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1 Einleitung

1.1 Chronische inflammatorische demyelinisierende
Polyneuropathie (CIDP)

1.1.1 Definition, Epidemiologie und klinische Kennzeichen der
CIDP

Chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) ist eine er-
worbene Erkrankung des peripheren Nervensystems. Die mittlere Pravalenz liegt bei
1-2 Fallen pro 100000 Erwachsenen (Lunn et al., 1999; McLeod et al., 1999), wobei
Maénner in einem Verhéltnis von 2:1 haufiger betroffen sind als Frauen (McCombe
et al., 1987; Trojaborg, 1998; McLeod et al., 1999). Die Krankheit kann zu jeder
Lebenszeit auftreten, die Haufigkeit steigt jedoch mit zunehmendem Alter.

CIDP ist charakterisiert durch das Auftreten von symmetrischer Schwéche in den
proximalen und distalen Muskeln, Sensibilitéitsstorungen und den Verlust der Muske-
leigenreflexe. Des Weiteren weisen CIDP-Patienten haufig eine erhohte Proteinkon-
zentration im Liquor auf. Die Symptome der CIDP entwickeln sich iiber mehrere
Wochen hinweg, laut Definition tiber mindestens acht Wochen. Dies unterscheidet
die CIDP von der akuten inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie
(AIDP oder Guillain-Barré-Syndrom), bei der die Progression der Muskelschwéche
maximal vier Wochen in Anspruch nehmen darf. Die Krankheit folgt einem rezidi-
vierenden oder einem chronisch progredienten Verlauf, wobei oft einem rezidivieren-
den ein sekundérer progredienter Krankheitsverlauf folgt (Bouchard et al., 1999).
In diesem Zusammenhang wird die CIDP auch als peripheres Analog zur Multiplen
Sklerose (MS) betrachtet.

Die Diagnose der CIDP wird durch elektrophysiologische Befunde gestiitzt, die auf
eine Demyelinisierung der Nerven hinweisen. Patienten zeigen hierbei eine vermin-

derte motorische Nervenleitgeschwindigkeit, die unterhalb von 75% des Normalwerts
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liegt. Die distale motorische Latenz ist grofier als 140% und die F-Wellen-Latenz
grofler als 120% des Normalwerts (Said, 2006). Nervenbiopsien von CIDP-Patienten
zeigen inflammatorische Lésionen mit Infiltrationen von Makrophagen, Lympho-
zyten und Zytokinen, fortschreitende Demyelinisierung und axonale Degeneration
bzw. axonalen Verlust. Ablagerungen von Immunoglobulin (Ig) M, IgG und Kom-
plementfaktoren auf der Oberfliche von Schwann-Zellen konnten beobachtet werden
(Dalakas und Engel, 1980; Mazzeo et al., 2004).

1.1.2 Subtypen der CIDP

Das Krankheitsbild der CIDP weist hinsichtlich seiner klinischen, elektrophysiologi-
schen und pathologischen Charakteristika eine hohe Variabilitdt zwischen den ein-

zelnen Patienten auf. Dies fiihrt zur Einteilung der CIDP in verschiedene Subtypen:

e Die klassische CIDP tritt am haufigsten auf und steht im Fokus der vorliegen-
den Arbeit.

e Bei der chronischen sensorischen demyelinisierenden Polyneuropathie treten
entweder nur sensorische, jedoch keine motorischen Ausfille auf oder auf die
sensorischen Symptome folgen nach variabler Zeit auch motorische Beeintrach-

tigungen.

e Multifokale motorische Neuropathie (MMN) wird durch eine asymmetrische

Muskelschwache ohne sensorische Beeintrachtigungen charakterisiert.

e Multifokale erworbene demyelinisierende sensorische und motorische Neuropa-

thie (Lewis-Sumner-Syndrom) hat sowohl Charakteristika von der klassischen

CIDP als auch von der MMN.

Neben den hier genannten Varianten der CIDP existieren weitere seltene Subty-
pen, die sich aufgrund ihrer klinischen und elektrophysiologischen Merkmale von
den Hauptgruppen unterscheiden.

Des Weiteren existieren zwischen den Varianten Unterschiede hinsichtlich des Er-
folgs einzelner Therapien. Wahrend Patienten mit klassischer CIDP und der multifo-
kalen erworbenen demyelinisierenden sensorischen und motorischen Neuropathie gut

auf Plasmapheresen, intraventse Immunoglobuline und Corticosteroide ansprechen,
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erwiesen sich Plasmapheresen und Corticosteroide bei der MMN als weitgehend er-
folglos (Nobile-Orazio, 2001).

1.1.3 Therapie der CIDP

Zur Behandlung der CIDP werden Plasmapheresen, intraventse Immunoglobuline
(IVIg), Corticosteroide oder immunsuppressive Medikamente eingesetzt. Plasma-
pheresen fiihrten bei bis zu 80%, IVIg bei bis zu 63% und Corticosteroide bei bis zu
65% der Patienten zu einer kurzzeitigen Abschwichung der Symptome (McCombe
et al., 1987; Hahn et al., 1996; Mehndiratta et al., 2004). Mendell et al. (2001) konn-
ten bei CIDP-Patienten, die mit IVIg behandelt wurden, eine signifikante klinische
Verbesserung gegeniiber der Placebogruppe feststellen. Ahnliches berichteten auch
Hughes et al. (2001). Sowohl die Verabreichung von [VIg als auch von Corticosteroi-
den fiihrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer signifikanten Symptomminde-
rung bei den Patienten. Ein positiver Effekt von immunsuppressiven Medikamenten,
wie beispielsweise Methotrexat, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Wah-
rend Fialho et al. (2006) nach der Verabreichung von Methotrexat bei sieben von
zehn CIDP-Patienten eine Gesundheitsverbesserung feststellten, konnte dies durch
eine Studie der RMC Trial Group (Mahid-Rogers et al., 2009) nicht bestatigt werden.
Ein positiver Effekt von Cyclosporinen und Cyclophosphamiden konnte in einzelnen
Studien nachgewiesen werden (Mahattanakul et al., 1996; Good et al., 1998).
Plasmapheresen und die Verabreichung von IVIg und Corticosteroiden sind The-
rapien, die immunmodulatorische Wirkungen haben. So dienen Plasmapheresen zur
Beseitigung von pathogenen Antikérpern, Komplementfaktoren und Zytokinen aus
dem Plasma des Patienten. IVIg wirkt auf Autoantikérper, Chemokine und Adhési-
onsmolekiile. Es neutralisiert pathogene Zytokine, hemmt die Komplementaktivitat
und moduliert die Phagozytose (Malik et al., 1996; Stangel et al., 1999; Yu und
Lennon, 1999). Corticosteroide férdern die Apoptose von autoreaktiven T-Zellen im
peripheren Nerven (Zettl et al., 1995) und hemmen die Freisetzung von proinflam-
matorischen Zytokinen und Chemokinen und die Migration von Leukozyten zum

Inflammationsherd.
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1.1.4 Atiologie der CIDP

Bis heute sind die Ursachen der CIDP ungekldrt, das gute Ansprechen auf im-
munmodulatorische Therapien lisst jedoch auf eine autoimmune Genese schlieflen.
Wihrend Plasmapheresen auf die Beseitigung von Autoantikérpern abzielen, ist der
Effekt von Corticosteroiden hauptsachlich auf die zellulare Immunitat beschréankt
(Brannagan, 2009). Dies und die Beobachtungen an Nervenbiopsien bestatigen die
Annahme, dass sowohl zellvermittelte als auch humorale Immunmechanismen bei
der Entstehung der CIDP eine Rolle spielen.

Des Weiteren konnten bei bis zu 32% der Patienten Infektionen oder Impfungen
nachgewiesen werden, die dem Ausbruch der CIDP-Symptome vorausgingen (Mec-
Combe et al., 1987; Meléndez-Vasquez et al., 1997; Pritchard et al., 2002). Dies
fithrte zur Theorie der ,,molekularen Mimikry*, die besagt, dass der Patient eine
Immunantwort gegen einen infektiosen Organismus produziert, der zufillig gleiche
Epitope besitzt, wie korpereigene Strukturen des Patienten. Daraus folgt eine fehlge-
leitete Antwort des Immunsystems gegen den eigenen Korper, wie z.B. den periphe-
ren Nerv. Es ist jedoch zu beachten, dass bisher keine Studie eine klare Assoziation

zwischen vorherigen Infektionen und dem Ausbruch der CIDP nachweisen konnte.

1.2 Immunologische Faktoren bei der CIDP

1.2.1 Aligemeine Mechanismen autoimmuner Neuropathien

Lange Zeit wurde angenommen, dass dem peripheren Nervensystem (PNS) eine im-
munologisch ,privilegierte Stellung zukommt und keine Zellen oder Faktoren des
Immunsystems Zugang zum PNS haben. Diese Ansichten wurden jedoch revidiert,
nachdem entdeckt wurde, dass der gesunde periphere Nerv mehrere residente, im-
munologisch relevante Zellen enthalt und zirkulierende Lymphozyten fahig sind, in
das PNS ein- und auszuwandern. Zusétzlich ist die Blut-Nerv-Schranke durchléssig
fiir kleine zirkulierende Proteine, u.a. auch fir IgG. Diese Beobachtungen zeigen,
dass das PNS in aktive immunologische Prozesse einbezogen wird, angreifbar fiir
Antikorper-vermittelte Erkrankungen ist und damit als Ziel fiir Autoimmunreaktio-
nen in Frage kommt (Ho et al., 1998; Kiefer et al., 2001).

Verschiedene Mechanismen konnen bei einer Immunreaktion gegen korpereigene
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Antigene des peripheren Nervens zur Schadigung fithren. Residente Makrophagen ex-
primieren Klasse I und Klasse I MHC (major histocompatibility complez)-Molekiile
und tibernehmen eine entscheidende Funktion als antigenprasentierende Zellen (Mo-
naco et al., 1992; Bonetti et al., 1993; Rizzuto et al., 1998; Kiefer et al., 2001). Auch
Schwann-Zellen sind an der Antigenprésentation beteiligt (Pollard et al., 1987; Scar-
pini et al., 1990; Kiefer et al., 2001). Durch die Erkennung des spezifischen Antigens
werden CD41 und CD8' T-Lymphozyten aktiviert und zur Sekretion von Zytokinen
stimuliert. Durch diese werden Makrophagen aktiviert, die durch die Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffradikalen, Metalloproteinasen und proinflammatorischen Zytoki-
nen zu unspezifischen Schadigungen von PNS-Strukturen, wie beispielsweise Myelin,
und zum axonalen Verlust fithren (Kieseier et al., 2004). Elektronenmikroskopische
Beobachtungen zeigten, dass Makrophagen fiahig sind, Myelin vom intakten Axon
abzustreifen (Prineas, 1981) und durch Phagozytose abzubauen. Die Aktivierung
zytotoxischer CD8" T-Zellen fithrt zur direkten Lyse der Zielzellen, die Antigene
in Assoziation mit Klasse I MHC-Molekiilen aufweisen. Des Weiteren werden anti-
gensperzifische B-Lymphozyten zur Proliferation und Differenzierung in antikorper-
produzierende Plasmazellen stimuliert. Autoantikérper wirken zum einen, indem sie
durch ihre Bindung zu physiologischen Beeintrachtigungen des Zielantigens fiithren,
ohne weitere Zell- oder Gewebeschaden hervorzurufen. Zum anderen kann ihre Bin-
dung zur komplementvermittelten Lyse der Zielstruktur fithren, indem Granulozyten
und Monozyten aktiviert und die antikorperbeladenen Zielstrukturen phagozytiert
werden.

Die folgenden Abschnitte liefern eine Zusammenfassung tiber die bisher erworbe-
nen Erkenntnisse iiber die Beteiligung von zellvermittelten und humoralen Immun-

antworten bei der Pathogenese der CIDP.

1.2.2 Zellvermittelte Immunantwort bei der CIDP - Aktueller
Stand der Forschung

Aufschluss tber die Beteiligung von zellvermittelten Immunreaktionen gegen pe-
riphere Nervantigene an der Pathogenese der CIDP brachten Untersuchungen an
Nervenbiopsien von CIDP-Patienten und an Tieren mit experimental auto-immune
neuritis (EAN). EAN weist histologische Ahnlichkeiten mit CIDP und dem Guillain-
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Barré-Syndrom (GBS) auf und dient als Modell zur Erforschung von Autoimmuner-
krankungen des peripheren Nervens.

Damit das Immunsystem Zugang zum PNS bekommt, muss die Durchlassigkeit
der Blut-Nerv-Schranke verandert werden. Hinweise auf Storungen der Blut-Nerv-
Barriere bei CIDP-Patienten konnte eine Studie von Kanda et al. (2004) geben.
Sie zeigte eine signifikant verminderte Expression des Proteins Claudin-5 und Lo-
kalisationsunterschiede des Proteins ZO-1 im Vergleich zu den Kontrollgruppen.
Claudin-5 und ZO-1 sind an der Ausbildung von tight junctions zwischen den Endo-
thelzellen der Blut-Nerv-Barriere und der Kontrolle der vaskuldren Permeabilitét
beteiligt. Des Weiteren konnten erhohte Serum- oder Liquor-Konzentrationen von
l6slichen Adhésionsmolekiilen (Previtali et al., 1998; Previtali et al., 2001), Chemo-
kinen (Kieseier et al., 2002) und Matrix-Metalloproteinasen (Leppert et al., 1999)
bei CIDP-Patienten nachgewiesen werden. Hartung et al. (1990; 1991) detektierten
erhohte Serumkonzentrationen von léslichen Interleukin-2-Rezeptoren (IL-2R) und
Interleukin (IL)-2. Diese Beobachtungen reflektieren eine aktive T-Zell-Migration
iiber die Blut-Nerv-Schranke.

Im Vergleich zu gesunden Kontrollen trat bei CIDP-Patienten eine erhohte Anzahl
an aktivierten T-Zellen auf (Taylor und Hughes, 1989; Van den Berg et al., 1995;
Schmidt et al., 1996). Vor allem T-Zellen des CD4" und CD8* Phenotyps wurden in
CIDP beobachtet (Matsumuro et al., 1994; Van den Berg et al., 1995; Bosboom et
al., 1999). Ebenso wurden Infiltrationen des peripheren Nervens durch Makrophagen
nachgewiesen (Schmidt et al., 1996; Sommer et al., 2005). Die Expression von Klasse
I und Klasse II MHC-Molekiilen ist in Makrophagen hochreguliert (Pollard et al.,
1986; Kiefer et al., 2001), was fiir eine erhdhte Antigenprasentation spricht.

Sowohl T-Zellen als auch Makrophagen sezernieren den Tumornekrosefaktor a
(TNF«). Dieses proinflammatorische Zytokin hat toxische Effekte auf Myelin, Endo-
thelzellen und Schwann-Zellen (Selmaj und Raine, 1988). Misawa et al. (2001) fand
bei 25% der getesteten CIDP-Patienten eine erhohte TNFa-Konzentration im Se-
rum. Eine intraneurale Injektion von TNF« fiihrte in einer Studie von Redford et
al. (1995) zur Demyelinisierung von Nervenfasern in Ratten und M&usen und es
konnte gezeigt werden, dass Anti-TNFa-Antikérper den Schweregrad von Sympto-
men in EAN reduzieren (Stoll et al., 1993). Einige Studien konnten eine Korrelation
zwischen der TNFa-Konzentration im Serum bzw. Liquor und dem klinischen Schwe-
regrad der CIDP nachweisen (Misawa et al., 2001), andere jedoch nicht (Meléndez-
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Véasquez et al., 1997; Sivieri et al., 1997).

Des Weiteren wurden im Liquor von CIDP-Patienten erhohte Konzentrationen
von IL-6, -8 und -17 detektiert (Maimone et al., 1993; Mei et al., 2005). Diese pro-
inflammatorischen Zytokine sind an der Stimulation der Antikérperausschiittung
durch B-Zellen und der Induktion von Chemokinen und Adhésionsmolekiilen betei-
ligt (IL-6). Sie rekrutieren Granulozyten und T-Zellen (IL-8), stimulieren die Pro-
duktion von Matrix-Metalloproteinasen (IL-17) und konnten so lokale Entziindun-
gen bei der CIDP verstarken. Gleichzeitig zeigten CIDP-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine geringere CSF-Konzentration von IL-4 und IL-5. Diese Zytokine
hemmen die Aktivierung von Makrophagen und férdern die Entwicklung weiterer IL-
4- und IL-5-sezernierender T-Zellen. In CIDP scheint ihre Funktion herabreguliert
zu sein (Mei et al., 2005).

Hinweise auf eine entscheidende regulatorische Funktion des Transkriptionsfak-
tors NF-xB (nuclear factor kappa B) bei der Pathogenese der CIDP gab eine Studie
von Andorfer et al. (2001). Anhand von Nervenbiopsien von CIDP-Patienten konnte
nachgewiesen werden, dass NF-xB hauptsachlich von Makrophagen exprimiert wur-
de und seine Expression im Vergleich zu Kontrollgruppen signifikant erhoht war.
NF-«B wird eine wichtige Rolle bei der Entstehung von inflammatorischen, immu-
nologischen und apoptotischen Reaktionen zugesprochen (Baldwin, 1996; Ghosh et
al., 1998; Tak und Firestein, 2001). Seine Aktivierung fiihrt zu einer erhohten Ex-
pression verschiedener Gene, die in einer vermehrten Produktion und Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Matrix-Metalloproteinasen und
Adhésionsmolekiilen resultiert (Barnes, 1997).

Bis heute ist nicht geklart, gegen welches Antigen die T-Zell-Aktivitdt bei der
CIDP gerichtet ist. Das periphere Myelinprotein 2 wird als potentielles Zielantigen
der zellvermittelten Immunantwort diskutiert (Lin et al., 1982; Khalili-Shirazi et
al., 1992; Sanvito et al., 2009), jedoch konnte dies nicht in allen Studien bestatigt
werden (Zweiman et al., 1983; Taylor et al., 1991). Csurhes et al. (2005) konnte
zwischen CIDP-Patienten und Kontrollen keine signifikanten Unterschiede in der
T-Zell-Reaktivitat gegen die Myelinproteine 0 (P0), 1 (P1), 2 (P2) und 22 (PMP22)

feststellen.
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1.2.3 Humorale Immunantwort bei der CIDP - Aktueller Stand
der Forschung

Die Beteiligung von Autoantikérpern an der Pathogenese der CIDP wird seit fast

30 Jahren diskutiert. Bis heute liefern Studien keine eindeutigen Befunde beziiglich

des Zielantigens bei der CIDP. Die Tabellen 1.1 und 1.2 geben einen Uberblick iiber

die entsprechende Literatur.

Antigen Positive CIDP-Patienten Studie
Myelinproteine 22% Latov et al. (1981)
0% Hughes et al. (1984)
2% McCombe et al. (1988)
51% Vedeler et al. (1988)

25% Allen et al. (2005)
PO 0% IgG, 16% IgM Khalili-Shirazi et al. (1993)
7,5% IgG, 5% IgM Meléndez-Vasquez et al. (1997)
29% 1gG, 5% IgM Yan et al. (2001)
P2 9% Hughes et al. (1984)
12% IgG, 34% IgM Khalili-Shirazi et al. (1993)

Tabelle 1.1: Anteil der CIDP-Patienten, die in der jeweiligen Studie Antikorper ge-
gen periphere Myelinproteine aufwiesen.

