Euroimmun. Von diesen elf seropositiven Befundenrden sechs in der
Referenztestung als antineuronal positiv gewedle¢r nur bei drei von ihnen zeigten
sich unspezifische Banden im Western Blot von Eanmoun. Von den finf AGNA
positiven Befunden in der Immunfluoreszenz zeigieh sm Western Blot von
Euroimmun keine einzige (unspezifische) Bande, dlieser Seren wurden in der
Referenztestung als anti- SOX1 positiv gewertet.n Vden sechs antineuronal
atypischen Befunden in der Immunfluoreszenz wurden Western Blot von
Euroimmun drei unspezifische Banden gefunden uadrargative Befunde erhoben. In
der Referenztestung wurden vier dieser sechs Sdseantineuronal positiv gewertet
und zwei als antineuronal negativ eingestuft. AuchVergleich mit der indirekten
Immunfluoreszenz muss der Hersteller Euroimmun s@festern Blot Testkit
verbessern und zwar dahingehend, dass mehr amdive@arAntigene herausgearbeitet
werden, die Sensitivitat entsprechend steigt unditdendglicherweise die Werte der

Immunfluoreszenz erreichen.

Der Western Blot von ravo stellt nach Herstelleed@n hingegen eine Alternative zur
indirekten Immunfluoreszenz dar. Dies ist nach werseUntersuchungen in einem
groBen und reprasentativen Patientenkollektiv nidetr Fall. Mittels indirekter
Immunfluoreszenz ist immer eine hohere Sensitiétatelt worden (43.3% vs. 31.3%).
Der Western Blot von ravo ermdglicht den Nachwe@n vsechs antineuronalen
Autoantikdrpern, davon konnten wir in unserem PRaépkollektiv nur funf
nachweisen. Es wurde Kkein anti-Ma2 positives Sergefunden. Mit der
Immunfluoreszenz sind innerhalb der PNS- Gruppes@@positive Befunde erhoben
worden resp. 21 seropositive Befunde mittels Was&iot von ravo. Ahnlich dem
Vergleich zwischen den seropositiven Befunden in ldemunfluoreszenz und dem
Western Blot des Herstellers Euroimmun spielen atnér die AGNA- und
antineuronal atypischen Antikérper die Hauptrolon funf AGNA positiven
Befunden im IFT, fand sich im Western Blot kein ijtger Befund, drei davon wurden
als anti-SOX1 positiv im Referenztest gewertet. \den sechs antineuronal atypischen

Befunden erkannte der Western Blot korrekterweisenal den anti-CV2- Antikdrper
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und zwei negative Befunde, welche genauso auchdesnReferenztestung gewertet
wurden. Die drei im Western Blot negativen Befunderden in der Referenztestung
zweimal als antineuronal atypisch positiv geweuted einmal als anti- Synaptophysin
positiv. Auch fir den Hersteller ravo gilt es dienSitivitdt des Western Blots zu
steigern, hier missen weitere rekombinante Autgang (z.B. antineuronal atypisch
oder anti-SOX 1) etabliert werden um seinen eigelesprichen als Alternative zur

Immunfluoreszenz gerecht zu werden.

AbschlieBRend muss man demnach festhalten, dassidseVerwendung der beiden
Western Blots zwar hochspezifische AutoantikOrpelnmaeise gefiihrt werden, diese
beiden Verfahren aber bezuglich der Sensitivitathngerbesserungsfahig sind. Bei
beiden liegt mit 100% die hdchstmdgliche Spezifwar, hingegen ist die erzielte
Sensitivitat eher als befriedigend einzustufen. &em klinischen Alltag bedeutet das,
dass zwar ein sehr guter Nachweis gefuhrt wirdsaeti@ber innerhalb des getesteten
Patientenkollektivs nicht alle seropositiven Befarinhaltet. Mit diesen Western Blot
Befunden fur sich genommen liel3e sich kein fundretdiagnostischer Befund ableiten,
man kénnte unseres Erachtens lediglich von Hinwmespeechen.

Fur die Firma Euroimmun wird es im néchsten Sclaatum gehen missen innerhalb
des nativen Primatencerebellums als Vollantigerbs8at noch weitere Autoantigene
herauszuarbeiten und die entsprechenden rekombmaiitoantigene als Kontrollen
auf dem Blotstreifen zu etablieren. Dies sollte matoglichkeit nicht die Spezifitat
beeintrachtigen, d.h. in diesem Fall senken.

