LABORINFORMATION

Einleitung

Autoantikdrper gegen Aquaporin-4 (anti-AQP4) sind spezifi-
sche Krankheitsmarker der Neuromyelitis optica (NMO), ei-
ner von Eugene Devic 1894 () in Lyon als ,neuro-myélite
optique subaigué” beschriebenen, seltenen, desastrosen
zentralnervosen Entmarkungskrankheit, die sich charakteris-
tischerweise als Opticusneuritis (ON) und/oder als longitu-
dinal extensive transverse Myelitis (LETM) manifestiert (¢
31), Anti-AQP4 wurden in den Seren von NMO-Patienten bei
Untersuchungen an Gehirnschnitten mit dem indirekten Im-
munfluoreszenztest (IIFT) aufgrund ihres charakteristischen
Fluoreszenzmusters entdeckt (?°7). Sie reagierten, wie in
obiger Abbildung gezeigt, mit Strukturen der Pia mater und
der Virchow-Robinschen Rdume (Glia limitans externa, Glia
limitans vascularis) und mit abluminalen, astrozytenreichen
perivaskuldren Arealen der in der grauen und weilen Sub-
stanz gelegenen MikrogefaRe. Die der Immunglobulinklasse
IgG angehdrenden Antikoper fanden sich bei 73% der Patien-
ten mit Neuromyelitis optica (in 54% bei opticospinaler MS,
0SMS), so gut wie nicht aber bei gesunden Personen und bei
Patienten mit Multipler Sklerose. Sie wurden daher als ,NMO-
IgG” bezeichnet. Als Zielantigen wurde der vorwiegend in
den Astrozyten und Ependymzellen des zentralen Nerven-
systems (ZNS) exprimierte Wasserkanal Aquaporin-4 (AQP4)
identifiziert (*°), was dann zu der alternativen Bezeichnung
,AQP4-1gG” fihrte.

Abgesehen von der klassischen NMO fanden sich Autoanti-
korper gegen Aquaporin-4 (anti-AQP4) auch bei asiatischen
Patienten mit opticospinaler MS (OSMS) 201236237,256347,385)
bei Patienten mit isolierter, longitudinale extensiver trans-
verser Myelitis (3%¢), bei isolierter Opticusneuritis (14 234 283),
isolierter Hirnstammenzephalitis, insbesondere der Medul-
la oblongata und Area postrema (' #>34%), Dienzephalitis
("21), posteriorem reversiblem Enzephalopathie-Syndrom
(3% 2%) und bei supratentorialen Hirnldsionen ('°2). Die Auf-

Autoantikérper gegen
Aquaporin 4

Marker bei Neuromyelitis-optica
Spektrum-Erkrankungen

Prof. Dr. med. H.-P. Seelig
Dr. rer. nat. P. Schranz
Dr. rer. nat. Claudia A. Seelig

nahme der anti-AQP4 in die diagnostischen Kriterien der
NMO ermdglichte die zuvor schwierige Zuordnung oben auf-
gefuhrter symptomatischer oder asymptomatischer ZNS-Lasi-
onen in den Formenkreis der Neuromyelitis optica, der heute
entsprechend dem Vorschlag des Internationalen Panels fir
die NMO-Diagnose (IPND) als NMO-Spektrum-Erkrankungen
(NMOSD, NMO-spectrum-diseases) bezeichnet wird (¥7: 38
3%) . Es handelt sich bei diesem Krankheitsspektrum um eine
eigenstandige nosologische Entitat auf dem Boden einer au-
toimmunen Astrozytopathie, deren auch aus therapeutischen
Grinden wichtige spezifische Diagnose bereits in frihen,
noch subklinischen Krankheitsstadien durch den Nachweis
der Autoantikorper gestellt werden kann. Anti-AQP4 stellen
derzeit das wichtigste serologische Kriterium fir die Diagnose
bei NMOSD dar.