In frithen Experimenten wurden bei 0-51% der CIDP-Patienten Antikorper gegen
peripheres Myelin nachgewiesen (Latov et al, 1981; Hughes et al., 1984; McCombe
et al., 1988; Vedeler et al., 1988). Darauf folgende Studien fokussierten sich auf die
peripheren Myelinproteine PO, P2 und PMP22, da sie in der Lage sind, EAN in
Ratten zu induzieren (Milner et al., 1987; Gabriel et al., 1998; Zhu et al., 2001). Des
Weiteren zeigte eine Studie von Yan et al. (2000), dass intraneural injiziertes Serum
oder IgG von Patienten mit CIDP zu einer verminderten Leitfahigkeit der Nerven bei
Ratten fiihrte und Demyelinisierung induzierte. Dies deutete ebenfalls auf eine Betei-
ligung von Anti-Myelin-Autoantikorpern an der Pathogenese der CIDP hin. Allen et
al. (2005) konnten durch Westernblots bei 25% der getesteten CIDP-Patienten IgG-
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oder IgA-Antikorper gegen periphere Myelinproteine nachweisen. Am haufigsten trat
eine Reaktion mit dem 28 kDa-Protein PO, dem Hauptstrukturprotein des periphe-
ren Myelins, auf. Meléndez-Véasquez et al. (1997) wiesen durch Immunoblots in drei
von 40 Patientenseren IgG- und in zwei von 40 IgM-Antikorper gegen das Protein
PO nach. Yan et al. (2001) beobachteten in Westernblots bei sechs von 21 Patienten-
seren IgG-Antikérper und bei einem von 21 Patientenseren IgM-Antikorper gegen
PO. Eine weitere Studie konnte wiederum keine IgG-, jedoch IgM-Antikérper gegen
PO in funf von 32 Patientenseren nachweisen. Hier traten auflerdem bei 34% der Pa-
tienten IgM-Antikorper und bei 12% IgG-Antikorper gegen P2 auf und waren damit
héufiger als Antikorper gegen PO (Khalili-Shirazi et al., 1993). Inglis et al. (2007)
konnten bei CIDP-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen keine signifikant
erhohten IgG-Level gegen Einzelpeptide von P2 und PO nachweisen. Das prozen-
tuale Vorkommen von CIDP-Patienten mit Antikorperaktivitit gegen Peptide der
beiden peripheren Myelinproteine und ihr Titer lagen im Bereich der Kontrollgrup-
pe. Ahnliche Beobachtungen machten auch Sanvito et al. (2009). Das Vorkommen
von IgM-Antikérpern gegen Einzelpeptide von PO, P2 und PMP22 unterschied sich
nicht signifikant zwischen CIDP-Patienten, gesunden Kontrollen und Patienten mit
nicht-immunvermittelten Neuropathien. Die Reaktion von IgG-Antikérpern mit PO,
P2 oder PMP22 trat haufiger auf als beim IgM, jedoch gab es auch hier keine si-
gnifikanten Unterschiede zu den Kontrollgruppen. Die verschiedenen Studien lassen
bisher keine sichere Aussage iiber die Wichtigkeit von peripheren Myelinproteinen

als Zielantigene bei der Pathogenese der CIDP zu und bediirfen weiterer Klarung.

Weitere Studien fokussierten sich bei der Suche potentieller Antigene der CIDP auf
Ganglioside. Diese Klasse der Glykosphingolipide ist im Nervensystem der Vertebra-
ten hoch angereichert und wurde bereits mit der Entstehung anderer Neuropathien,
wie dem Miller-Fisher-Syndrom (MFS), in Zusammenhang gebracht (Chiba et al.,
1992; Yuki et al., 1993; Buchwald et al., 1998; Buchwald et al., 2001). Die Funktion
von Gangliosiden im Nervensystem konnte noch nicht vollstandig geklart werden,
jedoch wird ihnen unter anderem eine wichtige Rolle bei der synaptischen Trans-
mission zugesprochen. Wahrend Studien bei 30-80% der Patienten mit einer mul-
tifokalen motorischen Neuropathie (MMN) Antikorper gegen das Gangliosid GM1
fanden (Hughes et al., 2006), konnte dies bei Patienten mit klassischer CIDP sel-

tener beobachtet werden. Simone et al. (1993) konnten nur bei 10% der getesteten
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CIDP-Patientenseren IgG-Antikorper, aber keine IgM-Antikorper gegen GM1 nach-
weisen. van Schaik et al. (1994) fanden bei 23% der CIDP-Patienten IgG-, bei 7%
IgM- und bei 14% IgA-Antikorper gegen GM1. Yuki et al. (1996) detektierten nur
bei 3% der Patienten IgG- und bei 17% IgM-Antikorper gegen GM1. Ahnliches be-
richteten auch Meléndez-Vasquez et al. (1997). Auch andere Ganglioside, wie das
Hauptgangliosid des peripheren Myelins LM1, wurden untersucht, jedoch blieb auch
ihre Beteiligung an der Pathogenese der CIDP ungeklart. Das Vorkommen von Anti-
LM1-Antikorpern variierte zwischen den Studien von 5-67% (Fredman et al, 1991;
Ilyas et al., 1992; Meléndez-Vasquez et al., 1997).

Ebenso traten bei CIDP-Patienten Antikorper gegen Sulfatide, eine Hauptkom-
ponente der sauren Glykosphingolipide im Myelin, nicht signifikant hdufiger auf als
bei Kontrollgruppen (Ilyas et al., 1991; Pestronk et al., 1991; Ilyas et al., 1992;
Meléndez-Véasquez et al., 1997). Eine Ausnahme war die Studie von Fredman et al.
(1991), mit 87% Anti-Sulfatid-Antikorper positiven CIDP-Patienten.

Widerspriichliche Ergebnisse ergab auch die Suche nach Autoantiképern gegen
das periphere Sphingolipid SGPG (Sulphatiertes Glucuronylparaglobosid). Wéh-
rend Ilyas et al. (1991; 1992) nur bei 0-7% der CIDP-Patienten Antikorper gegen
SGPG nachweisen konnten, detektierten Yuki et al. (1996) bei 40% anti-SGPG-IgM-
Antikorper. Welche Rolle die verschiedenen Sphingolipide bei der Entwicklung von
CIDP spielen, bleibt zu klédren und bedarf weiterer Forschung.

Wiéhrend sich in den letzten Jahren eine Vielzahl von Studien auf Bestandteile des
peripheren Myelins als Zielantigen der CIDP fokussierte, konnten Kwa et al. (2003)
in Zellkulturen nachweisen, dass 26% der getesteten CIDP-Seren IgG-Antikorper
gegen Strukturen humaner, nichtmyelinisierender Schwann-Zellen enthielten. Dies
deutet darauf hin, dass nicht nur Myelinkomponenten, sondern auch andere Proteine
als Antigene in Frage kommen und néher untersucht werden sollten.

Zusammenfassend kann angenommen werden, dass humorale Faktoren an der Pa-
thogenese der CIDP beteiligt sind, in welchem Ausmafl bleibt jedoch zu klaren. Die
Variabilitat der Studienergebnisse spiegelt auch die Variabilitdt des Krankheitsbil-
des zwischen einzelnen Patienten wider. Bisher ist es nicht gelungen, ein spezifi-
sches Zielantigen zu identifizieren, das die Diagnose der CIDP unterstiitzen und zur
Entwicklung neuer Therapien beitragen kénnte. Vielmehr scheint eine Vielzahl von

Bestandteilen des PNS als Angriffsort fiir Autoantikérper in Frage zu kommen.
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Antigen Positive CIDP-Patienten Studie
Ganglioside
GM1 10% IgG, 0% IgM Simone et al. (1993)
23% IgG, 7% IgM, 14% IgA  van Schaik et al. (1994)
3% 1gG, 17% IgM Yuki et al. (1996)
0% IgG, 15% IgM Meléndez-Vésquez et al. (1997)
LM1 67% IgG Fredman et al. (1991)
13% IgG Ilyas et al. (1992)
10% IgG, 5% IgM Meléndez-Vésquez et al. (1997)
Sulfatide 87% 1gG Fredman et al. (1991)
™% Ilyas et al. (1991)
0% Pestronk et al. (1991)
0% Ilyas et al. (1992)
3% IgG, 0% IgM Meléndez-Vésquez et al. (1997)
SGPG % Ilyas et al. (1991)

0% Ilyas et al. (1992)
3% IgG, 40% IgM Yuki et al. (1996)

Tabelle 1.2: Anteil der CIDP-Patienten, die in der jeweiligen Studie Antikoérper ge-
gen Glykolipide aufwiesen.

1.3 Die motorische Endplatte

1.3.1 Aufbau der motorischen Endplatte

Die motorische Endplatte wird der Gruppe der chemischen Synapsen zugeordnet.
Thre Signaltransduktion erfolgt tiber den Transmitter Acetylcholin (ACh). Sie be-
steht aus drei Hauptkomponenten: der prasynaptischen Nervterminalen, dem synap-
tischen Spalt und der spezialisierten postsynaptischen Membran des Muskels (Abb.
1.1). Die Prasynapse ist gekennzeichnet durch die Anreicherung synaptischer Vesikel
im Bereich der aktiven Zonen. Dies ist der Bereich der prasynaptischen Membran,

in dem die Vesikel mit der Zellmembran fusionieren und Acetylcholin in den syn-
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aptischen Spalt entlassen. Hier sind spannungsabhéngige Calciumkanéle des P/Q-
und N-Typs lokalisiert. Charakteristisch fiir die Prasynapse ist eine grofie Anzahl
an Mitochondrien, die Energie fiir die Neurotransmittersynthese, den Ionentrans-
port und den Transport von Acetylcholin in die Vesikel liefern. Der Mechanismus,
der der Vesikelfusion unterliegt, involviert sowohl Proteine der Vesikelmembran als
auch der prasynaptischen Membran. Die Vesikelexozytose héangt von der Bildung des
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor)-Komplexes
ab, in dem die Proteine Syntaxin-1 und SNAP 25 (synaptosome-associated protein)
der prasynaptischen Membran mit dem Protein Synaptobrevin der Vesikelmembran
interagieren. Die Erkennung des Calciumsignals zur Fusion wird durch Synaptotag-
min, ein Ca?*-bindendes Protein der Vesikelmembran, gewéhrleistet. Sobald Calci-
um in die Priasynapse einstromt, bindet Ca?* an den Calciumsensor Synaptotagmin.
Dies fiihrt zu einer Konformationanderung des SNARE-Komplexes, zur Fusion der
Vesikel- und der préasynaptischen Membran und zur Freistzung von Acetylcholinmo-
lekiilen in den synaptischen Spalt (Catterall und Few, 2008).

Der synaptische Spalt separiert die Plasmamembran der Nervenendigung und der
Muskelfaser. Seine Breite betriagt etwa 50-70 nm und erméglicht so eine schnelle Dif-
fusion der Acetylcholinmolekiile von der Pré- zur Postsynapse. In der Basallamina,
die den synaptischen Spalt durchspannt, ist eine grofle Anzahl von Acetylcholines-
terasen verankert, die fiir die Hydrolyse von Acetylcholinmolekiilen verantwortlich
sind. Bis zu 50% der freigesetzten Transmittermolekiile werden hydrolysiert bevor
sie die postsynaptischen Rezeptoren erreichen. Die restlichen Acetylcholinmolekiile
binden an die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren, dissoziieren und werden umge-
hend von Acetylcholinesterasen inaktiviert.

Die postsynaptische Region der motorischen Endplatte ist durch Einstiilpungen
der Membran gekennzeichnet (junctional folds), die zu einer Vergroflerung der post-
synaptischen Oberfldche fithren. Acetylcholinrezeptoren sind auf den Spitzen der
Einstiilpungen konzentriert (Flucher und Daniels, 1989). Wéhrend hier 15000-20000
Rezeptoren pro um? lokalisiert sind, ist ihre Konzentration aulerhalb der Synapsen-
region um ein 1000-faches geringer. Innerhalb der postsynaptischen Membraneinstiil-
pungen sind spannungsabhingige Natriumkanéle angereichert, die die Generierung
von Aktionspotentialen gewéhrleisten (Caldwell et al., 1986; Flucher und Daniels,
1989).

12
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Abbildung 1.1: Allgemeiner Aufbau der motorischen Endplatte. Die Nervterminale
enthalt Mitochondrien zur Energiebereitstellung fir die Acetylcho-
linsynthese und die Verpackung von Acetylcholin in synaptische Ve-
sikel. Sobald ein eintreffendes Aktionspotential die Nervenendigung
depolarisiert, 6ffnen sich spannungsabhingige Ca?*-Kanile und Ve-
sikel fusionieren innerhalb der aktiven Zonen mit der préasynapti-
schen Membran. Die Transmittermolekiile werden in den synapti-
schen Spalt entlassen, der, ebenso wie die postsynaptischen Mem-
braneinstillpungen, reich an Acetylcholinesterasen (AChE) ist. Auf
den Spitzen der postsynaptischen Membraneinstiilpungen sind Ace-
tylcholinrezeptoren (AChR) hochkonzentriert lokalisiert. Anreiche-
rungen von spannungsabhéngigen Na*-Kanélen befinden sich statt-
dessen in der Tiefe der Einstillpungen.
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Die Ausrichtung der prasynaptischen aktiven Zonen in Bezug auf die Einstiil-
pungen der postsynaptischen Membran, sowie die hochkonzentrierte Lokalisation
der Acetycholinrezeptoren und die Verteilung der Acetycholinesterasen im synapti-
schen Spalt und den Einstiilpungen, gewéhrleisten eine effektive Interaktion zwischen
Acetylcholinquanten und der postsynaptischen Membran. Die Acetylcholinkonzen-
tration ist am hochsten in der Region, in der die Exozytose stattfindet und nimmt
graduell mit der Diffusion iiber den synaptischen Spalt ab, was zum einen an einer
Transmitterdiffusion aus dem synaptischen Spalt und zum anderen an ihrer Hydro-
lyse durch Acetylcholinesterasen liegt. Da sich die Acetylcholinrezeptoren auf den
Spitzen der Membraneinstiilpungen befinden, ist die Distanz, die Acetylcholinmo-
lekiile iiberwinden miissen, gering. Daher ist ihre Konzentration (ca. 3 mM) beim
Eintreffen an der Postsynapse ausreichend um die Rezeptoren zu aktivieren. Sobald
die Transmittermolekiile von den Acetylcholinrezeptoren dissoziieren, diffundieren
sie in den synaptischen Spalt und die postsynaptischen Membraneinstiilpungen und
werden dort von Acetylcholinesterasen hydrolysiert. Die Konzentration der Acetyl-
cholinesterasen ist besonders hoch innerhalb der postsynaptischen Membraneinstiil-
pungen. Diese Enzyme spielen eine wichtige Rolle bei der Terminierung der Acetyl-
cholinaktivitat und verhindern eine repititive Aktivierung der Rezeptoren durch das
Acetylcholin.

1.3.2 Die neuromuskulare Transmission

Der allgemeine Mechanismus, der der neuromuskulédren Transmission zu Grunde
liegt, kann folgendermaflen zusammengefasst werden: Ein eintreffendes Aktionspo-
tential fithrt zu einer Depolarisation der prasynaptischen Nervenendigung und zur
Offnung von spannungsabhingigen Calciumkanilen. Der Einstrom von Calcium in
die Nervterminale erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass transmittergefiillte Vesikel
mit der prasynaptischen Membran fusionieren und Acetylcholin in den synaptischen
Spalt entlassen wird. Die Transmittermolekiile diffundieren tiber den synaptischen
Spalt und binden an postsynaptische nikotinische Acetylcholinrezeptoren oder wer-
den zuvor durch Acetylcholinesterasen hydrolysiert. Die Bindung des Transmitters
fiihrt zu einer Konformationséinderung der Rezeptoren und zur Offnung ihrer Io-
nenporen, die permeabel fiir Na*, K™ und Ca?*-Ionen sind. Der Strom, der durch

die Kanéle des Acetylcholinrezeptors fliefit, wird als Endplattenstrom bezeichnet,
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das Potential, das er generiert, als Endplattenpotential (EPP). Die Offnungszeit der
Kanile betrdgt etwa 1 ms. Der Einstrom von Na®™ und Ca?* in die Postsynapse
fithrt zur Depolarisation der Muskelfasermembran. Uberschreitet diese Depolarisa-
tion einen Schwellenwert, werden spannungsabhéngige Natriumkanéle geoffnet und

ein Aktionspotential generiert. Dadurch kommt es zur Kontraktion der Muskelfaser.

Die physiologischen Studien von del Castillo und Katz (1954) beschrieben erst-
mals die Hypothese, dass die Freisetzung von Acetylcholin von der prisynaptischen
Nervenendigung in Quanten erfolgt. Aufgrund von elektronenmikroskopischen Un-
tersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass diese Quanten in der Prasynapse in
Form von Vesikeln vorliegen, die jeweils 6000-10000 Acetylcholinmolekiile enthalten
und diese unabhéngig von einander in den synaptischen Spalt entlassen. Die Ant-
wort, die ein freigesetztes Quantum des Transmitters in der Postsynapse auslost,
wird als Miniaturendplattenpotential (MEPP) bezeichnet. Ein evoziertes Endplat-
tenpotential stellt daher die additive Depolarisation dar, die durch eine synchrone
Quantenausschiittung von mehreren hundert Vesikeln generiert wird (Martyn et al.,
2009). Anhand der Amplituden der MEPPs lassen sich Riickschliisse tiber die Grosse
eines Quantums ziehen. Die Hauptverteilung der MEPP-Amplituden an einer einzel-
nen motorischen Endplatte entspricht typischerweise einer Gauss’schen Verteilung.
Die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Quantenfreisetzung von der Prasynapse erfolgt,
wird durch eine Poissonverteilung widergespiegelt. Dies ermoglicht die Berechnung
der durchschnittlich freigesetzten Quanten pro Stimulus, des so genannten quantal

contents, der als Indikator der prasynaptischen Funktion gilt.

1.3.3 Die Rolle des P/Q-Typ Calciumkanals bei der

neuromuskularen Transmission

Die prasynaptische Freisetzung von Acetylcholinquanten ist abhangig vom Calciu-
meinstrom in die Nervenendigung (Katz und Miledi, 1965). Zahlreiche Studien konn-
ten nachweisen, dass der P/Q-Typ Calciumkanal (auch bekannt als Cav2.1) fir die
Acetylcholinfreisetzung an der motorischen Endplatte verantwortlich ist und seine
Hemmung durch w-Agatoxin IVA zu einer fast vollstandigen Blockade der Trans-
mitterausschiittung fihrt (Katz et al., 1996; Protti et al., 1996; Urbano et al., 2008).
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Elektrophysiologische Untersuchungen an Mausen mit fehlender a1 A-Untereinheit
des P/Q-Typ Calciumkanals zeigten, dass N- und R-Typ Calciumkanéle das Fehlen
des P/Q-Typ Kanals teilweise kompensieren konnten, jedoch kam es im Vergleich
zu Kontrollméausen zu einer signifikanten Reduktion des quantal contents (Urbano
et al., 2003).

Die Beteiligung von spannungsabhéngigen Calciumkanélen, insbesondere des P /Q-
Typ Calciumkanals, an der Entstehung von Autoimmunerkrankungen konnte am
Beispiel des Lambert-Eaton-Myasthenischen Syndroms (LEMS) nachgewiesen wer-
den. Patienten mit dieser Autoimmunkrankheit besitzen Antikorper gegen P/Q-Typ
Calciumkanéle (Lennon et al., 1995) und Subtypen von spannungsabhéngigen Calci-
umkanélen. Diese Antikorper werden fiir die Zerstorung der prasynaptischen aktiven
Zonen, in denen P/Q-Typ Calciumkanéle lokalisiert sind, und die daraus resultie-
rende Veranderung der prasynaptischen Transmitterfreisetzung in Form einer redu-
zierten Anzahl von freigesetzten Acetylcholinquanten pro Nervimpuls verantwortlich
gemacht (Fukunaga et al., 1983; Fukuoka et al., 1987; Nagel et al., 1988). Weitere
Studien konnten nachweisen, dass die Bindung der Autoantikérper an P/Q-Typ Cal-
ciumkanéle zu einer Reduktion ihrer Expression fithrte (Verschuuren et al., 1998).
Eine Studie von Buchwald et al. (2005) zeigte, dass die Applikation von LEMS-
IgG zu einer Reduktion der Quantenfreisetzung an der motorischen Endplatte von
Maéusen fithrte. Dieser Effekt konnte aus einer direkten, Antikorper-vermittelten
Blockade von Calciumkanélen resultieren.