Der Hersteller ravo bietet bereits sechs rekomheAntoantigene auf dem Blotstreifen
an. Nicht jeder potentielle Nachweis konnte innlrhades vorliegenden
Patientenkollektivs gefuhrt werden. Ob das an ddiglimherweise zu niedrigen
Pravalenz der Antikorper selbst lag oder die Seisit nicht ausreichend hoch war
zum Nachweis derselben wird sich nicht klaren lassdéchtsdestotrotz muss der Test
an Sensitivitdt gegenuber allen Autoantikdrperrbgssert werden um seinen eigenen
Anspriichen bezlglich des Ersatzes der indirektemuniluoreszenz als erstes
diagnostisches Verfahren zur Evaluation von antimeaien Autoantikorpern gerecht
zu werden. Die Bedeutung einer hohen Sensitiviti#it €in Screeningverfahren ist

bereits in den vorangegangenen Abschnitten eriwteden.
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In der vorliegenden Studie haben wir neben dera8atung der einzelnen Verfahren
auch die Kombination derselben untersucht. Diergkde Immunfluoreszenz erzielte
mit 43.3 % die hochste Sensitivitat und sollte @#shveiterhin als Screeningverfahren
verwendet werden. Als Bestéatigungstest haben verTaistcharakteristika der beiden
Western Blot Kits untersucht und nach der Komboratimit der hochsten
diagnostischen Genauigkeit gesucht. Die beste Bat&i bei hoher Spezifitat ergibt
sich aus der Kombination indirekter Immunfluoreszeand Western Blot des

Herstellers ravo.

Mit dieser Aussage leistet die Arbeit einen wicatigBeitrag in der Diskussion um die
Wertigkeit verschiedener Testverfahren in der Amtoundiagnostik. 1995 auf dem
Workshop Uber Leitlinien zum Nachweis onkoneuraertoantikdrper [Moll et al.
1995] ist die Vorgehensweise festgelegt worden:iréhkter Immunfluoreszenz als
Screening- Untersuchung und Western Blot als Bgstdgstest im nachsten Schritt.
Daten fUr die Spezifitdt und Sensitivitat zu dendbe Methoden lagen zu diesem
Zeitpunkt nicht vor. Die Autoren fordern bereitsntils einen solchen Studienaufbau
wie aktuell in der vorliegenden Arbeit durchgefitwdrden ist. In der Zwischenzeit ist
zwar die Notwendigkeit dessen bekraftigt wordenaj@r et al. 2004], aber lediglich
eine valide Studie zu einem Aspekt dieses Themaghdafiihrt worden. Die
Arbeitsgruppe um Sillevis- Smitt publizierte einebait, in der sie darlegen, dass die
Verwendung von nur einer Methode nicht ausreichesed und weist auf die
entsprechenden Fehlerquellen hin [Sillevis- Sni&le1996].

Bei der Referenztestung wurde der derzeitige Augstandard fur antineuronale
Antikorper des Paraneoplastic Neurological Syndr&uenetwork [Graus et al. 2004]
zugrundegelegt. Dabei wurden Seren als positiv getyebei denen sich in der
indirekten Immunfluoreszenz und einem Bestatiguagahren ein antineuronaler
Antikdrper nachweisen lie3. In dem vorliegenden ighéenkollektiv erzielte die

Referenztestung eine Sensitivitat von 40.3% une é&pezifitdt von 96.9%. Diese
Werte spiegeln die Testeigenschaften der Immurdkmenz und des Western Blots
wider. Die Sensitivitat ist bedingt durch die faide Bestatigung im Western Blot
geringer als die der Immunfluoreszenz und die Spé&ziist hoher als die der