P/Q-Typ Calciumkanéle werden auch mit der Pathogenese der akuten motori-
schen axonalen Neuropathie (AMAN), einer klinischen Variante des GBS, in Zusam-
menhang gebracht. Patienten mit dieser Neuropathie weisen charakteristischerweise
IgG-Antikorper gegen die Ganglioside GM1 und GD1a auf. Eine Studie von Buch-
wald et al. (2007) deutet darauf hin, dass monoklonale Antikérper gegen GM1 und
GDla den Calciumeinstrom durch P/Q-Typ Calciumkanéle in kultivierte Neurone
blockiert und zu einer Abnahme des quantal contents an der motorischen Endplatte
von Mausen fithrt. Dies konnte einen Mechanismus fiir eine Antikorper-vermittelte
Muskelschwiche bei der AMAN darstellen und entscheidende Hinweise auf die Ent-
stehung motorischer Schwéchen in klinisch verwandten Autoimmunerkrankungen,
wie GBS und CIDP, geben.
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1.3.4 Die motorische Endplatte als Modell zur Untersuchung

autoimmuner Erkrankungen

Um Einblicke in die Mechanismen, die der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
zu Grunde liegen, zu gewinnen, werden geeignete experimentelle Modelle benotigt.
Im PNS kommen als mogliche Angriffsorte fiir pathogene Antikorper die Nervenwur-
zel, der Ranvier’sche Schniirring und die motorische Endplatte in Frage. Die moto-
rische Endplatte gilt als ein etabliertes Modell zur Untersuchung neurologischer Au-
toimmunerkrankungen, da ihr die elektrische Isolierung durch Myelinscheiden und
die Blut-Nerv-Schranke fehlen. Dies ermdglicht den freien Zugang von pathogenen
Antikorpern und ihre direkte Interaktion mit der Synapse. Mafigebliche pathophy-
siologische Erkenntnisse tiber die Entstehung von Myasthenia gravis, LEMS, Neu-
romyotonie und GBS wurden durch Experimente an der motorischen Endplatte ge-
wonnen. So konnten Autoantikorper gegen prasynaptische P/Q-Typ Calciumkanéle
(LEMS), spannungsabhéngige Kaliumkanéle (Neuromyotonie) oder postsynaptische
Acetylcholinrezeptoren (Myasthenia gravis) als Ursache der ausgebildeten Muskel-
schwéche identifiziert und ihr Mechanismus genauer aufgeklart werden (Goodman,
2008). Auch die Beteiligung von humoralen Faktoren an der Pathogenese des GBS
und seiner Varianten konnte anhand von Studien an der motorischen Endplatte von
Maéusen bestétigt werden (Buchwald et al., 1998; Buchwald et al., 2001). Ob humo-
rale Faktoren auch bei der CIDP eine Rolle spielen, wird bis heute diskutiert. Auf-
grund der erfolgreichen Forschungsergebnisse zum GBS und den oben genannten
Autoimmunerkrankungen stellt die motorische Endplatte wahrscheinlich ebenfalls
ein geeignetes Modell zur Aufklarung der bei der CIDP beteiligten Mechanismen,
die der auftretenden Muskelschwéche zu Grunde liegen, dar. Mogliche Interaktionen
von pathogenen Antikérpern mit Komponenten des PNS konnten dadurch aufge-

klart werden und zur Entwicklung neuer Therapien beitragen.

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Hauptfragestellung dieser Arbeit war, ob und gegebenenfalls welche Rolle humo-
rale Faktoren bei der Pathogenese von CIDP und der damit verbundenen Muskel-

schwiche spielen. Zur Aufklarung dieser Frage wurde der Effekt von IgG-Fraktionen
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1 FEinleitung

von CIDP-Patienten auf die neuromuskulédre Transmission untersucht. Dies geschah
an Zwerchfellpraparaten von Mausen. Die motorische Endplatte stellt ein etablier-
tes Modell fir die Untersuchung neurologischer Autoimmunerkrankungen dar, da
sie aufgrund ihrer fehlenden Myelinscheiden und Blut-Nerv-Schranke gut zugéng-
lich fiir Antikorper ist. AuBlerdem weist sie eine hohe Exprimierung an Gangliosiden
auf, deren Beteiligung an der Entstehung anderer Autoimmunerkrankungen bereits
nachgewiesen werden konnte. Mit Hilfe der Macro-Patch-Clamp-Technik sollte der
Effekt von aufgereinigtem CIDP-IgG von zehn Patienten auf die pré- und postsyn-
aptische Funktion charakterisiert werden. Zusétzliche Calcium-Imaging-Versuche in
neuronalen Zellkulturen sollten Aufschluss iiber eine mégliche Interaktion von CIDP-
IgG mit spannungsabhéangigen Calciumkanélen geben.

Ein weiteres Ziel war die Identifizierung moglicher Antigene bei der CIDP. Bis
heute konnte nicht eindeutig geklért werden, gegen welche Strukturen die Autoanti-
korper gerichtet sind. Viele Studien weisen darauf hin, dass periphere Myelinproteine
und Ganglioside als Antigene in Frage kommen, jedoch auch nur bei einer begrenzten
Zahl der getesteten Patienten. In der vorliegenden Arbeit wurde das Material von
CIDP-Patienten auf Anti-Gangliosid-Antikorper getestet und zusétzlich mit Hilfe
von Westernblots analysiert.

Des Weiteren sollten mogliche Wirkmechanismen etablierter Therapien, wie die
Interaktion zwischen therapeutisch eingesetzten Immunoglobulinen und den Anti-

korpern von CIDP-Patienten, untersucht werden.
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2.1 Patienten und aufgereinigtes IgG

In allen Experimenten wurde aufgereinigtes IgG von Patienten mit klassischer CIDP
verwendet. Die Diagnose erfolgte anhand klinischer Standardkriterien (Ad Hoc Sub-
committee, 1991) am Universitatsklinikum Wiirzburg. Patienten im Alter von 19 bis
71 Jahren, davon neun méannlich und zwei weiblich, wurden in diese Studie einbe-
zogen. Klinische elektrophysiologische Untersuchungen zeigten bei allen Patienten
deutliche Einschrankungen der Nervenleitgeschwindigkeit (NLG), der distalen mo-
torischen Latenz (DML) oder des motorischen Summenaktionspotentials (CMAP,
compound muscle action potential). Bei Patient 5 wurde zusétzlich zur CIDP ein
[gG-A-Plasmozytom mit assoziierter Amyloidose diagnostiziert. Patient 7 wies ne-
ben der CIDP eine IgG-A-Paraproteindmie auf. Von Infektionen oder Impfungen,
die dem Ausbruch der CIDP-Symptome vorausgingen, wurde bei Patient 3, 9 und
10 berichtet. Tabelle 2.1 fasst die wichtigsten Patientendaten zusammen.

Das Plasmafiltrat der Patienten wurde aus therapeutischen Plasmapheresen ge-
wonnen. Fiir die hier durchgefiihrten Experimente wurde das Material der ersten
Plasmapherese verwendet und die IgG-Fraktionen mittels Affinitdtschromatographie
aus dem Plasmafiltrat der Patienten isoliert. Durch mehrfaches Waschen und Dialyse
wurden die IgG-Fraktionen von Komplementfaktoren und niedermolekularen Kom-
ponenten befreit und anschlieend lyophilisiert. Die Aufbewahrung der IgG-Proben
erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -20°C.

Als Kontroll-IgG fiir die hier durchgefiihrten Experimente wurde das kommerziell
erwerbliche IVIg Sandoglobulin (CSL Behring, Bern, Schweiz) verwendet. Sandoglo-
bulin enthélt aufgereinigtes menschliches Immunoglobulin, das aus einem Plasma-
pool von tiber 1000 gesunden Spendern gewonnen wird. Es besteht aus mindestens
95% IgG. Die Subklassenverteilung und die Struktur der Antikorper entsprechen

physiologischen Verhaltnissen.
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Patient Alter Geschlecht NLG [m/s] DML [ms] CMAP [mV]
1 71 w 42 8,8 0,6
2 23 m nb nb nb
3 44 m 26 8,8 0,7
4 34 m 23 5,2 1,73
) 63 m na na na
6 95 m na na na
7 59 m 9 11,2 0,7
8 o8 w nb nb nb
9 19 m 10 8,8 0,3

10 60 m 12 14,8 0,13
11 o8 m na na na

Tabelle 2.1: Ubersicht der klinischen Patientendaten. w = weiblich; m = ménnlich;
NLG = Nervenleitgeschwindigkeit; DML = distale motorische Latenz;
CMAP = motorisches Summenaktionspotential (compound muscle ac-
tion potential); na = nicht ableitbar; nb = nicht bekannt. Die Normal-
werte zur pathologischen Grenze sind: NLG > 40 m/s, DML < 6 ms,

CMAP > 5 mV, angegeben fiir den Nervus tibialis.

2.2 Elektrophysiologische Messungen

2.2.1 Prdparation des Zwerchfells

Alle Experimente wurden an weiblichen 6-13 Wochen alten Mausen des Stammes
BALB/cAnNCrl durchgefithrt (Charles River, Sulzfeld, Deutschland).

Fir die Préaparation des Zwerchfells wurden die Mause mit Isofluran (Abbott
GmbH und Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) narkotisiert und mit einer Guilloti-

ne dekapitiert. Zur Freilegung des Bauchraums wurde mit einer Schere ein Schnitt

entlang der Korperlidngsachse durchgefiihrt und die Wirbelséule unterhalb des Brust-

korbs durchtrennt. Mit einem weiteren Schnitt ins Sternum wurde das Zwerch-

20
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fell samt Rippenbogen entfernt und bei Raumtemperatur (22-25 °C) in Carbogen-
begasten (95% Os, 5% CO2) Bretag-Puffer (Bretag, 1969) ubertragen. Die Inkuba-
tionszeit bis zum Beginn der Messung betrug eine Stunde. Der Bretag-Puffer setzte
sich wie folgt zusammen: 107,7 mM NaCl, 3,48 mM KCI, 0,69 mM MgSQOy, 26,2 mM
NaHCOs3, 1,67 mM NaH5POy, 1,53 mM CaCl,, 9,64 mM Natriumgluconat, 5,55 mM
D-Glucose, 7,6 mM Saccharose (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland). Der pH-
Wert lag bei 7,4.

2.2.2 Macro-Patch-Clamp-Technik

Zur Messung von exzitatorischen postsynaptischen Stromen (quantal excitatory post-
synaptic currents, qEPSCs) an der motorischen Endplatte, wurde das praparierte
Zwerchfell in einer Messkammer fixiert. Die Versorgung des Muskels mit frischem,
Carbogen-begastem Bretag-Puffer wurde durch eine geschlossene Zirkulation ge-
wahrleistet. Das Zirkulationsvolumen betrug ca. 15 ml. Die Ableitung der qEPSCs
erfolgte bei Raumtemperatur (22-25 °C) mit Hilfe der perfundierten Macro-Patch-
Clamp-Elektrode (Dudel, 1989). Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 2.1 und 2.2
dargestellt. Die Offnung der Glaselektrode betrug im Durchmesser ca. 10 ym und
umfasste damit einen kleinen Bereich der pra- und postsynaptischen Membran, sowie
der terminalen Schwann-Zelle. Im Inneren beinhaltete sie zwei chlorierte Silberdrah-
te, einen zur Stimulation und einen zur Ableitung der qEPSCs. Zusétzlich war die
Macro-Patch-Clamp-Elektrode mit einem diinnen Schlauch ausgestattet, der es er-
moglichte, die Spitze der Elektrode mit Elektrodenpuffer (in mM: 162 NaCl, 5,3 KCl,
0,67 NaH5POy, 0,22 KH5POy, 5,6 D-Glucose, 2 CaCly (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland), 15 HEPES (Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland)) oder den zu un-
tersuchenden, in Elektrodenpuffer gelosten Immunoglobulinen zu perfundieren. Dies
geschah mittels Druckluft. Uber einen zweiten Schlauch konnte die iiberschiissige
Perfusionsfliissigkeit abflieen. Diese Methode machte es mdoglich, an einer gegebe-
nen motorischen Endplatte gleichzeitig zu stimulieren, die Antworten abzuleiten und
das zu untersuchende Material zu applizieren, ohne die Position der Elektrode zu
verandern.

Sowohl dem Bretag- als auch dem Elektrodenpuffer wurde der Natriumkanalblo-
cker Tetrodotoxin (TTX; 200 nM; Ascent Scientific Ltd., Bristol, Grofibritannien)

beigegeben, um Kontraktionen des Muskels zu verhindern. Die Elektrode wurde auf

21



2 Material und Methoden

Druckluft
Elektrodenpuffer IgG + Elektrodenpuffer
Oszilloskop
<—— Perfusionsschlauch I
. automatischer
Abfluss Verstarker - .
Zahler
Elektrode
~ _I I
- Stimulat DAT-
Imuilator |
Rekorder
Zwerchfell =
Messkammer

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Das préparierte
Zwerchfell der Maus wird in einer Messkammer fixiert. Die Macro-
Patch-Clamp-Elektrode liegt auf dem Muskel auf und wird im Be-
reich einer motorischen Endplatte positioniert. Die Spitze der Elek-
trode kann iiber einen Schlauch mittels Druckluft mit Elektroden-
puffer oder IgG perfundiert werden. Die durch Stimulation erzeugten
qEPSCs werden fiir jedes Stimulationsintervall von 2% Stimulationen
gezéahlt und zur weiteren Bearbeitung gespeichert.

das Zwerchfell aufgesetzt und ihre Position solange verdndert, bis evozierte Signale
auf dem Oszilloskop (HAMEG Instruments, Mainhausen, Deutschland) registriert
werden konnten. Die Stimulation erfolgte mit 5 Hz, wobei die Dauer jedes Stimula-
tionspulses 1 ms betrug. Die abgeleiteten Signale wurden bei 5 kHz tiefpassgefiltert.

Zur Messung der prasynaptischen Aktivitdt wurde die Anzahl der freigesetzten
qEPSCs innerhalb eines Zeitfensters von 6 ms nach Stimulation und pro Stimulati-
onsintervall von 28 Stimulationen mit Hilfe eines automatischen Zéhlers bestimmt.
Unter Verwendung der Poisson-Formel m = In(n/ng) konnte der sogenannte quan-
tal content m berechnet werden, der als Maf} fiir die prasynaptische Transmitter-
freisetzung dient. Dabei galt n als Gesamtanzahl der Stimulationen pro Stimulati-
onsintervall (2®) und ng als Anzahl der Stimulationen pro Intervall, auf die keine

Quantenfreisetzung folgte (failures). Abbildung 2.3 zeigt die Originalableitung eines
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qEPSCs.

Zur Auswertung der qEPSC-Amplituden, die als Maf3 der postsynaptischen Funk-
tion dienen, wurden die Daten mit einem DAT-Rekorder (Sony, Tokio, Japan) ge-
speichert und nach Abschluss des Experiments mit einem kommerziell erwerblichen
Computerprogramm (ISO 2, Mfk, Niedernhausen, Deutschland) analysiert. Fir die
weitere statistische Auswertung wurden die Programme Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, USA), Origin (MicroCal, Northhampton, USA) und Sig-
maStat (Systat Software, Inc., Point Richmond, USA) benutzt. Bei einer Normal-
verteilung der Daten wurde die statistische Signifikanz durch einen Student’s t-test,
ansonsten durch einen Mann- Whitney Rank Sum Test bestimmt. Als statistisch si-
gnifikant galt p < 0,05. Der Standardfehler wird in der vorliegenden Arbeit als SEM

(standard error of the mean) angegeben.

Perfusionsschlauch
Abfluss
Stimulationselektrode

Ableitelektrode

Nervenendigung

Abbildung 2.2: Die Macro-Patch-Clamp-Elektrode ist mit zwei chlorierten Silber-
dréhten ausgestattet, einen zur Stimulation und einen zur Ableitung
der qEPSCs. Zusétzlich enthalt sie einen feinen Schlauch, der es er-
moglicht, die Spitze der Glaselektrode mit der zu untersuchenden
Substanz zu perfundieren. Ein weiterer Schlauch fiihrt die tiberschiis-
sige Flussigkeit ab, so dass die Glaselektrode stédndig mit frischem
Material versorgt wird.
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failure gEPSC

<—— Stimulusartefakt

Abbildung 2.3: Originalableitung mit der Macro-Patch-Clamp-Elektrode. Der Sti-
mulationsstrom erzeugt ein zum Teil kompensiertes Stimulusarte-
fakt, auf das ein qEPSC oder keine Quantenfreisetzung (failure)
folgt. Die Amplitude eines qEPSCs gilt als Mafi der postsynapti-
schen Funktion, der quantal content als Mafl der prasynaptischen
Transmitterfreisetzung.

2.2.3 Versuchsablauf

Zu Beginn jedes Experiments wurde die Elektrode optimal positioniert und der Sti-
mulationsstrom (0,1 bis 0,9 pA) so eingestellt, dass der quantal content bei ungefahr
0,5 Quanten pro Puls lag. Damit war gewahrleistet, dass nach Applikation des Pati-
entenmaterials sowohl ein moglicher Abfall als auch ein Anstieg der Quantenfrequenz
registriert werden konnte und geniigend Spielraum in beiden Richtungen vorhanden
war. An einer gegebenen motorischen Endplatte verblieben der quantal content und
die mittlere Amplitude der qEPSCs unveridndert. Zwanzig Minuten lang wurden
die qEPSCs unter Kontrollbedingungen gezihlt und aufgenommen (Baseline). Bei
stabilen Bedingungen wurde anschlieSend das IgG appliziert.

Fiir die elektrophysiologischen Experimente wurden IgG-Konzentrationen von 10-
15 mg/ml verwendet, da diese im Bereich der physiologischen IgG-Konzentration im
Blut lagen. Mit der [gG-Fraktion einiger CIDP-Patienten wurden zusatzliche Expe-
rimente mit 30 mg/ml durchgefiihrt. Die Verdiinnung des IgGs erfolgte in Elektro-
denpulffer.
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2.2.4 Koinkubationsexperimente von CIDP-1gG mit IVIg

Die Verabreichung von IVIg stellt eine der erfolgreichsten Therapien bei CIDP-
Patienten dar. Um eine direkte Wechselwirkung zwischen CIDP-IgG und IVIg ex-
perimentell nachzuweisen, wurden Untersuchungen mit der Macro-Patch-Clamp-
Elektrode durchgefiithrt. 15 mg Sandoglobulin (CSL Behring, Bern, Schweiz) und
15 mg CIDP-IgG von Patient 1 oder 3 wurden zusammen in 1 ml Elektrodenpuffer
gelost und 30 Minuten lang bei 36°C koinkubiert. Direkt im Anschluss wurde die
Losung elektrophysiologisch untersucht. Der Versuchsablauf und die Auswertung er-
folgten wie zuvor beschrieben (Abschnitt 2.2.2 und 2.2.3).

2.2.5 Applikation des monoklonalen Anti-P0-Antikorpers

Dem peripheren Myelinprotein 0 (P0) wird eine wichtige Rolle bei der Pathogenese
der CIDP zugesprochen. In der vorliegenden Studie wurden mogliche Effekte von
monoklonalen IgG-Antikérpern getestet, die gegen die extrazellulare Doméne von
PO gerichtet sind. Mit Hilfe der Macro-Patch-Clamp-Technik wurden Effekte dieser
Anti-P0-Antikorper (Astexx Ltd. und Co. KEG, Graz, Osterreich) auf die neuro-
muskulére Transmission am Zwerchfell der Maus untersucht. Der Versuchsablauf
und die Auswertung erfolgten wie zuvor beschrieben (Abschnitt 2.2.2 und 2.2.3). Es

wurden Konzentrationen von 50 und 100 pg/ml verwendet.

2.3 Calcium-Imaging

Um zu untersuchen, ob das IgG von CIDP-Patienten einen Einfluss auf spannungs-
abhéngige Calciumkanéle hat, wurden Calcium-Imaging-Experimente durchgefiihrt.
Diese Experimente wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr.
Dr. H. Hatt an der Ruhr-Universitidt Bochum durchgefiihrt.

Die Versuche wurden an kultivierten Neuronen des Bulbus olfactorius von neona-
talen C57B1/6 Mausen (P1-P3) durchgefiihrt, da gezeigt werden konnte, dass P/Q-
Typ Calciumkanaéle entscheidend fiir die synaptische Transmission dieser Neurone
sind (Isaacson und Strowbridge, 1998). Vorsichtig wurde der olfaktorische Bulbus aus

den M&ausen entnommen, fiir 20 Minuten bei 37°C mit Trypsin behandelt, zweimal in
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L-15 Medium (Invitrogen, Carlsbad, USA) gewaschen und mit einer sterilen Pasteur-
pipette mechanisch zertrennt. Die Zellen wurden mit 2 ml B27 und 500 ul Glutamax
(Zusatzstoffe zur Optimierung der Zellkultur) pro 100 ml Neurobasal Medium (In-
vitrogen, Carlsbad, USA) resuspendiert, auf polylysinbeschichtete (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) Zellkulturschalen mit einer Zelldichte von 200000 Zellen/cm? aus-
gesit und sieben bis zehn Tage kultiviert. Anschliefend wurde das Medium entfernt
und durch extrazelluldare Losung und den Calcium-sensitiven Farbstoff Fura-2/AM
(3 uM; Molecular Probes, Eugene, USA) ersetzt. Die extrazellulare Losung bestand
aus 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM MgCly, 2 mM CaCl,, 10 mM HEPES und 10
mM D-Glucose. Der pH-Wert betrug 7,4. Die Zellen wurden 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert und dann weitere 60 Minuten den verschiedenen CIDP-
IgGs ausgesetzt. Thre Endkonzentration betrug 10 pg/ml.

Die Zellen wurden mit einem Zeiss IM 100 Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland), ausgestattet fiir ratiometrisches Imaging (Tillvision, Till Photonics,
Griafelfing, Deutschland) mit 32-facher Vergrosserung, untersucht. Alle Zellen im
Sichtfeld wurden jede Sekunde fiir 75 ms mit Licht der Wellenldnge 340 nm und 380
nm bestrahlt. Die durchschnittliche Pixelintensitéit innerhalb der benutzerdefinierten
Region, also einer Zelle, wurde digitalisiert und abgespeichert. Das calciumabhangi-
ge Fluoreszenzsignal bei 510 nm Wellenldnge wurde als Verhéltnis von F340/F380
angegeben. Um spannungsabhingige Calciumkanéle zu 6ffnen, wurden die Zellen
drei Pulsen extrazellularer Losung mit hochkonzentriertem Kalium ausgesetzt. Die
Losung hatte folgende Bestandteile: 110 mM NaCl, 60 mM KCI, 1 mM MgCl,, 5
mM CaCl,, 10 mM HEPES und 10 mM D-Glucose. Der pH-Wert betrug 7,4. Jeder
Puls dauerte 7 s, zwischen den Pulsen lagen jeweils 100 s. Um eine Anreicherung von
Kalium im Bad der Zellen zu verhindern, wurden sie zwischen den Applikationen
konstant mit extrazellularer Losung umspiilt.

Fir die statistische Auswertung wurden die Programme Microsoft Excel (Mi-
crosoft Corporation, Redmond, USA) und SigmaStat (Systat Software, Inc., Point
Richmond, USA) benutzt. Bei einer Normalverteilung der Daten wurde die statisti-
sche Signifikanz durch einen Student’s t-test, ansonsten durch einen Mann- Whitney
Rank Sum Test bestimmt. Als statistisch signifikant galt p < 0,05.
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2.4 Anti-Gangliosid-Antikorperbestimmung

Da Ganglioside bei anderen Autoimmunerkrankungen potentielle Antigene darstel-
len, wurden die elektrophysiologisch untersuchten IgG-Fraktionen von CIDP-Patienten
auf Anti-Gangliosid-Antikérper getestet. Dies geschah durch ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay). Hierfir wurden 100 pmol der Ganglioside GM1, GDla,
GD1b, GT1b und GQ1b (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; Matreya LLC, Pleasant
Gap, USA) in 100% Ethanol verdiinnt und in Mikrotiterplatten-wells gegeben. Nach
der Evaporation wurden die wells mit 3% BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in
PBS fiir zwei Stunden bei 4°C geblockt. Es folgte ein Waschschritt. Das CIDP-IgG
wurde in PBS gelost, in die wells gegeben und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach ei-
nem weiteren Waschschritt wurden die gebundenen priméaren Antikérper mit einem
Alkaline-Phosphatase-konjugierten zweiten Antikérper detektiert. Dazu diente ein
monoklonaler goat anti-human IgG Antikorper (Jackson Laboratories, West Grove,
USA). Die Inkubation betrug 90 Minuten bei Raumtemperatur. Es folgte ein wei-
terer Waschschritt. P-Nitrophenylphosphat (2 mg/ml) wurde in Puffer gelost, der
sich wie folgt zusammensetzte: 100 mM Trisbase, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,. Die
Losung wurde in die wells gegeben und 30 Minuten inkubiert. Danach wurde die
optische Dichte (OD) bei Licht der Wellenlange 405 nm gemessen. Um unspezifische
Antikorperbindungen auszuschlieen, wurde die OD der Patientenprobe ohne Gan-
glioside von der OD der Patientenprobe mit Gangliosiden subtrahiert. Die Proben
wurden als positiv gewertet, wenn die Extinktion bei einer Verdiinnung von 1:100
einen Wert von 0,1 iiberschritt. Der Titer von positiven Proben wurde durch Ver-

diinnungsreihen bis zu 1:12500 bestimmt.

2.5 Westernblots

Das Zwerchfell der Maus wurde entnommen und in Lysispuffer (0,1 M PBS, 1%
Triton X-100 (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA), 5% Complete (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland)) homogenisiert und durch Ultraschall (3 x 30 s;
output 20%) weiter aufbereitet. AnschlieBend wurde das Homogenat 30 Minuten lang
bei 13000 Umdrehungen pro Minute und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgenommen und der Proteingehalt mittels optischer Dichtemessung bestimmt. Die
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Aufbewahrung erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -20°C.

Fir die Westernblots wurden 15%ige Acrylamidgele verwendet. Das Zwerchfell-
protein (600 pg) wurde fiir fiinf Minuten bei 75°C denaturiert. Anschliefflend wurde
das Gel mit 5,5 ul Standardmarker (10-250 kDa; Bio-Rad, Hercules, USA) und Pro-
tein beladen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte fiir eine Stunde bei 200 V in
Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 3,47 mM Natriumdodecylsulfat (SDS)).
Anschliefend wurden die Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran (Amers-
ham Biosiences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) transferiert. Dies erfolgte fir
eine Stunde bei 100 V in gekiihltem Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
20% Methanol). Die Membran wurde in TBS-T (100 mM Tris-HCI, 154 mM NacCl,
0,1% Tween 20; pH 7,5; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gewaschen und mit 5%
Milchpulverlosung bei 4°C tiber Nacht auf einem Schiittler geblockt. Darauf folg-
ten erneut drei Waschschritte mit TBS-T und das Auftragen der CIDP-Proben und
des Kontroll-IgGs (Surfblot; Idea Scientific Company, Minneapolis, USA) auf die
Nitrocellulosemembran. Die humanen IgGs wurden in 0,9% NaCl-Loésung (DeltaSe-
lect GmbH, Minchen, Deutschland) gelost (10 mg/ml) und mit 5% Milchpulverlo-
sung weiter verdiinnt (1:1000 bis 1:100). Die Inkubation des primiren Antikérpers
betrug 2,5 Stunden bei 4°C. Im Anschluss wurde die Membran drei Mal fir je-
weils zehn Minuten mit TBS-T gewaschen. Als sekundérer Antikorper diente ein
Peroxidase-konjugierter sheep anti-human 1gG-Antikérper (1:1000; GE Healthcare,
Uppsala, Schweden). Seine Verdiinnung erfolgte in TBS-T. Die Inkubation betrug
1,5 Stunden bei Raumtemperatur. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T
und einem mit destilliertem Wasser, wurde ECL (Enhanced Chemiluminescence)-
Substrat (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA) fir vier Minuten auf
die Membran aufgetragen. AnschlieBend erfolgte die Auflage und Entwicklung des
Films (Fuji medical x-ray film, Fujifilm Europe GmbH, Diisseldorf, Deutschland) in

der Dunkelkammer.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von CIDP-IgG auf die neuromuskuladre

Transmission

Um einen moglichen Effekt von aufgereinigtem CIDP-IgG auf die neuromuskulére
Transmission zu untersuchen, wurden mittels der Macro-Patch-Clamp-Elektrode die
IgG-Fraktionen von Patient 1 bis 10 auf Zwerchfellpraparate von Méusen appliziert
und gleichzeitig qEPSCs abgeleitet. Die Berechnung des quantal contents erfolgte

unter Verwendung der Poisson-Formel, wie unter Abschnitt 2.2.2 beschrieben.

A —s—Kontroll-lgG —*—IgG Patient 1 B —e—Kontroll-IgG —s—IgG Patient 3
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Abbildung 3.1: Repréasentativer Zeitverlauf des quantal contents wahrend der Ap-
plikation des Kontroll- und des CIDP-IgGs von Patient 1 (A) und
Patient 3 (B). Die Balken kennzeichnen die Zeitspanne der IgG-
Applikation. Wahrend die Reduktion des quantal contents nach der
Applikation der CIDP-IgG-Fraktion von Patient 1 schnell, inner-
halb von wenigen Minuten auftrat und sich anschliefend langsam
fortsetzte (A), entwickelte sie sich nach der Applikation des IgGs
von Patient 3 kontinuierlich uber die Zeit hinweg (B). Diese Effekte
konnten nicht mit Elektrodenpuffer ausgewaschen werden.
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.1 stellt reprasentativ den zeitlichen Verlauf des quantal contents wah-
rend der Applikation des CIDP-IgGs von Patient 1 und Patient 3 und des Kontroll-
IgGs dar. Wahrend das Kontroll-IgG keinen Effekt auf den quantal content hatte,
fithrte die Applikation des CIDP-IgGs zu einer deutlichen Reduktion. Dieser Effekt
war irreversibel und konnte daher nicht mit Elektrodenpuffer ausgewaschen werden.
Der zeitliche Verlauf dieser neuromuskularen Blockade variierte zwischen den IgG-
Fraktionen beider Patienten. Die IgG-Fraktion von Patient 1 rief innerhalb weniger
Minuten eine massive Reduktion des quantal contents hervor, welche sich anschlie-
Bend nur noch langsam fortsetzte (Abb. 3.1 A). Das CIDP-IgG von Patient 3 fiihrte
dagegen zu einer langsamen kontinuierlichen Abnahme des quantal contents (Abb.
3.1 B).

Patient n Applikationszeit + SEM [min]
bis zum halbmaximalen CIDP-IgG-Effekt

344 04
10 & 0,9
13,2 4+ 3,2
6,8 + 2,2
3,2 40,2
10,3 + 1,2
6,2+ 1,4
11423
45+ 25
46+ 1,5

© 00 N O Ot = W N =
T DN W Oy O Ot Ot Ot O Ot

—_
e}

Tabelle 3.1: Mittlere Applikationszeit + SEM des CIDP-IgGs pro Patient bis zum
halbmaximalen Effekt. n = Anzahl der durchgefiithrten Applikationen.

Der Zeitverlauf des gemittelten relativen quantal contents wahrend der Applikati-
on des CIDP-IgGs aller zehn Patienten ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Die Graphen
spiegeln die Variabilitat des zeitlichen Verlaufs und des Ausmafles der Antikoérper-
vermittelten Blockade wider. Aufgrund des unterschiedlichen Zeitverlaufs des CIDP-
[gG-Effekts konnten die [gG-Fraktionen der verschiedenen CIDP-Patienten in zwei
Gruppen eingeteilt werden (Tab. 3.1). Die mittlere Applikationszeit bis zum halb-
maximalen CIDP-IgG-Effekt lag bei den IgG-Fraktionen der Patienten 1, 5 und 10
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Abbildung 3.2: Zeitverlauf des gemittelten relativen quantal contents £ SEM wah-
rend der Applikation der CIDP-IgGs und des Kontroll-IgGs. Die Bal-
ken kennzeichnen die Zeitspanne der IgG-Applikation. Das IgG aller
zehn CIDP-Patienten fiihrte zu einer Reduktion des quantal con-
tents, jedoch mit unterschiedlichem Zeitverlauf und Ausmafl. Die An-
zahl der durchgefiihrten Experimente ist in Tabelle 3.2 angegeben.
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3 Ergebnisse

zwischen 3-5 Minuten und entsprach einer schnell auftretenden Abnahme des quantal
contents. Bei den IgG-Fraktionen von Patient 2, 3, 6 und 8 betrug die mittlere Ap-
plikationszeit bis zum halbmaximalen Effekt dagegen 10-13 Minuten und entsprach
einer signifikant (Student-Newman-Keuls post-hoc-Tests, p < 0,05) langsamer eintre-
tenden neuromuskulédren Blockade. Patient 9 wurde aufgrund der geringen Anzahl
der Applikationen nicht in die statistische Auswertung einbezogen. Die Applikati-
onszeit der IgG-Fraktionen von Patient 4 und 7 bis zum halbmaximalen Effekt un-
terschied sich lediglich signifikant zu der IgG-Applikationszeit von Patient 3. Diese
Beobachtungen geben erste Hinweise auf verschiedene Mechanismen der Interaktion

von CIDP-Antikoérpern mit der motorischen Endplatte.

Patient n quantal content p-Wert quantal content
+ SEM + SEM

Applikation wash-out

Kontroll-IgG 7 0,83 4+ 0,099 0,147 -

1 5 0,315 £ 0,074 0,003 0,471 = 0,055

2 6 0,441 £ 0,076 0,011 0,528 + 0,08

3 5 0,442 + 0,02 0,005 0,286 + 0,133

4 5 0,443 + 0,141 0,041 (0,283)

) 5 0,364 £+ 0,074 0,006 0,302 + 0,144

6 6 0,27 £+ 0,027 0,001 0,198 + 0,076

7 6 0,354 £+ 0,034 0,001 0,382 4+ 0,21

8 3 0,362 + 0,167 0,035 0,22 £ 0,15

9 2 0,663 £ 0,048 - (0,332)

10 5 0,218 + 0,051 < 0,001 0,553 + 0,172

Tabelle 3.2: Mittlerer relativer quantal content und p-Werte nach der Applikation
des Kontroll-IgGs und der CIDP-IgGs. Der fiir das Kontroll-IgG angege-
bene p-Wert beschreibt den statistischen Vergleich zwischen dem Effekt
des Kontroll-IgGs vs. Baseline. Die fiir die CIDP-IgGs angegebenen p-
Werte wurden aus dem Vergleich des CIDP- vs. Kontroll-IgG-Effekts
berechnet. Die neuromuskulédre Blockade konnte nicht oder nur in ge-
ringem Mafle mit Elektrodenpuffer ausgewaschen werden (wash-out).
Bei den Patienten 4 und 9 wurde nur ein wash-out durchgefithrt. n =
Anzahl der durchgefithrten Applikationen.
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Abbildung 3.3: Mittlerer relativer quantal content £ SEM nach der Applikation des
Kontroll-IgGs und des CIDP-IgGs von zehn Patienten. Die Werte
wurden auf die Kontrolle vor Applikation der Antikérper (Baseli-
ne) bezogen und auf eins normalisiert. [gG von gesunden Spendern
hatte keinen signifikanten Effekt auf den quantal content. Die Ap-
plikation von CIDP-IgG fiihrte im Vergleich zum Kontroll-IgG zu
einer signifikanten Reduktion des quantal contents. Die Anzahl der
durchgefiihrten Experimente ist in Tabelle 3.2 angegeben.

Die Ergebnisse fiir alle zehn Patienten sind zusammenfassend in Tabelle 3.2 und
Abbildung 3.3 dargestellt. Der Graph zeigt den gemittelten relativen, auf eins nor-
malisierten quantal content nach Applikation des jeweiligen CIDP-IgGs und des
Kontroll-IgGs zum Zeitpunkt des maximalen CIDP-IgG-Effekts. Verglichen mit dem
quantal content unter Kontrollbedingungen (Baseline) kam es wahrend der Appli-
kation des Kontroll-IgGs zu einer Abnahme um 17%. Diese war jedoch nicht si-
gnifikant (p = 0,147). Das CIDP-IgG aller zehn Patienten verursachte, verglichen
mit dem Kontroll-IgG, eine signifikante Reduktion des quantal contents (p < 0,05).
Diese Reduktion variierte zwischen den Patienten (34 - 78%) und war abhéngig von

der eingesetzten IgG-Konzentration. Wahrend die meisten CIDP-IgG-Fraktionen bei
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physiologischen Konzentrationen (10-15 mg/ml) eine deutliche Abnahme des quan-
tal contents bewirkten, trat dieser Effekt durch andere CIDP-IgGs erst bei héheren
Konzentrationen (30 mg/ml) auf (Patient 2, 6, 8 und 9). Dies spricht fiir eine Konzen-
trationsabhangigkeit der durch CIDP-IgG hervorgerufenen Effekte und unterstreicht
ihre Antikorper-vermittelte Natur. Die Konzentrationsabhéangigkeit ist exemplarisch
fiir Patient 2 und 6 in Abbildung 3.4 dargestellt. Die neuromuskuldre Blockade
konnte nicht oder nur in geringem Mafle mit Elektrodenpuffer ausgewaschen werden
(wash-out). Der gemittelte relative quantal content nach der Applikation des CIDP-
IgGs und des wash-outs ist in Tabelle 3.2 aufgefithrt. Um auszuschliefen, dass die
beobachteten Effekte durch eine leichte Verschiebung der Elektrode auf dem Prépa-

rat verursacht wurden, wurde die Position nach jedem Experiment kontrolliert.