Immunfluoreszenz bedingt durch den fehlenden saitpen Nachweis in den

Kontrollgruppen mittels Western Blot.
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In den vergangenen Jahren wurden trotz der fehfeDdeen tber die Testgenauigkeit
der Immunfluoreszenz und des Western Blots zunetnamere Methoden in der
Autoimmundiagnostik verwendet. Als Beispiel hierfésst sich der ELISA anfiihren.
Der ELISA ist eine immunometrische Methode, dieseguantitative Aussage Uber die
Antikorper- Konzentration trifft und Resultate iptacal densities und nicht in Titern
liefert. Er ist objektiv und weniger zeitaufwandigleichzeitig aber teurer als die
indirekte Immunfluoreszenz. Die Spezifitat einesI&A hangt entscheidend von der
Qualitat des gewahlten Antigens ab, man untersehendtive von rekombinanten
Antigenen. Dabei kénnen deutliche Unterschiede teims wie eine italienische
Arbeitsgruppe anhand des Nachweises von ANAs kbedta Die Testeigenschaften
einiger der untersuchten ELISAs reichen an die @/&nt Spezifitdt und Sensitivitat der
Immunfluoreszenz heran, andere wiederum lieferrntn@nmal zufrieden stellende
Ergebnisse [Tonutti et al. 2004]. Die Arbeitsgrupme Sinclair publizierte andererseits
eine Studie, in der sie darlegen, dass der unteisu&LISA den IFT als
Screeningmethode fir klinisch relevante ANAs emsetkann [Sinclair et al. 2007].
Dieser Auffassung schliel3t sich Gonzalez- Buitrago teilweise an. In seiner Arbeit
erzielen die verwendeten ANA ELISAs eine gute Sentit und hohen negativen
Vorhersagewert und daraus schlussfolgert er, dasseswendet werden kénnen um
positive SLE- Falle auszuschlieRen. Bei niedrigersitprem Vorhersagewert muss das
positive Ergebnis noch mit IFT bestéatigt werden wim endgultiges Ergebnis
festzulegen. Anti- dsDNA ELISA haben eine niedrdjagnostische Spezifitat, d.h. sie
detektieren Autoantikdrper mit hoher und niedrigeiditat, letztere haben allerdings
kaum klinische Relevanz. Die Autoren fordern deslehe Bestatigung des Resultates
mittels IFT oder Farr- Assay (beide Methoden weisesschlie3lich Antikdrper mit
hoher Aviditat nach) wenn ELISAs zum Screenen di $enutzt werden [Gonzalez-
Buitrago et Gonzalez 2006]. Diese Aussage steNYioherspruch zu Sinclairs Aussage
(s.0.). Die Rolle des ELISAs innerhalb der Autoimmdiagnostik ist demnach nicht klar
definiert. Dies liegt grof3tenteils an der mangemddandardisierung der einzelnen
Testkits, es gibt auch hier keine Vereinbarungtlinge fir die einheitliche Herstellung
derselben. Dies spiegelt sich wider in den kontrese Resultaten obiger Studien, jede
Arbeitsgruppe verwendet einen anderen ELISA und rkbndementsprechend zu
anderen Ergebnissen im direkten Vergleich mit deirekten Immunfluoreszenz und
selbst der IFT wird sich ebenso von ArbeitsgruppeAzbeitsgruppe unterscheiden.

Konkret handelt es sich dabei um Unterschiede beiAdifbereitung und Auswahl der
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Antigene und der fehlende Nachweis, dass alle geitmrhanden sind und sich nicht
gegenseitig sterisch behindern. Chapman konnteezgidass nicht jedes Antigen
gleichermal3en zur Steigerung von Sensitivitat upeézBitdt des ELISAs beitragt
[Chapman et al. 2007].

Schlussendlich bleibt zu hoffen, dass bei der groBed zunehmend wachsenden
Anzahl an potentiellen Methoden in der Autoimmugdestik wieder mehr
Aufmerksamkeit auf die Vergleichbarkeit der Methodetereinander gerichtet wird
um damit die serologische Autoantikdrpersuche deéniskh tatigen Arzt als wichtiges
diagnostisches Kriterium zu erhalten. Mit dieserbdit haben wir hierfir einen
wichtigen Beitrag geleistet und erstmalig valides&&ate zum Vergleich von indirekter

Immunfluoreszenz und Western Blot von ravo und Eanoun geliefert.
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6 Zusammenfassung