HIgG Patient 2 O1gG Patient 6
1,2 1

I

081" _ | - T

0,6 1 *

0,4 1

0,2 1

Mittlerer relativer quantal content

15 mg/mi 30 mg/ml

Abbildung 3.4: Mittlerer relativer quantal content £ SEM nach der Applikation des
CIDP-IgGs von Patient 2 und 6 in Konzentrationen von 15 und 30
mg/ml. Die eingezeichnete Linie gibt den mittleren relativen quantal
content nach Applikation des Kontroll-IgGs an. Wahrend bei einer
eingesetzten IgG-Konzentration von 15 mg/ml (n = 2) kein Effekt
auf den quantal content beobachtet werden konnte, kam es bei ei-
ner IgG-Konzentration von 30 mg/ml (n = 6) zu einer signifikanten
Reduktion des quantal contents im Vergleich zum Kontroll-IgG.
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3.1.1 Depolarisationsabhangigkeit des quantal contents

Die durch das CIDP-IgG von Patient 1 hervorgerufene neuromuskulare Blockade
konnte durch eine Erhohung des Stimulationsstroms reduziert werden (Abb 3.5 A).
Vor der Applikation des CIDP-IgGs nahm der quantal content mit der Erhohung des
Stimulationsstroms (-0,4 bis -0,9 ©A) zu und erreichte ab -0,8 ©A eine Séattigung mit
6,3 Quanten pro Puls. Nach der Applikation des CIDP-IgGs von Patient 1 musste
die motorische Endplatte deutlich starker depolarisiert werden um ein qEPSC zu
induzieren. Eine Sattigung wurde nicht erreicht. Bei einer Stimulation von -1,0 A
lag der quantal content bei 1,8 Quanten pro Puls. Dieser Effekt war nach der Ap-
plikation des CIDP-IgGs von Patient 3 deutlich geringer (Abb. 3.5 B). Der quantal
content war im Vergleich zur Kontrolle bei Stimulationsstromen von -0,2 bis -0,4
1A um 40 bis 50% geringer, jedoch erreicht er eine Sattigung bei -0,5 pA. Diese Da-
ten zur Depolarisationsabhéngigkeit beruhen auf Einzelexperimenten, weshalb keine

statistische Auswertung erfolgen konnte.
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Abbildung 3.5: Depolarisationsabhangigkeit des quantal contents vor (Kontrolle)
und nach der Applikation des CIDP-IgGs von Patient 1 (A) und
3 (B). Aufgetragen ist der quantal content bei verschiedenen Stimu-
lationsstromen. Nach der Applikation des CIDP-IgGs von Patient
1 mussten deutlich groflere Stimulationsstrome aufgebracht werden,
um ein qEPSC zu induzieren. Dieser Effekt war weniger deutlich
nach der Applikation des CIDP-IgGs von Patient 3.

Diese Beobachtungen gaben erste Hinweise darauf, dass die neuromuskulére Blo-

ckade auf Interaktionen des CIDP-IgGs mit prasynaptischen Strukturen basierte.
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3 Ergebnisse

Die Auswertung der qEPSC-Amplituden sollte weiter Aufschlufl iiber den Mecha-

nismus der neuromuskularen Blockade geben.

3.2 Postsynaptische Effekte von CIDP-IgG

Fiir die beobachtete Reduktion des quantal contents konnte eine verminderte Trans-
mitterausschittung verantwortlich sein oder aber die Amplituden der gEPSCs wur-
den durch postsynaptische Effekte der CIDP-IgGs so stark reduziert, dass sie nicht
mehr vom Rauschen der Ableitung unterscheidbar waren und folglich nicht detek-
tiert werden konnten. Um zu zeigen, dass die Abnahme des quantal contents auf
einer Reduktion der freigesetzten Quanten basierte und nicht auf einer Amplitu-
denverminderung, wurden die Amplituden der qEPSCs unter Kontrollbedingungen

(Baseline) und wahrend der letzten zehn Minuten der IgG-Applikation gemessen.
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Abbildung 3.6: Repréasentative Amplitudenverteilung der qEPSCs vor (A) und wéh-
rend (B) der Applikation des CIDP-IgGs von Patient 1. Aufgetragen
ist die Amplitude in pA gegen die Anzahl der qEPSCs. Das CIDP-

IgG hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Amplitude einzelner
qEPSCs.
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3 Ergebnisse

Die Verteilung der qEPSC-Amplituden vor und nach der Applikation des IgGs
von Patient 1 ist représentativ in Abbildung 3.6 dargestellt. Die Histogramme zei-
gen die Anzahl der beobachteten qEPSCs fir verschiedene Amplitudenbereiche. Die
eingezeichnete Linie reprasentiert die Gauss’sche Verteilung und den Mittelwert der
einzelnen Quanten. Auch die kleinsten postsynaptischen Strome lagen deutlich tiber

dem Rauschen der Ableitung.

Patient n relative Amplitude p-Wert p-Wert
+ SEM IgG/Baseline  CIDP-/Kontroll-IgG

Kontroll-IgG 7 0,982 + 0,028 0,548 -

1 5 0,923 £ 0,098 0,476 0,513
2 6 1,009 £+ 0,022 0,695 0,476
3 5 0,907 £ 0,049 0,127 0,178
4 5 0,878 £ 0,041 0,04 0,053
5 5 0,942 £ 0,035 0,17 0,382
6 6 1,002 + 0,051 0,97 0,731
7 6 0,867 £ 0,076 0,031 0,157
8 3 0,876 £ 0,104 0,355 0,199
9 2 1,015 4+ 0,025 - -

10 5 0,964 + 0,048 0,5 0,733

Tabelle 3.3: Mittlere relative qEPSC-Amplitude und p-Werte nach der Applikation
des Kontroll-IgGs und der zehn CIDP-IgGs. Die p-Werte sind sowohl
fiir den Vergleich der IgG-Effekte vs. Baseline, als auch der CIDP- vs.
Kontroll-IgG-Effekte angegeben. n = Anzahl der durchgefiithrten IgG-
Applikationen.

Abbildung 3.7 zeigt zusammenfassend die gemittelte relative, auf eins normalisier-
te Amplitude der qEPSCs nach der Applikation des Kontroll-IgGs und des CIDP-
IgGs der zehn Patienten. Die Daten sind zusétzlich mit den jeweiligen p-Werten in
Tabelle 3.3 aufgefiithrt. Sowohl die Applikation des Kontroll-IgGs als auch die des
CIDP-IgGs von acht Patienten fiihrte im Vergleich zur Baseline zu keiner Beeinflus-
sung der postsynaptischen Strome. Die mittlere Amplitude blieb konstant (p > 0,05).
Ausnahmen stellten Patient 4 und 7 dar, bei denen es zu einer signifikanten Abnah-
me der Amplituden um 12% (p = 0,04) bzw. 13% kam (p = 0,031). Verglich man die
relativen mittleren qEPSC-Amplituden nach Applikation der CIDP-IgGs mit denen
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nach Applikation des Kontroll-IgGs, kam es bei keinem Patienten zu einem signifi-
kanten Unterschied (Tab. 3.3). Durch die unveranderten qEPSC-Amplituden nach
der Applikation des IgGs konnte gezeigt werden, dass die beobachtete Reduktion des
quantal contents aus einer Antikorper-vermittelten prasynaptischen Blockade resul-
tierte und nicht durch technische Probleme, wie beispielsweise einer Verschiebung

der Elektrode wéihrend der Messung, verursacht wurde.
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Mittlere relative gEPSC-Amplitude
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-1gG
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Abbildung 3.7: Mittlere relative Amplitude £ SEM der qEPSCs nach Applikation
des Kontroll-IgGs und des CIDP-IgGs der zehn Patienten. Die Daten
sind relativ zur Kontrolle vor Applikation der Antikorper (Baseline)
dargestellt und auf eins normalisiert. Die Antikorper hatten keinen
signifikanten Einfluss auf die mittlere qEPSC-Amplitude. Ausnah-
men waren Patient 4 und 7. Verglichen mit dem Effekt nach Appli-
kation des Kontroll-IgGs hatte kein CIDP-IgG einen signifikanten
Effekt auf die mittlere relative qEPSC-Amplitude.

Die Ergebnisse zeigen, dass IgG von Patienten mit CIDP nicht mit postsynap-
tischen Komponenten, wie dem Acetylcholinrezeptor, interagiert. Folglich kann die
beobachtete Abnahme des quantal contents durch CIDP-IgG auf eine Interaktion

der Antikorper mit prasynaptischen Strukturen zurtickgefithrt werden.
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3.3 Effekte von IVIg auf die CIDP-IgG-vermittelte
prasynaptische Blockade

Nachdem vorangegangene Studien zeigen konnten, dass IVIg durch GBS- und LEMS-
IgG verursachte neuromuskulare Blockaden aufheben konnte (Buchwald et al., 2002;
Buchwald et al., 2005), wurde untersucht, ob dies auch fiur die CIDP zutrifft. Hier-
fir wurden exemplarisch die IgG-Fraktionen von Patient 1 und 3 untersucht. Das
IgG von Patient 1 wurde zuvor der Gruppe zugeordnet, die eine schnelle prasynapti-
sche Blockade an der motorischen Endplatte hervorrief. Dagegen wurde das IgG von
Patient 3 der Gruppe zugeordnet, die eine langsame kontinuierliche Abnahme des
quantal contents verursachte. Das CIDP-IgG beider Patienten und das IVIg wurden
gemeinsam in einer Endkonzentration von jeweils 15 mg/ml bei 36°C inkubiert und
anschlieSend mittels der Macro-Patch-Clamp-Elektrode auf die motorische Endplat-
te appliziert.

Patient 1 Patient 3
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Abbildung 3.8: Repréasentativer Zeitverlauf des quantal contents wéihrend der Appli-
kation des CIDP-IgGs von Patient 1 (A) und 3 (B), mit und ohne
vorherige Koinkubation mit IVIg. Die Balken kennzeichnen die Zeit-
spanne der IgG-Applikation. Das CIDP-IgG beider Patienten fiihrte
zu einer Reduktion des quantal contents. Wurde es vor der Appli-
kation mit IVIg koinkubiert, wurde diese prasynaptische Blockade
neutralisiert.

Der reprisentative Zeitverlauf des quantal contents mit und ohne vorheriger Koin-
kubation des CIDP-IgGs von Patient 1 (Abb. 3.8 A) und 3 (Abb. 3.8 B) mit IVIg ist
in Abbildung 3.8 dargestellt. Wahrend die IgG-Fraktionen beider Patienten zu einer
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Abbildung 3.9: Zeitverlauf des gemittelten relativen quantal contents + SEM wah-
rend der Applikation des CIDP-IgGs von Patient 1 (A) und 3 (B),
mit und ohne vorherige Koinkubtion mit IVIg. Die Balken kennzeich-
nen die Zeitspanne der IgG-Applikation. Die Koinkubation von IVIg
mit dem CIDP-IgG von Patient 1 resultierte in einer deutlichen Re-
duktion der prasynaptischen Blockade, die mit dem CIDP-IgG von
Patient 3 in einer vollstdndigen Neutralisation dieses Effekts.

Reduktion der Transmitterfreisetzung fithrte, konnte eine solche préasynaptische Blo-
ckade mit einer vorangegangenen Koinkubation mit IVIg nicht beobachtet werden.
Der Zeitverlauf des gemittelten relativen quantal contents aller durchgefiihrten Ex-
perimente ist in Abbildung 3.9 dargestellt. Verglichen mit der Baseline fithrte auch
das mit IVIg koinkubierte CIDP-IgG von Patient 1 zu einer leichten Reduktion des
quantal contents. Diese war jedoch deutlich geringer als ohne Koinkubation mit IVIg
(Abb. 3.9 A). Dagegen neutralisierte IVIg die prasynaptische Blockade, verursacht
durch das CIDP-IgG von Patient 3, vollstdndig (Abb. 3.9 B).

Eine Zusammenfassung der Daten ist in Tabelle 3.4 und Abbildung 3.10 aufge-
fithrt. Das IgG von Patient 1 bewirkte im Vergleich zum Kontroll-IgG innerhalb von
finf Minuten eine signifikante Reduktion der Transmitterausschiittung (p = 0,003).
Wurde das CIDP-IgG vor der Applikation mit IVIg koinkubiert, konnte kein signi-
fikanter Unterschied mehr zum Kontroll-IgG festgestellt werden (p = 0,472). Die
prasynaptische Blockade wurde fast vollstandig neutralisiert. Der CIDP-IgG-Effekt
mit und ohne vorherige Zugabe von IVIg war signifikant verschieden (p = 0,001). Die
mittlere Amplitude der qEPSCs blieb sowohl im Vergleich zur Baseline (p = 0,476
ohne Koinkubation, p = 0,772 mit Koinkubation) als auch zum Effekt der Kontroll-
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Patient n relativer quantal content relative Amplitude
+ SEM + SEM

1

CIDP-IgG 5 0,315 + 0,074 p = 0,003 0,923 + 0,098 p = 0,513

CIDP-IgG + IVIg 5 0,74 = 0,049 p = 0,472 1,01 £ 0,026 p = 0,531

3
CIDP-IgG 5 0,442 £ 0,02 p = 0,005 0,907 £ 0,049 p = 0,178
CIDP-IgG + IVIg 4 1,013 4+ 0,105 p = 0,279 0,923 £ 0,05 p = 0,28

Kontroll-TgG 70,8344 0,099 p=0,147 0,982 + 0,028 p = 0,548

Tabelle 3.4: Mittlerer relativer quantal content, mittlere relative gEPSC-Amplituden
und p-Werte mit und ohne vorherige Koinkubation von CIDP-IgG mit
IVIg. Die fir die CIDP-IgGs angegebenen p-Werte beschreiben den sta-
tistischen Vergleich zwischen dem CIDP- vs. Kontroll-IgG-Effekt. Die
fir das Kontroll-IgG angegebenen p-Werte wurden aus dem Vergleich
des Kontroll-IgG-Effekts vs. Baseline berechnet. n = Anzahl der durch-
gefiithrten IgG-Applikationen.

IgG-Applikation (p = 0,513 ohne Koinkubation, p = 0,531 mit Koinkubation) von
der Applikation der CIDP-Antikérper unbeeinflufit.

Das IgG des Patienten 3 verursachte, verglichen mit dem Kontroll-IgG, eine si-
gnifikante Reduktion des quantal contents (p = 0,005). Die Koinkubation des IgGs
mit [VIg fithrte zu einer vollstdndigen Neutralisation der beobachteten prasynapti-
schen Blockade. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen dem Effekt des
Kontroll-IgGs und des mit IVIg koinkubierten CIDP-IgGs ermittelt werden (p =
0,279). Gleichzeitig war der durch CIDP-IgG hervorgerufene Effekt ohne Koinku-
bation mit IVIg signifikant grofler als der Effekt nach Applikation des CIDP-IgGs
koinkubiert mit IVIg (p = 0,016). Die mittlere Amplitude der qEPSCs blieb im
Vergleich zur Baseline sowohl wahrend der Applikation des CIDP-IgGs (p = 0,127)
als auch des CIDP-IgGs koinkubiert mit IVIg (p = 0,217) unverdndert. Auch im
Vergleich zum Effekt des Kontroll-IgGs auf die mittlere qEPSC-Amplitude konnte
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,178 ohne Koinkubation, p
= 0,28 mit Koinkubation).
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Abbildung 3.10: Mittlerer relativer quantal content + SEM nach der Applikation des
Kontroll-IgGs und CIDP-IgGs von Patient 1 (A) und 3 (B) mit und
ohne vorherige Koinkubation mit IVIg. Ohne Koinkubation fithrte
das CIDP-IgG beider Patienten, verglichen mit dem Kontroll-IgG,
zu einer signifikanten Abnahme des quantal contents. Wurde das
CIDP-IgG vor der Applikation mit IVIg koinkubiert, wurde diese
prasynaptische Blockade neutralisiert. n.s. = nicht signifikant

Die Experimente sprechen fiir eine direkte Interaktion des IVIgs mit den CIDP-
IgGs beider Patienten und spiegeln den Erfolg, mit dem IVIg in der Therapie von
CIDP eingesetzt wird, wider. Der neutralisierende Effekt des [VIgs war unabhéngig
vom Zeitverlauf der durch das CIDP-IgG induzierten prasynaptischen Blockade und
konnte exemplarisch sowohl fiir die Patientengruppe mit schnell blockierenden als
auch fur die Patientengruppe mit langsam blockierenden Antikérpern nachgewiesen

werden.

3.4 Einfluss von CIDP-IgG auf den Calciumeinstrom

in kultivierte Neurone des Bulbus olfactorius

Zur weiteren Charakterisierung der présynaptischen Blockade wurde untersucht,
ob CIDP-IgGs die Funktion von spannungsabhéngigen Calciumkanélen verédndern.
Hierzu wurden Calcium-Imaging-Experimente an kultivierten Neuronen des Bul-

bus olfactorius durchgefithrt. Die Zellen wurden drei Pulsen extrazellularer Losung
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mit hohem Kaliumgehalt ausgesetzt, die eine ausreichende Depolarisation des Mem-
branpotentials verursachten und zur Offnung spannungsabhingiger Calciumkanile
fithrten. Der Effekt der [gG-Fraktionen von Patient 1-5 und 10-11 wurde untersucht.

Abbildung 3.11 zeigt das calciumabhéngige Fluoreszenzsignal (F340/F380) einer
unbehandelten (Kontrolle) und einer mit CIDP-IgG des Patienten 10 inkubierten
Zelle. Im Vergleich zur Kontrolle fithrte die Inkubation mit dem CIDP-IgG zu ei-
ner deutlichen Reduktion der Signalamplitude. Dies spricht fiir einen verminderten
Calciumeinstrom durch spannungsabhéngige Calciumkanale. Abbildung 3.12 zeigt
zusammenfassend die gemittelten relativen Amplituden unter Kontrollbedingungen
und nach Inkubation der Zellen mit den CIDP-IgG-Fraktionen fiir die Depolarisati-
onspulse 1 bis 3. Alle Werte sind relativ zur mittleren ersten Amplitude der Kontrolle

angegeben. Die CIDP-IgGs hatten unterschiedliche Auswirkungen auf den Calciu-

meinstrom.
A Kontrolle B CIDP-IgG Patient 10
1000 1 1200 1
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Abbildung 3.11: Représentativer Zeitverlauf des calciumabhéngigen Fluoreszenzsi-
gnals F340/F380 von einer unbehandelten (A) und einer mit CIDP-
IgG (Patient 10) inkubierten Zelle (B). Die K*-induzierten Depo-
larisationspulse sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Inkubation
mit CIDP-IgG fiithrte zu einer deutlichen Reduktion der Signalam-
plituden. Dieser Effekt spricht fiir eine Interaktion des CIDP-IgGs
von Patient 10 mit spannungsabhangigen Calciumkanaélen.