Einleitung Paraneoplastische Neurologische Syndrome (PNi8) Bikrankungen, die
in enger zeitlicher Assoziation mit einem Tumorteeten, die jedoch nicht auf einer
lokalen Wirkung des Tumors oder seiner Metastasgnhen. PNS werden nach den
Diagnosekriterien einer Expertengruppe in gesiehartd moégliche paraneoplastische
Syndrome eingeteilt. Bei 80% der Patienten mit aegsiem PNS lassen sich
hochspezifische Antikorper nachweisen. Deren Bestimg soll laut einer
Expertengruppe auf zwei unabhangigen Testverfahr@mmunoblot und
Immunhistochemie) beruhen. Diese Verfahren sintdsisillerdings kaum hinsichtlich
ihrer Spezifitat oder Sensitivitat untersucht warded auch die Kombination derselben
ist nicht evaluiert worden. Die vorliegende Arbeihtersucht die Spezifitdt und
Sensitivitat der indirekten Immunfluoreszenz undnvawei Western Blot Kits
unterschiedlicher Hersteller und evaluiert die Kamakion der Verfahren.

Methoden: Das Patientenkollektiv bestand aus 67 Patienteh PNS und 64
Kontrollpatienten, davon 30 gesunde Kontrollen @4dPatienten mit verschiedenen
neurologischen Erkrankungen ohne Tumorleiden. Zutoantikdrperdiagnostik wurden
die indirekte Immunfluoreszenz und Western Blot wovei verschiedenen Herstellern
verwendet. Die indirekte Immunfluoreszenz wurde deim Neurologie Mosaik der
Firma Euroimmun durchgefuhrt. Die gebrauchsfertig@bjekttrager sind mit
unfixierten Gefrierschnitten von Primatencerebrédnmatencerebellum, Primatendarm
und HEp-2 Zellen beschichtet. Der Western Blotema Euroimmun ermdglicht den
Nachweis von Antikérpern der Klasse 1gG gegen digigene Hu, Yo und Ri. Der
Western Blot des Herstellers ravo kann als rekoarigr Immunoblot den Nachweis
der paraneoplastischen Autoantikdrper anti- HuDi- afp, anti- Ri, anti- CV2, anti-
Amphiphysin und anti- Ma2 fiihren.

Resultate:Die indirekte Immunfluoreszenz erzielte mit 43.88¢ hochste Sensitivitat
bezogen auf die gesamte PNS- Gruppe. Auch bei dewértung der Untergruppen
klassische und nicht- klassische PNS zeigten sighder Immunfluoreszenz stets
hohere Werte fur die Sensitivitat als mit den beidféestern Blot Kits. Die Spezifitat
der Western Blot Kits lag durchgehend bei 100%, retith die Spezifitat der
Immunfluoreszenz bezogen auf die gesamte Kontiglige 90.6% betrug und auf
82.4% sank bezogen auf die Patienten mit verschedeeurologischen Erkrankungen.
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Diskussion:Erstmals wurden valide Daten zur Spezifitat unds8witat von indirekter

Immunfluoreszenz und Western Blot erhoben. Siedegledamit die in den Leitlinien
geforderte Vorgehensweise fir den Nachweis vomantonalen Autoantikérpern. Die
indirekte Immunfluoreszenz als Verfahren mit decligien Sensitivitat ist sehr gut zum
initialen Screenen auf antineuronale Autoantikdrpeei Verdacht auf eine
paraneoplastische Atiologie eines neurologischemd®&yns geeignet. Bei der
Verwendung der beiden Western Blots werden zwar hs$mpezifische

Autoantikdrpernachweise gefihrt, diese beiden Veedia sind aber bezlglich der
Sensitivitat noch verbesserungsféahig. Die bestesiatit bei hoher Spezifitat ergibt
sich nach unseren Daten aus der Kombination ingireknmunfluoreszenz und

Western Blot des Herstellers ravo.
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7 Summary

Introduction:Paraneoplastic neurological syndromes (PNS) anete effects of cancer
that are not caused by invasion of the tumoursomietastases. Antineuronal antibodies
are highly specific for a paraneoplastic etiologlius, detection of them is very helpful
in diagnosing an otherwise unexplained and oftgridha progressive neurological
syndrome as paraneoplastic. Sensitivity varies migipg on the antibody. Based on the
clinical syndrome, the type of antibody and thespree or absence of cancer, patients
are classified as having a ,definite“or ,possibRINS. Recently, criteria for detection of
the antibodies have been published: immunohistoigmand immunoblotting on
recombinant proteins for confirmation of the spety have been chosen as the
methods of choice. These methods are well estaulishautoimmunologic diagnostics,
but have not been evaluated concerning their seibgénd specificity yet.