Das IgG von Patient 1 und 10 verursachte eine starke, signifikante (p < 0,001)

Reduktion der Fluoreszenzsignalamplituden. Die IgG-Fraktion von Patient 2 fiithr-

te zu einer signifikant kleineren Signalamplitude nach dem ersten (p = 0,002) und
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H Kontrolle E Patient 1 W Patient 2 H Patient 3
2,5 1 O Patient 4 H Patient 5 O Patient 10 H Patient 11

Mittlere relative Amplitude F340/F380

Depolarisationspuls

Abbildung 3.12: Gemittelte relative Signalamplitude + SEM unter Kontrollbedin-
gungen und nach Inkubation der Zellen mit den verschiedenen
CIDP-IgG-Fraktionen fiir die Depolarisationspulse 1 bis 3. Die Wer-
te sind relativ zur mittleren ersten Amplitude der Kontrolle an-
gegeben. Die Inkubation der Zellen mit den IgG-Fraktionen der
Patienten 1 und 10 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Amplituden, was fiir einen verminderten Calciumeinstrom durch
spannungsabhéngige Calciumkanéle spricht. Das IgG von Patient
2 fithrte, verglichen mit der Kontrolle, nach der ersten und zweiten
Depolarisation zu einer signifikanten Abnahme des calciumabhén-
gigen Fluoreszenzsignals. Das IgG von Patient 3 bewirkte dagegen
eine signifikante Erhéhung der Signalamplituden. Dies konnte auch
nach der dritten Depolarisation bei Zellen festgestellt werden, die
zuvor mit dem IgG von Patient 4 inkubiert wurden. Keinen signi-
fikanten Einflu hatten die IgG-Fraktionen der Patienten 5 und
11. Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente ist in Tabelle 3.5
angegeben.
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Patient n relative Signalamplitude + SEM p-Wert
1. Depolarisationspuls

Kontrolle 15 1+ 0,09 -

1 71 0,01 4+ 0,003 p < 0,001
2 51 0,6 £ 0,07 p = 0,002
3 16 1,96 £ 0,1 p < 0,001
4 20 0,96 = 0,13 p = 0,804
5 23 0,91 £ 0,13 p = 0,083
10 13 0,21 £ 0,05 p < 0,001
11 72 0,85 £ 0,05 p = 0,206

Tabelle 3.5: Mittlere relative Signalamplitude += SEM und p-Werte unter Kon-
trollbedingungen und nach Inkubation der Zellen mit den ver-
schiedenen CIDP-IgG-Fraktionen. Die Werte beschreiben das relati-
ve calciumabhéngige Fluoreszenzsignal (F340/F380) nach dem ersten
Depolarisationspuls.

zweiten (p = 0,039) Depolarisationspuls, die Amplituden nach dem dritten Puls
unterschieden sich dagegen nicht signifikant (p = 0,43) von denen unter Kontroll-
bedingungen. Die Inkubation der Zellen mit dem IgG der Patienten 5 und 11 hatte
keinen Effekt auf das calciumabhingige Fluoreszenzsignal (p > 0,05). Uberraschen-
derweise fithrte die Inkubation der Neurone mit der CIDP-IgG-Fraktion des Pati-
enten 3 zu einer signifikant (p < 0,001) groBeren Signalamplitude bzw. erhéhten
intrazelluldren Calciumkonzentration, obwohl es an der motorischen Endplatte eine
reduzierte Transmitterfreisetzung verursachte. Tabelle 3.5 fasst die mittleren relati-
ven Signalamplituden nach der Inkubation mit allen IgG-Fraktionen fiir den ersten
Depolarisationspuls zusammen.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die durch CIDP-IgG hervorgerufene pra-
synaptische Blockade nur partiell auf eine Verminderung des Calciumeinstroms zu-
riickgefithrt werden konnte. Die Variabilitat der Effekte zwischen den IgG-Fraktionen
der Patienten spricht dafiir, dass der reduzierten présynaptischen Quantenfreiset-
zung an der motorischen Endplatte unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen.
Dies steht im Einklang mit dem beobachteten variablen Zeitverlauf der prasynapti-

schen Blockade und spiegelt die Heterogenitit des Krankheitsbildes wider.
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3.5 Charakterisierung des Zielantigens bei der CIDP

3.5.1 Detektion von Anti-Gangliosid-Antikorpern durch ELISA

Gangliosiden wird in der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen eine wichtige
Rolle als Zielantigen zugesprochen. Um zu testen, ob die elektrophysiologisch getes-
teten IgG-Fraktionen der CIDP-Patienten Antikorper gegen Ganglioside enthielten
und damit an der prasynaptischen Blockade beteiligt sein kénnten, wurde das Pati-
entenmaterial mit Hilfe von ELISA untersucht. Keine der IgG-Fraktionen zeigte eine
Antikorperaktivitat gegen die Ganglioside GD1a, GD1b, GM1, GQ1b und GT1b.
Damit kann ihre Beteiligung an der Entstehung der prasynaptischen Blockade aus-

geschlossen werden. Patient 7 wurde in diese Untersuchung nicht einbezogen.

3.5.2 Identifizierung von Zielantigenen durch Westernblots

|

60 kDa —»
50 kDa —»

30 kDa —

o T T —.
Y

20 kDa —»

13 kDa —»

K 1 10 6 5 sAK K 2 7 8 9

Abbildung 3.13: Exemplarische Westernblots zum Nachweis von CIDP-IgG-
Bindungen an Zwerchfellproteine von Mausen. Pro Patient sind
vier verschiedene Antikorperverdiinnungen abgebildet, die durch
Balken gekennzeichnet sind. Antikérperaktivitdt gegen Proteine
des Zwerchfells konnten bei fiinf Patienten im Bereich von 13,
20, 30 oder 50 kDa nachgewiesen werden. Unspezifische Bindun-
gen des sekundédren Antikorpers traten im Bereich von 30 bis 60
kDa auf. K = Kontroll-IgG; sAK = nur sekundarer Antikorper auf
Zwerchfellproteinen.

Mit Hilfe von Westernblots sollte aufgeklart werden, gegen welche Komponenten
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der motorischen Endplatte die humorale Antwort gerichtet ist. Abbildung 3.13 zeigt
exemplarisch zwei Westernblots, die mit den IgG-Fraktionen der Patienten 1-2 und 5-
10 durchgefithrt wurden. Trotz der Verwendung verschiedener sekundéarer Antikorper
in unterschiedlichen Verdiinnungen konnten unspezifische Bindungen an Zwerchfell-
proteine nicht verhindert werden. Diese lagen im Bereich von 30-60 kDa (Abb. 3.13,
sAK). Bindungen des priméren Antikorpers innerhalb dieses Bereichs konnten daher
nicht eindeutig identifiziert werden. In Tabelle 3.6 sind die Banden aufgelistet, die
sich eindeutig von unspezifischen Bindungen abhoben. Das Kontroll-IgG und fiinf
CIDP-IgGs wiesen keine eindeutig spezifische Bande auf. Bei fiinf CIDP-IgGs kam
es zu einer Antikérperaktivitit gegen Zwerchfellproteine. Bei der IgG-Fraktion von
Patient 1 trat eine schwache Bande bei 13 kDa auf. Die IgG-Fraktionen von Patient
3, 6 und 9 zeigten eine Bande im Bereich von 20 kDa, die von Patient 3, 6 und 7
im Bereich von 48-50 kDa. Zusétzlich konnte bei Patient 3 eine Bande bei 30 kDa

identifiziert werden.

Patient Bande [kDa]

Kontroll-IgG ~ keine Bande
13
keine Bande
20, 30, 50
keine Bande
keine Bande
20, 50
48
keine Bande
20

keine Bande

© 00 J O U = W N =

—_
=}

Tabelle 3.6: Nachweisbare Bindungen des CIDP-IgGs und Kontroll-IgGs an Zwerch-
fellproteine, die sich deutlich von unspezifischen Bindungen des sekun-
déaren Antikorpers abhoben.
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3.6 Einfluss von monoklonalen Antikorpern gegen das
periphere Myelinprotein 0 auf die neuromuskulare

Transmission

—o— Anti-P0 (50 pg/ml) —o— Anti-P0 (100 pg/ml)

-
o
1
-
o
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1
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Abbildung 3.14: Représentativer Zeitverlauf des quantal contents wahrend der Ap-
plikation von monoklonalen Anti-P0O-Antikérpern in Konzentratio-
nen von 50 (A) und 100 (B) pg/ml. Die Balken kennzeichnen
die Zeitspanne der Antikorperapplikation. Monoklonale Anti-P0-
Antikorper fiihrten zu einer langsamen, irreversiblen Reduktion der
Transmitterausschiittung an der motorischen Endplatte.

Bei der CIDP wird die Beteiligung von Autoantikorpern gegen periphere Myelin-
proteine, insbesondere gegen PO, kontrovers diskutiert. Die Untersuchung des Ef-
fekts von monoklonalen Anti-P0-Antikérpern auf die neuromuskuléare Transmission
konnte Parallelen zur durch CIDP-IgG hervorgerufenen préasynaptischen Blockade
aufweisen und damit eine Verbindung zwischen CIDP und PO als Zielantigen her-
stellen. Aus diesem Grund wurde die Auswirkung von monoklonalen Antikérpern
gegen PO auf die Funktion der motorischen Endplatte mit Hilfe der Macro-Patch-
Clamp-Technik untersucht.

Abbildung 3.14 stellt reprasentativ den zeitlichen Verlauf des quantal contents
wahren der Applikation des monoklonalen Anti-P0-Antikorpers dar. Die eingesetz-
ten Antikorperkonzentrationen betrugen 50 (Abb. 3.14 A) und 100 (Abb. 3.14 B)
pg/ml. Die Applikation des IgG Anti-PO-Antikorpers fiihrte zu einer langsamen,
signifikanten Abnahme des quantal contents. Dieser Effekt konnte nicht mit Elek-
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Abbildung 3.15: Zeitverlauf des gemittelten relativen quantal contents £ SEM wah-
rend der Applikation des monoklonalen Anti-PO-Antikorpers in
Konzentrationen von 50 (A) und 100 (B) ug/ml. Die Balken kenn-
zeichnen die Zeitspanne der Antikorperapplikation. Die Anzahl der
durchgefithrten Experiment ist Tabelle 3.7 aufgefiihrt.

trodenpuffer ausgewaschen werden. Der Zeitverlauf des gemittelten relativen quan-
tal contents aller Experimente nach der Applikation des Anti-PO-Antikorpers ist in
Abbildung 3.15 dargestellt. Die Applikation von 100 pg/ml Anti-PO-Antikorpern
fithrte zu einer ausgepragteren Blockade der neuromuskularen Transmission als die
von 50 pg/ml. Dies spricht fiir eine Konzentrationsabhéngigkeit der Blockade und
damit fiir ihre Antikorper-vermittelte Natur. Die mittlere Applikationszeit bis zum
halbmaximalen Effekt lag zwischen 21-23 Minuten. Der Zeitverlauf des quantal con-
tents und das Ausmafl der prasynaptischen Blockade waren vergleichbar mit denen
der CIDP-Patienten mit langsam blockierenden Antikoérpern, wie in Abschnitt 3.1
beschrieben.

Eine Zusammenfassung der Daten ist in Tabelle 3.7 und Abbildung 3.16 aufge-
fithrt. Bei einer Konzentration von 50 ug/ml wurde der gemittelte relative quantal
content im Vergleich zur Baseline um 48% (p = 0,026), bei 100 pg/ml um 60% (p
= 0,006) reduziert. Die Amplituden der qEPSCs unterschieden sich nach der Appli-
kation des monoklonalen Antikérpers nicht signifikant von der Baseline, was dafiir
spricht, dass der beobachtete Effekt nicht auf einer Interaktion der Antikoper mit
postsynaptischen Strukturen beruhte, sondern prasynaptischen Ursprungs war.

Einerseits zeigen die Ergebnisse, dass CIDP-IgGs und monoklonale Anti-P0-Anti-
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Anti-PO0 n relativer quantal content relative Amplitude

+ SEM + SEM

50 pg/ml 4 0,515 + 0,118 1,02 + 0,024
p = 0,026 p = 0,468

100 pug/ml 5 0,4 + 0,111 0,89 + 0,061
p = 0,006 p = 0,144

Tabelle 3.7: Mittlerer relativer quantal content, mittlere relative qEPSC-Amplituden
und p-Werte nach der Applikation von Anti-P0O-Antikérpern in Kon-
zentrationen von 50 und 100 pg/ml. n = Anzahl der durchgefiithrten
Applikationen.

korper vergleichbare Effekte auf die neuromuskulére Transmission haben und PO als
mogliches Zielantigen bei der CIDP in Frage kommt. Andererseits liefern die Ergeb-
nisse keinen Beweis dafiir, dass Antikorper von Anti-PO-positiven CIDP-Patienten
tatsédchlich einen solchen pathophysiologischen Einflul auf die neuromuskuléare Trans-

mission aufweisen und zur Muskelschwéche bei CIDP-Patienten beitragen.
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Abbildung 3.16: Mittlerer relativer quantal content + SEM nach der Applikation
von monoklonalen Anti-P0O-Antikérpern. Bei einer eingesetzten An-

tikérperkonzentration von 50 pg/ml sank der relative quantal con-
tent signifikant um 48%, bei 100 pg/ml um 60%.
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Die vorliegende Arbeit konnte experimentell die pathophysiologische Bedeutung von
humoralen Faktoren bei der CIDP bestétigen. Autoantikorper, die zu einer komple-
mentunabhéngigen, irreversiblen, prasynaptischen Blockade der neuromuskuléren
Transmission fithren, kénnten teilweise eine Erklarung fiir die auftretende Muskel-
schwéche bei CIDP-Patienten liefern. Ebenso wie beim GBS und LEMS, vermag
therapeutisches IVIg diese Blockade zu neutralisieren. Die Frage nach den Zielanti-
genen konnte weder durch die Detektion von Anti-Gangliosid-Antikérpern innerhalb
der CIDP-IgG-Fraktionen durch ELISA, noch durch den Nachweis von Antikorper-
bindungen an Proteine des Zwerchfells von Mausen durch Westernblots aufgeklart

werden.

4.1 Neuromuskuldre Blockade durch CIDP-IgG

4.1.1 Prasynaptische Blockade durch CIDP-IgG

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass eine Applikation von CIDP-IgG an moto-
rische Endplatten von Méusen zu einer irreversiblen Reduktion des quantal contents
fithrt. Die Moglichkeit, dass die beobachteten Effekte aufgrund von technischen Pro-
blemen, wie z.B. durch ein leichtes Verschieben der Elektrode, verursacht wurden,
wurde durch die Kontrolle der optimalen Elektrodenposition nach Abschluss jedes
Experiments minimiert. Die Abhéngigkeit des Ausmafles der prasynaptischen Blo-
ckade von der eingesetzten CIDP-IgG-Konzentration unterstreicht die Antikorper-
vermittelte Natur des Effekts. Vermutlich beruhten Unterschiede im Ausmafl der
Blockade auf unterschiedlichen Antikorpertitern innerhalb der IgG-Fraktionen ver-
schiedener Patienten. Dieser Umstand macht einen direkten Vergleich der Effekte
zwischen den untersuchten IgG-Fraktionen verschiedener CIDP-Patienten schwierig.

Bisher ist nicht bekannt, welche Gruppe von Antikérpern in der Gesamtfraktion des
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Patienten-IgGs fiir die beschriebenen Effekte verantwortlich und gegen welches An-
tigen sie gerichtet ist. Eine Bestimmung des Titers konnte daher nicht erfolgen. Die
Einteilung der untersuchten CIDP-IgG-Fraktionen in zwei Gruppen, welche entwe-
der eine schnelle oder eine langsame prasynaptische Blockade hervorrufen, kénnte
auf unterschiedliche Antigene und damit unterschiedliche Mechanismen hinweisen,
die in Abschnitt 4.1.3 gesondert diskutiert werden. Vergleichbare Effekte von Anti-
korpern wurden fiir LEMS beschrieben. Die Applikation von aufgereinigtem LEMS-
IgG auf Zwerchfellpraparate von Mausen fiihrte zur irreversiblen Reduktion des
quantal contents an der neuromuskulidren Endplatte (Buchwald et al., 2005). Diese
Irreversibilitit der IgG-Effekte unterscheiden die CIDP und LEMS vom GBS und
MFS. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass sowohl die Blockade der neuro-
muskuldren Transmission als auch des Calciumeinstroms durch P/Q-Typ Calcium-
kanéale durch das Auswaschen der MFS- bzw. GBS-Antikorper aufgehoben werden
kann (Buchwald et al., 1998; Buchwald et al., 2001; Nakatani et al., 2009). Er-
klart wurde die Reversibilitat der neuromuskularen Blockade durch eine schnelle
Dissoziation der Antikorper von ihrer Zielstruktur oder durch die Endozytose des
gesamten Antikorper-Antigen-Komplexes. Inwieweit eine geringe Antikorperaffinitét
darauf zuriickgefiihrt werden kann, dass der Effekt von humanem IgG an Zwerchfell-
praparaten der Maus getestet wurde, bleibt fraglich. Das die beobachteten CIDP-
IgG-Effekte in der vorliegenden Studie irreversibel waren, spricht fiir die Stabilitéat
des Antikorper-Antigen-Komplexes und weist auf unterschiedliche Antigene bei der
CIDP und dem GBS hin.

4.1.2 CIDP-IgG hat keinen EinfluB auf die gEPSC-Amplitude

Acht von zehn CIDP-IgGs hatten, verglichen mit der Baseline, keinen Einfluss auf
die qEPSC-Amplitude. Interaktionen von pathogenen Antikérpern mit postsynap-
tischen Strukturen, wie den Acetylcholinrezeptoren, konnten elektrophysiologisch
nicht nachgewiesen werden. Dies bestétigt die prasynaptische Natur der Blockade.
Ein vergleichbarer, rein prasynaptischer Effekt von IgG wurde bereits fiir LEMS
beschrieben (Buchwald et al., 2005).

Das CIDP-IgG von zwei Patienten fithrte neben einem reduzierten quantal content
auch zu einer Abnahme der mittleren gEPSC-Amplitude um bis zu 13%. Ein solcher
Effekt konnte durch Interaktionen des CIDP-IgGs mit postynaptischen Strukturen

23



4 Diskussion

hervorgerufen werden. Das IgG kénnte zum einen die Rezeptoraktivierung hemmen,
indem es die Bindungsstellen fiir Acetylcholinmolekiile blockiert oder zum ande-
ren eine direkte Blockade des offenen Acetylcholinrezeptorkanals bewirken. Bisher
wurde in keiner Studie eine Beeintrachtigung der Funktion von Acetylcholinrezep-
toren durch CIDP-IgG beschrieben. Ein kombinierter Antikérper-vermittelter pra-
und postsynaptischer Effekt wurde jedoch fiir das GBS und MFS nachgewiesen
(Buchwald et al., 1998). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass IgG von GBS-
Patienten mit Acetylcholinrezeptoren interagiert und ihre Aktivierung durch eine
Blockade der Bindungsstellen verhindert (Barrett-Jolley et al., 1994; Krampfl et al.,
2003). Diese Interaktion zwischen GBS-IgG und der Postsynapse der motorischen
Endplatte konnte neben einer Demyelinisierung des PNS und des axonalen Verlusts
zur Muskelschwéche bei GBS-Patienten beitragen. In welchem Ausmafl postsynap-
tische Antigene bei einigen CIDP-Patienten eine Rolle spielen, miisste durch eine
grofler Anzahl von CIDP-IgG-Fraktionen getestet werden. Aufgrund des schwachen
Effekts bei nur zwei Patienten kann hier eine technische Ursache nicht génzlich aus-
geschlossen werden. Insbesondere bei Patient 7 beruhte die Reduktion der mittleren
qEPSC-Amplitude auf einem einzigen Experiment innerhalb der Versuchsreihe, in
welchem es zu einer deutlichen Abnahme der Amplitude kam, wahrend sie bei al-
len anderen Experimenten stabil blieb. Des Weiteren konnte im Vergleich zu den
qEPSC-Amplituden nach der Applikation von Kontroll-IgG kein signifikanter Un-
terschied festgestellt werden, was gegen einen spezifischen CIDP-IgG-Effekt spricht.

4.1.3 Mechanismus der prasynaptischen Blockade

Die vorliegende Studie deutet darauf hin, dass unterschiedliche Mechanismen exis-
tieren, mit denen CIDP-IgG zu einer Beeintrachtigung der neuromuskularen Trans-
mission fithrt (Abb. 4.1).

Die IgG-Fraktionen von zwei CIDP-Patienten (Patient 1 und 10) kénnten iiber ei-
ne Interaktion mit spannungsabhangigen Calciumkanélen wirken. Der schnelle Zeit-
verlauf und der Hinweis auf eine Depolarisationsabhéngigkeit (Patient 1) der préasyn-
aptischen Blockade unterstiitzen die Annahme, dass die Antikorper dieser Patienten
die physiologischen Eigenschaften ihrer Zielstruktur beeinflussen, ohne sie zu bescha-
digen. Die Korrelation zwischen einem reduzierten quantal content und der starken

Reduktion der intrazellularen Calciumkonzentration in kultivierten Neuronen nach
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spannungsabhangige
K*-Kanéle

3 Vesikel
Prasynapse Mitochondrien
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spannungsabhdngige
<«—— (Ca*-Kandle

synaptischer
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spannungsabhdngige
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Abbildung 4.1: Moégliche Mechanismen der préasynaptischen Blockade an der mo-
torischen Endplatte. 1. CIDP-IgG bindet an spannungsabhingige
Calciumkanéle oder an Ganglioside, die mit solchen assoziiert sind,
und fiihrt zu einer Reduktion des Caciumeinstroms in die Prasynap-
se. Dies resultiert in einer Abnahme der Acetylcholinausschiittung.
2. Die Bindung von CIDP-IgG im Bereich der aktiven Zonen der
Prasynapse konnte die Interaktion zwischen Calciumeinstrom und
Calciumsensor beeinflussen und zu einer verminderten Vesikelfrei-
setzung fithren. Eine direkte Bindung an Synaptotagmin konnte eine
Alternative darstellen. 3. CIDP-IgG wird von der Présynapse durch
Endozytose aufgenommen und interagiert mit intrazellularen Anti-
genen, beispielsweise mit Komponenten der Fusionsmaschinerie. 4.
CIDP-IgG bindet an bisher unbekannte Zielantigene der Prasynapse
und beeinflusst die Transmitterfreisetzung tiber einen unbekannten
Mechanismus.
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der Inkubation mit CIDP-IgG spricht fiir einen solchen Mechanismus. Da P/Q-Typ
Calciumkanéle sowohl bei der synaptischen Transmission der Neuronen des Bulbus
olfactorius (Isaacson und Strowbridge, 1998) als auch an der motorischen Endplatte
eine dominante Rolle spielen (Katz et al., 1996; Protti et al., 1996; Urbano et al.,
2008), basiert der Effekt moglicherweise auf einer Hemmung des Calciumeinstroms
durch diese Kanéle. Eine Blockade von P/Q-Typ Calciumkanélen durch w-Agatoxin
IVA fiihrt zu einem fast vollstandigen Erliegen der neuromuskuldren Transmission.
Dies spiegelt die entscheidende Funktion dieser Kanale wider. Auch N-Typ Cal-
ciumkanale sind an der synaptischen Transmission von Neuronen des Bulbus ol-
factorius beteiligt. Thre Blockade durch pathogene CIDP-Antikorper konnte jedoch
nicht die Reduktion des quantal contents an der motorischen Endplatte erklaren.
In Saugetieren fithrt die Blockade von N-Typ Calciumkanélen an der motorischen
Endplatte durch w-Conotoxin GVIA zu keiner Beeintrichtigung der neuromusku-
laren Transmission (Protti et al., 1996; Katz et al., 1997). Die Ergebnisse geben
Hinweise darauf, dass CIDP-IgG mit spannungsabhéangigen Calciumkanélen intera-
giert und ihre Funktion verédndert. Um jedoch eine direkte Aussage iiber den Effekt
von CIDP-IgG auf die Funktion von spannungsabhéngigen Calciumkanélen an der
motorischen Endplatte treffen zu konnen, waren Calcium-Imaging-Experimente an
Zwerchfellpriaparaten von Mausen notig. Bisher sind diese jedoch technisch nicht
moglich.

Eine direkte Blockade des P/Q-Typ Calciumkanals durch Autoantikorper konnte
bereits fiir das GBS nachgewiesen werden. Eine Studie von Nakatani et al. (2009)
konnte anhand von Patch-Clamp-Experimenten zeigen, dass Seren und gereinigtes
IgG von Patienten mit AMAN, einer Variante des GBS, zu einer reversiblen Hem-
mung von Calciumstréomen durch P/Q-Typ (Cav2.1) Calciumkanéle in Purkinje-
zellen fithrten. Ein gleicher Effekt wurde durch monoklonale Antikérper gegen das
Gangliosid GM1 erzielt. Buchwald et al. (2007) konnten ebenfalls nachweisen, dass
monoklonale Antikérper gegen die Ganglioside GM1 und GD1a zu einer Reduktion
des Calciumeinstroms durch P/Q-Typ Calciumkanéle in kultivierte Neurone fiihr-
te. Gleichzeitig riefen diese Antikorper eine Abnahme des quantal contents an der
motorischen Endplatte von Méausen hervor. Es ist bekannt, dass Ganglioside mit
Membranproteinen Komplexe bilden und die Aktivitdt von Ionenkanélen modulie-
ren konnen. GM1 und GQ1b werden mit der Aktivierung von Calciumkanélen in
Zusammenhang gebracht (Carlson et al., 1994; Tanaka et al., 1997; Ando et al.,
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1998). Im Serum von Patienten mit GBS und seinen Varianten werden héufig Anti-
Gangliosid-Antikorper detektiert und mit der Pathogenese dieser Krankheiten in
Zusammenhang gebracht. Im Serum von CIDP-Patienten kénnen Anti-Gangliosid-
Antikorper seltener nachgewiesen werden. Ihre Beteiligung an der Pathogenese ist
daher umstritten. In der vorliegenden Studie konnte kein direkter Hinweis auf ei-
ne Antikorper-Gangliosid-vermittelte Calciumkanalblockade gefunden werden, da
die getesteten CIDP-IgG-Fraktionen keine Antikorperaktivitat gegen GD1la, GD1b,
GM1, GQ1b und GT1b aufwiesen. Die Gruppe der Ganglioside ist jedoch umfang-
reich und Interaktionen von CIDP-Antikoérpern mit anderen, in diesem Ansatz nicht
beriicksichtigten Gangliosiden kdnnen nicht ausgeschlossen werden.

Die durch eine zweite Gruppe von CIDP-IgGs hervorgerufene prasynaptische Blo-
ckade scheint auf einem Mechanismus zu beruhen, der nicht auf eine Blockade von
spannungsabhangigen Calciumkanélen zurtickzufiihren ist. Die Reduktion des quan-
tal contents korrelierte nicht mit einer Abnahme des Calciumeinstroms in kultivier-
te Neurone, was gegen eine Antikérper-vermittelte Blockade von P/Q-Typ Calci-
umkanélen spricht. Da alle elektrophysiologischen Experimente in Anwesenheit des
Natriumkanalblockers TTX durchgefiihrt wurden, kann die prasynaptische Blocka-
de ebenfalls nicht auf eine Verdnderung der Funktionsweise spannungsabhangiger
Natriumkanéle zuriickgefithrt werden. Diese Beobachtungen sind vergleichbar mit
Antikorper-vermittelten Effekten, die bereits fiir das GBS, MFS und LEMS be-
schrieben wurden (Buchwald et al., 1995; Buchwald et al., 1998; Buchwald et al.,
2005) und stehen im Einklang mit der Studie von Wiirz et al. (1995), in der anhand
von Patch-Clamp-Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass CSF, nicht aber Se-
ren von CIDP-Patienten zu einer Hemmung spannungsabhéngiger Natriumkanéle
fithrt. Plasma von Patienten mit MMN, einem Subtyp von CIDP, und GBS hatten
ebenfalls keinen Einfluss auf die Funktion von spannungsabhéngigen Natriumkané-
len von kultivierten Motoneuronen (Benatar et al., 1999). Takigawa et al. (2000)
konnten zeigen, dass Anti-GM1-positive Seren von CIDP- und GBS-Patienten, so-
wie monoklonale Anti-GM1-Antikorper (Takigawa et al., 1995; Weber et al., 2000)
nur in Anwesenheit von Komplementfaktoren mit Natriumkanélen interferieren. Dies
steht nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie, da alle un-
tersuchten IgG-Fraktionen frei von Komplementfaktoren waren.

Des Weiteren spricht eine Reduktion des quantal contents, wie in der vorliegenden

Studie beschrieben, gegen eine Interaktion von CIDP-IgG mit spannungsabhéngigen
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Kaliumkanélen der motorischen Endplatte, da eine Antikorper-vermittelte Blocka-
de des Kaliumausstroms in einer Zunahme des quantal contents resultieren wiirde.
An der Synapse fiihrt der Kaliumausstrom zur Repolarisation der préasynaptischen
Membran und terminiert den Calciumeinstrom und damit auch die Transmitter-
freisetzung. Eine Blockade der spannungsabhéngigen Kaliumkanale hatte zur Folge,
dass spannungsabhingige Calciumkanéle langer geoffnet bleiben und folglich mehr
Vesikel mit der priasynaptischen Membran fusionieren. Eine Studie von Shillito et al.
(1995) konnte an Zwerchfellprédparaten von Mausen zeigen, dass IgG von Patienten
mit Neuromyotonie zu einem Anstieg des quantal contents an der neuromuskulé-
ren Endplatte fithrt. Erklart wurde dieser Effekt durch eine Antikoérper-vermittelte
Blockade spannungsabhéngiger Kaliumkanéle. In der vorliegenden Studie wurde ein
gegenteiliger Effekt in Form eines reduzierten quantal contents durch CIDP-IgG her-
vorgerufen, was die Beteiligung von spannungsabhéngigen Kaliumkanélen an der
prasynaptischen Blockade nahezu ausschlief3t.

Eine Reduktion der Transmitterfreisetzung, die nicht auf Beeintrachtigungen der
Funktion von spannungsabhéngigen Calcium-, Natrium- oder Kaliumkanélen zu-
riickgefithrt werden kann, konnte durch Antikorper-vermittelte Veranderungen der
aktiven Zonen entstehen. Die Lokalisation von spannungsabhingigen Calciumkané-
len im Bereich der aktiven Zonen gewéhrleistet einen hohen lokalen Anstieg der Cal-
ciumkonzentration und damit eine schnelle, synchrone Transmitterfreisetzung von
der Prasynapse. Wird durch eine CIDP-Antikérperbindung im Bereich der aktiven
Zonen die Distanz zwischen Calciumkanéalen und dem Calciumsensor der Fusions-
maschinerie erhoht, resultiert dies aufgrund des langeren Diffusionswegs in einer
Abnahme der lokalen Calciumkonzentration. Weniger Vesikel fusionieren mit der
prasynaptischen Membran und der quantal content sinkt. Beim LEMS wird das
Vesikel-assoziierte, calciumbindende Protein Synaptotagmin als mogliches Antigen
von Autoantikorpern diskutiert (Martin-Moutot et al., 1993; el Far et al., 1995; Taka-
mori et al., 1995; Takamori et al., 2000). Da der N-Terminus dieses Proteins wéahrend
der Vesikelfusion im extrazellularen Bereich der motorischen Endplatte liegt, stellt
er einen moglichen Angriffspunkt fiir Antikérper dar, iiber den die Exozytose von
Acetylcholin beeinflusst werden konnte. Auch intrazellulare Wirkmechanismen von
pathogenen Antikérpern kénnen bei der CIDP nicht ausgeschlossen werden. Mehrere
Studien konnten demonstrieren, dass IgG von der Nervenendigung der motorischen

Endplatte durch Endozytose aufgenommen wird (Fratantoni et al., 1996) und dort
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mit intrazellularen Strukturen interferieren kann. Ein solcher intrazelluldrer Me-
chanismus des CIDP-IgGs konnte vorallem bei den Patienten mit einer langsam
eintretenden préasynaptischen Blockade vorkommen. Ob eine solche Endozytose von
Antikérpern jedoch innerhalb von Minuten stattfindet und eine Reduktion des quan-
tal contents bewirken kann, bleibt offen.

In der vorliegenden Studie konnte allen getesteten CIDP-IgG-Fraktionen eine pra-
synaptisch blockierende Eigenschaft nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass
dieser Effekt ein verbreitetes Charakteristikum der CIDP darstellt. Weitere For-
schungsarbeiten sind notig, um die detaillierten Mechanismen der prasynaptischen

Blockade aufzuklaren.

4.2 Neutralisation der prasynaptischen Blockade
durch IVig

Therapeutisches IVIg wird bei der CIDP und einer Vielzahl von Autoimmunerkran-
kungen erfolgreich eingesetzt (Hughes et al., 2001; Mendell et al., 2001; Hughes et al.,
2008). Wie IVIg das Immunsystem der Patienten beeinflusst und zu einer Abschwé-
chung der Symptome fiihrt, ist nicht vollstdndig geklart. Experimentell konnte nach-
gewiesen werden, dass [VIg in der Lage ist, eine durch GBS- bzw. LEMS-IgG hervor-
gerufene prasynaptische Blockade an der neuromuskulédren Endplatte von Méusen
zu neutralisieren (Buchwald et al., 2002; Buchwald et al., 2005). In der vorliegenden
Studie konnte dieser Effekt auch fiir CIDP-IgG bestétigt werden. Die Experimente
wurden exemplarisch mit den IgG-Fraktionen von zwei Patienten (Patient 1 und 3)
durchgefiihrt, die jeweils stellvertretend fiir die Gruppe mit einer schnell und einer
langsam auftretenden prasynaptischen Blockade sind (Abschnitt 4.1.1). Zusétzlich
fithrte nur das CIDP-IgG von Patient 1 sowohl zu einer Reduktion der Transmit-
terfreisetzung an der motorischen Endplatte als auch des Calciumeinstroms in kul-
tivierte Neurone. Die Koinkubation von IVIg mit dem CIDP-IgG fiihrte zu einer
Neutralisation der prasynaptischen Blockade an der motorischen Endplatte. Wah-
rend die durch das CIDP-IgG von Patient 3 hervorgrufene neuromuskuléare Blocka-
de durch die Koinkubation mit IVIg vollstdndig aufgehoben wurde, trat auch nach
der Koinkubation der IgG-Fraktion von Patient 1 mit IVIg eine schwache, jedoch

nicht signifikante Reduktion des quantal contents auf. Dies kénnte fiir einen héhe-
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ren Titer von neuromuskulér blockierenden Antikorpern innerhalb der IgG-Fraktion
von Patient 1 sprechen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass IVIg unabhangig
vom Mechanismus der prasynaptischen Blockade und vom Antigen wirksam ist. Die
Tatsache, dass hochaufgereinigtes [gG von CIDP-Patienten verwendet wurde, unter-
stiitzt die Annahme, dass der neutralisierende Effekt auf einer direkten Interaktion
des I'VIgs mit blockierenden Antikérpern und nicht mit anderen Serumkomponenten,
wie Komplementfaktoren oder Zytokinen, basierte.

Therapeutisches [VIg wird aus einem Pool von tiber 1000 Spendern gewonnen.
Dadurch enthélt es ein weites Spektrum an idiotypischen und antiidiotypischen An-
tikorpern und besitzt dadurch eine hohe idiotypische-antiidiotypische Spezifitat. An-
tiidiotypische Antikorper sind in der Lage pathogene Autoantikorper zu binden und
die Interaktion mit dem Zielantigen zu verhindern. Dieser Effekt konnte experimen-
tell in verschiedenen Studien nachgewiesen werden (Dietrich und Kazatchkine, 1990;
Krause et al., 1998; Lopez et al., 2000; Dalakas, 2002) und konnte auch der hier be-
obachteten Interaktion des IVIgs mit CIDP-IgG und damit der Neutralisation der
neuromuskulédren Blockade zu Grunde liegen. Ein vergleichbarer Effekt von IVIg
wurde fiir verschiedene Neuropathien beschrieben. Van Doorn et al. (1990) detek-
tierten im Serum eines CIDP-Patienten IgM-Antikorper, die mit Membranantigenen
von Neuroblastomzellen (NBL) kreuzreagierten. Die Inkubation des IgMs mit IVIg
und F(ab’)2-Fragmenten des IVIgs resultierte in einer dosisabhidngigen Hemmung
der Anti-NBL-Antikérperbindung. Jacobs et al. (2003) konnten an der motorischen
Endplatte nachweisen, dass die Aktivitiat von Anti-GQ1b-Antikérpern durch IVIg
dosisabhéngig reduziert wurde. Eine Neutralisation der Aktivitdt von GBS- und
LEMS-Antikérpern durch IVIg konnte durch Buchwald et al. (2002, 2005) gezeigt
werden. Da angenommen wird, dass mehrere Antigene in die Pathogenese der CIDP
involviert sind und IVIg bei einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen wirksam
ist, spricht dies fiir ein allgemeines Wirkprinzip des IVIgs und die Vielfaltigkeit der
darin enthaltenen antiidiotypischen Antikorper.

Alternativ zum klassischen idiotypisch-antiidiotypischen Mechanismus wére es
ebenso moglich, dass neutralisierende Antikorper an Strukturen der neuromuskulé-
ren Endplatte binden und zu einer unspezifischen sterischen Behinderung pathogener
Antikorper fithren und damit Interaktionen mit der synaptischen Membran verhin-
dern. Abbildung 4.2 veranschaulicht die moglichen Wirkmechanismen von IVIg an

der motorischen Endplatte.
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Abbildung 4.2: Mogliche Wirkmechanismen von IVIg. 1. IVIg bindet an das Fab-
Fragment der CIDP-IgGs. 2. Durch die Bindung des IVIgs an das
CIDP-IgG wird die Interaktion zwischen Autoantikorper und Anti-
gen verhindert (Dalakas, 2002). 3. Alternativ konnte IVIg an Struk-
turen der motorischen Endplatte binden ohne einen Effekt auf die
neuromuskulére Transmission zu haben und zu einer unspezifischen
sterischen Behinderung der CIDP-Antikérper-Antigen-Interaktion
fithren.

Die vorliegende Studie bestétigt den neutralisierenden Effekt von IVIg auf CIDP-
Antikorper. Neben der Neutralisation von pathogenen Autoantikorpern existieren
vermutlich weitere Mechanismen, mit denen IVIg im Patienten, zumindest indirekt,
auf Autoantikorper wirkt. Studien weisen auf eine IVIg-induzierte Erhohung des
[gG-Katabolismus (Masson, 1993) und eine Reduktion der IgG-Produktion durch
B-Lymphozyten (Kondo et al., 1991) hin. Das Zusammenspiel dieser Mechanismen
konnte zu einer Reduktion pathogener Antikérper im Patienten fithren und letzt-

endlich zur Linderung der Muskelschwéche beitragen.

4.3 Klinische Bedeutung neuromuskular
blockierender Antikorper bei der CIDP

Die vorliegende Studie stiitzt die Annahme, dass CIDP eine autoimmune Erkran-

kung ist, bei der humorale Faktoren gegen bisher unbekannte Antigene der moto-
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rischen Endplatte eine wichtige Rolle spielen konnten. Eine Antikorper-vermittelte,
komplementunabhéngige Beeintrachtigung der neuromuskulédren Transmission konn-
te zur Muskelschwache bei CIDP-Patienten beitragen. Insbesondere in frithen Krank-
heitsstadien wiirde der Nachweis dieser blockierenden Antikorper bei noch fehlender
Schadigung des Myelins und der Axone eine plausible Erklarung fiir Paresen liefern
und den Therapieerfolg durch Plasmapheresen verstandlich machen. Die CIDP folgt
bei einem Teil der Patienten einem rezidivierenden Krankheitsverlauf. Diese Schwan-
kungen der Krankheitsauspragung und die Riickbildung von Paresen sprechen fiir
pathophysiologische Effekte von Autoantikorpern an der motorischen Endplatte.
Ein progredienter oder sekundéar progredienter Krankheitsverlauf kénnte dagegen
morphologische Verdnderungen und strukturelle Lasionen durch den fortschreiten-
den Immunprozess widerspiegeln. Mehrere Studien zeigen, dass Patienten mit einem
rezidivierenden Krankheitsverlauf bessere Aussichten auf einen weniger gravieren-
den Gesamtverlauf haben (McCombe et al., 1987; Barohn und Saperstein, 1998;
Bouchard et al., 1999; Sghirlanzoni et al., 2000) und besser auf IVIg-Therapien an-
sprechen als Patienten mit progredientem Verlauf (Hahn et al., 1996). Das Zusam-
menspiel verschiedener Mechanismen, in die scheinbar sowohl funktionell beeinflus-
sende Autoantikorper als auch komplementvermittelte destruktive Prozesse (Demye-
linisierung und axonaler Verlust) involviert sind, kann in einem breiten Spektrum an
Krankheitsschwere und Symptomauspragung und damit in einer groffen Variabilitit
des Krankheitsbildes der CIDP resultieren.