The aim of this work was to analyze the sensitiatyd specificity of the indirect
immunofluorescence and western blot kits from tuwfecent manufacturers.
Methods:131 patients have been included to that studydiénts with paraneoplastic
neurological syndrome, 30 healthy subjects and &femts with other neurological
diseases (OND) without a tumour. Antineuronal ardibs were tested using indirect
immunofluorescence on primate cerebellum, primaelrum, primate intestine and
HEp-2 cells and western blot. The applied westelot kits were from different
manufacturers. One (manufactured by Euroimmun)pragiding antigen extracts from
primate cerebellum and additionally recombinanttgiro bands. Thus, enabling the
detection of antineuronal antibodies against thegans Hu, Yo and Ri. The other
western blot (manufactured by ravo) was a recommbinenmunoblot offering the
detection of antineuronal antibodies against artib, anti- Yo, anti- Ri, anti- CV2,
anti- Amphiphysin and anti- Ma2.

Results:The diagnostic sensitivity of the indirect immulnofrescence, the western blot
from Euroimmun, the western blot from ravo was £@.320.8% and 31.3%
respectively. Concerning the subgroups of classindl non- classical PNS the indirect
immunofluorescence also achieved the highest satsitamong the three tests.
Analyzing the diagnostic specifity both westerntblachieved 100% throughout all
groups. Due to positive results in the OND group 8pecificity of the indirect
immunfluorescence varies between 82.4% and 100%.
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Conclusion: Paraneoplastic neurological syndromes are verye ralisorders.
Antineuronal antibodies are very helpful in diagngsthe PNS and focussing the
search for the underlying tumour. The guidelineacesning the diagnostic criteria
require immunofluorescence and immunoblot for thetection of antineuronal
antibodies. In our study we evaluated the diagoosttcuracy of one indirect
immunofluorescence assay and two western blot Kits. results show the highest
sensitivity for the indirect immunofluorescence at@ highest specificity for both
tested western blots equally. The best sensitaity a specificity of 100% was obtained
with the combination of immunfluorescence and wesh#ot from ravo. With this data

we evaluated the suggested testsystems and thpsrstipe guidelines.
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8 Abklrzungsverzeichnis

AChR: Acetylcholinrezeptor

ACTH: adrenocorticotropes Hormon

AGNA: anti-gliale nukleare Antikorper

ANA: antinukleare Autoantikdrper

ANNA: anti-neuronal nukleare Antikorper

CIDP: chronisch- inflammatorisch demyelinisiereftdyneuropathie

CUP: Carcinoma of unknown primary (engl. fur Malgm bei unbekanntem Primarius)
FITC: Fluorescinisothiocyanat

GAD: Glutamat Decarboxylase

GBS: Guillain-Barré-Syndrom

HC: healthy controls

HEp-2 Zellen: humane Epitheliomzellen Typ 2 einasylaxkarzinoms

IFT: indirekter Immunfluoreszenztest

LEMS: Lambert- Eaton Myasthenes Syndrom

NBT/BCIP: Nitroblautetrazoliumchlorid/ 5-Brom-4-at3-indolylphosphat

NSCLC: non small cell lung carcinoma (engl. furhtideinzelliges Bronchialkarzinom)
OND: other neurological diseases

PBS: Phospate buffered Saline

PCA 1: Purkinjezellantikdrper Typ 1

PEM: Paraneoplastische Enzephalomyelitis

PNP: Polyneuropathie

PNS: Paraneoplastisches Neurologisches Syndrom

ROC: Receiver Operating Characteristic

SCLC: small cell lung carcinoma (engl. fur kleirfiggds Bronchialkarzinom)

SLE: systemischer Lupus erythematodes

VGCC: voltage gated calcium channels (engl. fungpagsabhéangige Calciumkanéle)
VGKC: voltage gated kalium channels (engl. fur spargsabhéngige Kaliumkanéle)
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