Obwohl CIDP und GBS viele klinische Gemeinsamkeiten aufweisen, unterschei-
den sie sich in ihrem Zeitverlauf. Welche Faktoren einem chronischen oder akuten
Krankheitsverlauf zu Grunde liegen, ist unbekannt. In der vorliegenden Studie konn-
te gezeigt werden, dass die Antikorper-vermittelten Effekte auf die neuromuskulére
Transmission irreversibel waren. Fiir das GBS hingegen konnten Buchwald et al.
(1998) und Nakatani et al. (2009) eine Reversibilitit der Antikorper-vermittelten
Effekte auf die neuromuskulére Transmission und den Calciumeinstrom durch P/Q-
Typ Calciumkanéle in Purkinjezellen beobachten. Diese scheinbar verschiedenen
Bindungseigenschaften der Antikérper an die motorische Endplatte, sowie unter-
schiedliche Zielantigene beim GBS und der CIDP koénnten Ursachen fiir einen aku-

ten oder chronischen Krankheitsverlauf darstellen.

In die vorliegende Studie wurden IgG-Fraktionen von elf CIDP-Patienten einbe-

62



4 Diskussion

zogen. Dies erscheint auf den ersten Blick wenig, aber im Vergleich zu &hnlichen
elektrophysiologische Studien an seltenen Autoimmunerkrankungen, in denen die
Anzahl der untersuchten Patientenseren bzw. Antikorperfraktionen zwischen zwei
und neun lag (Lerrick et al., 1983; Takigawa et al., 2000; Krampfl et al., 2003; Na-
katani et al., 2007; Ishida et al., 2008; Nakatani et al., 2009), liegt die Anzahl der
hier untersuchten CIDP-IgG-Fraktionen im oberen Bereich. Sowohl die genannten
als auch viele weitere Studien konnten trotz der geringeren Anzahl an untersuchten
Patientenseren zu einem besseren Verstandnis und sogar zur Aufklarung der Pa-
thogenese (z.B. von Myasthenia gravis) beitragen. Die CIDP-Patienten wurden fiir
die vorliegende Studie nach strengen klinischen Kriterien ausgewahlt. Des Weite-
ren wurde fiir alle Experimente ausschliellich Patientenmaterial der ersten durch-
gefiithrten Plasmapherese verwendet. Zusammengefasst erlauben diese Punkte eine
Aussage iiber die mogliche klinische Relevanz der beobachteten CIDP-IgG-Effekte.
Zusatzlich muss man bedenken, dass die CIDP eine sehr seltene Erkrankung ist,
deren mittlere Pravalenz bei 1-2 Fallen pro 100000 Erwachsenen (Lunn et al., 1999;
McLeod et al., 1999) liegt. Dies entspricht, bezogen auf die Gesamteinwohnerzahl
Deutschlands von rund 82 Millionen, 820-1640 Erkrankten. Im Vergleich dazu liegt
die Krankheitshaufigkeit von Multiple Sklerose bei 149 Fallen pro 100000 Einwoh-
nern (Hein und Hopfenmiller, 2000), also ca. 122180 Erkrankten in Deutschland.
Dieser Vergleich spiegelt die Seltenheit der CIDP und damit die Schwierigkeit der

Patientenmaterialbeschaffung wider.

4.4 Charakterisierung des Zielantigens bei CIDP

4.4.1 CIDP-IgG zeigt keine Antikorperaktivitdat gegen

Ganglioside

Seit Jahren werden Ganglioside als mogliche Zielantigene bei der CIDP diskutiert,
jedoch bleibt ihre Rolle trotz zahlreicher Untersuchungen umstritten. In der vorlie-
genden Studie konnte keine Antikorperaktivitit gegen die Ganglioside GD1a, GD1b,
GM1, GQ1b und GT1b nachgewiesen werden und damit nicht mit der prasynap-
tischen Blockade und der Reduktion des Calciumeinstroms in Neurone des Bul-

bus olfactorius in Verbindung gebracht werden. Der Nachweis von Anti-Gangliosid-
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Antikorpern stellt kein typisches Charakteristikum bei der klassischen CIDP dar.
Wahrend bei der MMN, einem Subtyp der CIDP, bis zu 80% der Patienten Anti-
korper gegen GM1 aufweisen (Gallardo et al., 2001; Hughes et al., 2006), besitzen
nur zwischen 0-23% der Patienten mit klassischer CIDP IgG-Antikorper gegen GM1
(Simone et al., 1993; van Schaik et al., 1994; Yuki et al., 1996; Gallardo et al.,
2001). Ganglioside werden mit vielen physiologisch bedeutenden Funktionen in Ver-
bindung gebracht, die durch die Bindung von pathogenen Antikérpern beeintréch-
tigt werden konnen. So konnte gezeigt werden, dass Anti-Gangliosid-Antikorper zu
einer Blockade der neuromuskuldren Transmission bei Mausen und des Calciumein-
stroms durch spannungsabhéngige Calciumkanéle fithren, sowie die Funktion von
spannungsabhéngigen Natriumkanéalen und Kaliumkanélen verdandern (Takigawa et
al., 1995; Takigawa et al., 2000; Weber et al., 2000; Buchwald et al., 2007; Nakatani
et al., 2009). Die vorliegende Studie spricht gegen eine bedeutende Rolle der oben ge-
nannten Ganglioside bei den beobachteten IgG-Effekten, schlieit jedoch Ganglioside
aufgrund ihres grofien Spektrums als Zielantigene nicht aus. Des Weiteren wurden
die hier verwendeten Ganglioside aus Hirngewebe von Rindern gewonnen. Es konn-
te gezeigt werden, dass die Bindung von Anti-GM1-Antikérpern von GBS-Patienten
an Ganglioside des zentralen Nervensystems (ZNS) schwécher ist als an Gangliosi-
de des PNS (Ogawa-Goto und Abe, 1998). Antikorperaktivitdten gegen spezifische
Ganglioside des peripheren Nervens konnten dadurch nicht detektierbar sein. Alter-
nativ konnte eine fehlende Antikorperaktivitdat der CIDP-IgGs auch auf Unterschiede
zwischen humanen und bovinen Gangliosiden zuriickgefiithrt werden. Yoshino et al.
(1992) konnten jedoch zeigen, dass Anti-GM1-positive Patientenseren eine Antikor-
peraktivitit gegen bovines GM1 aufwiesen. In der Studie von Buchwald et al. (2001)
traten bei neun von elf MFS-Patienten Antikorperaktivitaten gegen bovines GQ1b
auf. Dies spricht dafiir, dass eine Interaktion von humanen Antikérpern mit bovinen
Gangliosiden moglich ist. Die vorliegende Studie kann jedoch nicht ausschliefen,
dass CIDP-IgG mit anderen, in diesem Ansatz nicht berticksichtigten Gangliosiden

interagiert.
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4 Diskussion

4.4.2 Spezifische Bindungen von CIDP-IgG an Proteine des

Zwerchfells

Aufgrund von unspezifischen Bindungen des sekundéren Antikérpers an Zwerchfell-
proteine von Méusen konnten spezifische Bindungen des CIDP-IgGs im Bereich von
30-60 kDa nur schwer identifiziert werden. Drei verschiedene sekundére Antikérper
wurden getestet und in unterschiedlichen Verdiinnungen aufgetragen, jedoch gelang
es nicht, das Protokoll dahingehend zu optimieren, dass keine unspezifischen An-
tikorperbindungen auftraten. Die IgG-Fraktionen von fiinf Patienten zeigten eine
Antikorperaktivitaten im Bereich von 13, 20, 30 und 50 kDa. In Bezug auf die zuvor
diskutierten Mechanismen der prasynaptischen Blockade, liegen Synaptotagmin II
mit 47 kDa und PO mit 28 kDa im Bereich der IgG-Aktivitdt. Beide Proteine stel-
len potentielle Antigene bei der CIDP dar. Die Tatsache, dafl keine Banden beim
Kontroll-IgG und bei fiinf CIDP-IgGs auftraten, bedeutet nicht zwangslaufig, dafl
keine Bindung stattfand. Vielmehr wére denkbar, dafl spezifische Bindungen auf-
grund der unspezifischen Signale des zweiten Antikérpers nicht sichtbar waren.

Die variablen Ergebnisse zahlreicher Studien geben Grund zur Annahme, dass die
Pathogenese der CIDP nicht von einer Immunantwort gegen ein einzelnes, sondern
gegen mehrere Antigene innerhalb des PNS abhéngt. Dies konnte in der vorliegen-
den Studie eine Erklarung fiir die Bindung des CIDP-IgGs an verschiedene Proteine
des Zwerchfells liefern. Da es nicht moglich war, die Region der motorischen End-
platte aus dem Zwerchfell der Maus zu isolieren, enthielt das Homogenat sémtliche
Bestandteile der Nerven und des Muskels und somit eine Vielzahl von méglichen An-
griffspunkten fiir Antikorper. Zusétzlich spielt das Komplementsystem bei der CIDP
eine entscheidende Rolle bei der Demyelinisierung der peripheren Nerven. Die Akti-
vierung des Komplementsystems erfolgt iiber die Bindung von Antikérpern an ihre
Antigene und fithrt letztendlich zur Zerstorung der Zielstruktur. Lasionen im PNS
konnten ebenso wie IgG-Ablagerungen auf der Oberfliche von Schwann-Zellen bei
Nervenbiopsien von CIDP-Patienten beobachtet werden (Dalakas und Engel, 1980;
Mazzeo et al., 2004), was fiir eine zusétzliche Bindung von CIDP-IgG an Strukturen

auflerhalb der Synapsenregion sprechen konnte.
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4 Diskussion

4.4.3 PO als mogliches Zielantigen

Neben Gangliosiden werden periphere Myelinproteine, insbesondere P0, als potenti-
elle Zielantigene bei der CIDP diskutiert. Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass
monoklonale Anti-P0-Antikorper in der Lage sind, die neuromuskulére Transmissi-
on zu verandern. Der Mechanismus dieser Antikérper-vermittelten, konzentrations-
abhéngigen Reduktion des quantal contents, ohne nachweisbaren postsynaptischen
Effekt, ist unklar. Die Macro-Patch-Clamp-Elektrode umfasst einen Teil der pra-
und postsynaptischen Membran, sowie der terminalen Schwann-Zelle. Obwohl die
terminale Schwann-Zelle zu den nichtmyelinisierenden Schwann-Zellen gehort, ex-
primiert sie PO (Georgiou und Charlton, 1999). Die Rolle von PO in diesen Zellen
ist unbekannt, wurde jedoch mit Nerv-Glia-Interaktionen in Verbindung gebracht.
Die terminale Schwann-Zelle ist aktiv in die Regulation der neuromuskuléren Trans-
mission involviert und besitzt eine Vielzahl an lonenkanélen und Rezeptoren (Feng
et al., 2005), wie beispielsweise spannungsabhéngige L-Typ Calciumkanéle, span-
nungsabhéngige Natriumkandle und muskarinische Acetylcholinrezeptoren (Robi-
taille et al., 1996; Auld und Robitaille, 2003; Musarella et al., 2006). Uber wel-
che Mechanismen terminale Schwann-Zellen Einflul auf die neuromuskuléare Trans-
mission austiben, ist noch nicht vollstandig geklart. Moglicherweise fithrt eine Bin-
dung von Anti-PO-Antikérpern an terminale Schwann-Zellen zu Beeintrachtigungen
von lonenkanélen oder Rezeptorbindungsstellen, die wiederum entscheidend fiir die
Kommunikation zwischen Prisynapse und Schwann-Zelle sind. Ahnlich wie Anti-
Gangliosid-Antikorper kénnten Antikérper mit PO Komplexe bilden, die zu einer
Blockade von Ionenkanélen fithren. Ein solcher Effekt wurde bisher nicht beschrie-
ben. Der Zeitverlauf der durch monoklonale Anti-P0O-Antikérper hervorgerufenen
prasynaptischen Blockade entsprach einer kontinuierlichen, langsamen Reduktion
des quantal contents. Ein vergleichbarer Effekt trat ebenso nach der Applikation
einiger CIDP-IgG-Fraktionen auf (Abschnitt 4.1.1). Die vorliegende Studie kénnte
eine Verbindung zwischen Anti-P0-Antikérpern und CIDP herstellen. Konnte dieser
Effekt von Anti-PO-Antikorpern in Zukunft bestatigt und aufgeklért werden, wiirde
er nicht nur bei Anti-P0O-positiven CIDP-Patienten, sondern bei einer Vielzahl von

autoimmunen Neuropathien eine alternative Erklarung fiir Muskelschwéchen liefern.
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5 Zusammenfassung

Chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) ist eine er-
worbene Erkrankung des peripheren Nervensystems, die durch chronisch auftretende
Muskelschwéche und Sensibilitéitsstorungen charakterisiert ist. Viele Studien deuten
darauf hin, dass die Entstehung der CIDP auf autoimmune Prozesse zuriickzufiih-
ren ist, in die sowohl zellvermittelte als auch humorale Immunmechanismen gegen
bisher unbekannte Antigene involviert sind. Eindeutig geklart werden konnte die
Pathogenese bisher jedoch nicht.

Um neue Erkenntnisse iiber die Rolle humoraler Faktoren bei der Entstehung der
CIDP und der damit verbundenen Muskelschwéche zu erlangen, wurde der Effekt
von aufgereinigtem IgG von elf Patienten mit klassischer CIDP auf die neuromus-
kuldre Transmission untersucht. Mit Hilfe der durchstréomten Macro-Patch-Clamp-
Elektrode konnte die Wirkung dieser Antikérper an Zwerchfellpraparaten der Maus
erforscht werden. Das Modell der motorischen Endplatte wurde gewéhlt, weil sie
aufgrund ihrer fehlenden Myelinscheide und Blut-Nerv-Schranke frei zugénglich fiir
pathogene Antikorper ist und damit ein etabliertes Modell zur Untersuchung von
autoimmun-vermittelten Muskelschwéchen darstellt. Zusétzlich zu den elektrophy-
siologischen Untersuchungen wurde der Effekt verschiedener CIDP-IgGs auf den
Calciumeinstrom in kultivierte Neurone des Bulbus olfactorius der Maus mittels
Calcium-Imaging-Experimenten getestet. Des Weiteren wurde die Frage nach dem
Zielantigen durch ELISA, Westernblots und die Applikation von monoklonalen Anti-
PO-Antikérpern genauer betrachtet. Da die Verabreichung von intravenésen Immu-
noglobulinen (IVIg) eine akzeptierte Therapie bei CIDP-Patienten darstellt, die Wir-
kungsweise jedoch nicht eindeutig geklart ist, wurden auflerdem Koinkubationsex-
perimente mit IVIg und CIDP-IgG durchgefiihrt. Dadurch sollte untersucht werden,
ob und, gegebenenfalls, welchen Einfluss IVIg auf Effekte der CIDP-Antikoérper hat.

Die Applikation der CIDP-IgG-Fraktionen fiihrte zu einer irreversiblen, signifi-

kanten Reduktion der Transmitterausschiittung an der motorischen Endplatte. Ein
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5 Zusammenfassung

postsynaptischer Effekt konnte nach der Applikation von acht CIDP-IgGs nicht be-
obachtet werden, was die prasynaptische Natur der Blockade bestétigte. Sowohl
das Ausmaf als auch der zeitliche Verlauf dieser prasynaptischen Blockade vari-
ierte zwischen den IgG-Fraktionen verschiedener Patienten. Wéahrend sie bei einer
Gruppe schnell, innerhalb von Minuten eintrat, entwickelte sie sich bei einer zwei-
ten Gruppe kontinuierlich iiber die Zeit hinweg. Diese Unterschiede deuten erstmals
auf verschiedene Mechanismen hin, die der Abnahme der Acetylcholinfreisetzung zu
Grunde liegen konnten. Unterstiitzt wurde diese Annahme durch die unterschiedli-
chen Effekte der CIDP-IgGs auf den Calciumeinstrom in kultivierte Neurone. Die
durch drei CIDP-IgG-Fraktionen hervorgerufene préasynaptische Blockade korrelier-
te mit einer signifikanten Reduktion des Calciumeinstroms in die Zellen, was auf
eine Interaktion der Antikérper mit P/Q-Typ Calciumkanélen hinwies. Zwei CIDP-
IgG-Fraktionen hatten keinen Effekt auf den Calciumeinstrom. Das IgG eines wei-
teren Patienten verursachte sogar einen Anstieg des Calciumeinstroms in kultivierte
Neurone, obwohl es gleichzeitig zu einer verminderten Transmitterausschiittung an
der motorischen Endplatte fithrte. Welche Mechanismen, die nicht auf eine Interakti-
on von CIDP-Antikérpern mit spannungsabhéngigen Calciumkanélen zuriickgefiihrt
werden konnen, zur Blockade der Transmitterfreisetzung fiithrten, ist unbekannt.
Morphologische Veranderungen der aktiven Zonen oder intrazellulare Effekte, die
durch pathogene Antikérper hervorgerufen wurden, wéiren mogliche Erklarungen
und wirden fiir den langsameren Zeitverlauf der durch diese Gruppe von CIDP-
[gG-Fraktionen hervorgerufenen prasynaptischen Blockade sprechen.

Ganglioside werden als potentielle Zielstrukturen der Immunantwort bei der CIDP
kontrovers diskutiert. Sie werden mit vielen physiologisch bedeutenden Funktionen
in Verbindung gebracht, die durch die Bindung von pathogenen Antikérpern beein-
trachtigt werden konnen. In der vorliegenden Studie konnten keine Anti-Gangliosid-
Antikorper in den IgG-Fraktionen der CIDP-Patienten detektiert werden und damit
nicht mit den beobachteten Effekten in Zusammenhang gebracht werden. Als weite-
re potentielle Zielantigene werden periphere Myelinproteine, inbesondere PO, disku-
tiert. Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass monoklonale Anti-PO-Antikérper
zu einer konzentrationsabhingigen Reduktion der neuromuskuliren Ubertragung
fithren. Wie bei CIDP-Antikérpern, war dieser Effekt présynaptischer Natur und
eine Beeintrachtigung postsynaptischer Strukturen konnte nicht nachgewiesen wer-

den. Ein solcher Mechanismus ware fiir Anti-P0O-positive CIDP-Patienten denkbar.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie konnte nur bei der IgG-Fraktion eines Patienten eine
Bindung an ein Zwerchfellprotein im Bereich von PO beobachtet werden. Am hau-
figsten trat eine Reaktion gegen ein bisher nicht identifiziertes, 20 kDa-Protein des
Mausezwerchfells auf.

Die Verabreichung von IVIg stellt eine verbreitete Therapie bei Autoimmuner-
krankungen dar. Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass therapeutisches IVIg
in der Lage ist, die durch CIDP-IgG hervorgerufene présynaptische Blockade zu
neutralisieren. Vermutlich geschah dies tiber einen idiotypisch-antiidiotypischen Me-
chanismus. Dieses Ergebnis bestéitigt zusétzlich die Antikorper-vermittelte Natur
der prasynaptischen Blockade und spiegelt den Erfolg, mit dem IVIg bei der CIDP-

Therapie eingesetzt wird, wider.

Die vorliegende Studie spricht fiir eine pathophysiologische Bedeutung von humo-
ralen Faktoren bei der CIDP. Autoantikorper, die zu einer komplementunabhéngi-
gen, irreversiblen, rein prasynaptischen Blockade der neuromuskularen Transmission
fithren, konnten eine Ursache der Muskelschwéche bei CIDP-Patienten darstellen.
Des Weiteren erklaren Autoantikorper, die iiber eine Verinderung der neuromus-
kuldren Transmission wirken und nicht zwangsldufig zur komplementvermittelten
Schédigung des PNS fiithren, den schnellen Therapieerfolg durch Plasmapheresen.
Um gezieltere Therapien entwickeln zu koénnen, beispielsweise durch die Entwick-
lung spezifischer antiidiotypischer Antikérper, miissen in Zukunft die Zielantigene
bei der CIDP weiter charakterisiert werden. Die vorliegende Studie tragt zum bes-

seren Verstandnis der Pathogenese der CIDP und der Therapieentwicklung bei.
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