Die Pravalenz der NMOSD wird mit 0,3-4,4/100.000 bezif-
fert (). lhr Anteil an den Entmarkungskrankheiten liegt in
westlichen Landern unter 1% (3%), in Asien wegen der den
NMOSD zugerechneten 05-MS bei 20-48% (178 201 249, 385) " |n
den USA sind zwei Drittel der Erkrankten afroamerikanischer
Abstammung (***). Die Erkrankung tritt in der Regel spora-
disch auf, familidare Haufungen sind selten (**7-3°2). Das Mani-
festationsalter liegt im Mittel bei 35 bis 40 Jahren, kann sich
aber vom Kleinkind bis in das hohe Lebensalter erstrecken.
Frauen, insbesondere bei den anti-AQP4-positiven Formen
sind etwa zehnmal haufiger betroffen als Manner, bei den se-
ronegativen Formen ist ihr Anteil zweimal hoher (27°). Klinisch
manifestieren sich rekurrierende Anfalle einer schweren Op-
ticusneuritis und/oder Myelitis, seltener sind Hirnstamm und
Zwischenhirn betroffen, mit Schmerzen, Kopfschmerzen, De-
pressionen, Midigkeit und Schlafstérungen. Trotz Behandlung
sind vollstandige Remissionen selten, bei iber 80% der Pa-
tienten mit rekurrierenden NMOSD akkumulieren die neuro-
logischen Defizite. Ohne Langzeit-Immunsuppression besteht
eine schlechte Prognose und eine erhohte Mortalitat (*°).
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Abbildung 1 Molekulstruktur von Aquaporin-4 (AQP4). Infolge eines translational readthrough (TR) entstehen die zwei am C-Terminus um 29
Aminosauren extendierten Isoformen AQP4-M1ex und AQP4-M23ex.
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Abbildung 2 Aquaporin-4 Monomer und immunreaktive Epitope. Darstellung eines Aquaporin-4-Monomers. Links: mit den sechs, iber die
Schleifen A bis E verbundenen transmembranen a-Helices mit der Einstiilpung der Schleifen B von Innen und E von auBen in die Membran. Durch
Mutationsanalysen und anschlieBende Studien mit rekombinanten und humanen AQP4-Antikorpern konnten in den extrazelluldren Schleifen A,
C, E eine Reihe von Aminosduren identifiziert werden, die fur die Bindung von Antikdérpern notwendig sind (*’*). Am C-Terminus befinden sich
zwei PDZ-bindende Domdnen, welche die Verankerung von AQP4 in der Cytoplasmamembran iber Syntrophine vermitteln (°). Rechts: Topogra-
phie der Helices mit der Darstellung des mit den konservierten Sequenzmotiven Asparagin-Prolin-Alanin (NPA) der Schleifen B und E gebildeten
Wasserkanals.



Aquaporin-4

Isoformen. Das von dem AQP4-Gen (NM 001650.7) codierte
AQP4 tritt in vier Isoformen auf (Abb. 1), denen die als leaky
scanning (LS) und translational readthrough (TR) bekannten Pro-
zesse der mRNA-Translation zugrunde liegen. Bei der Trans-
lation der AQP4 mRNA fiihrt das Uberlesen (leaky scanning,
LS) des ersten Startcodons (M1) durch das Ribosom und ihr
Beginn erst bei dem darauffolgenden, im Leseraster liegen-
den, Methionin (M2), zu den beiden, im Verhaltnis von etwa
1:3 exprimierten Isoformen AQP4-M1 (323 AS; 34,8 kDa) und
dem um 22 Aminosauren kirzeren AQP4-M23 (301 AS; 32,3
kDa) (3" 3%). Die das Startcodon flankierenden Nukleotide,
insbesondere die Nukleotide (-3) vor und (+4) nach dem
AUG-Startcodon bestimmen maligeblich die Starke der Initia-
tionsstelle (6 1°7). Das Startcodon M1 von AQP4 wird von ei-
ner weniger effizienten und Uberlesbaren Nukleotidsequenz
flankiert, sodass aufgrund des LS das Ribosom vielfach erst
das 66 Nukleotide stromabwarts gelegene zweite Startcodon
M2 mit einem starken Initiationsstart erkennt. Die Kenntnis
dieses Verhaltens der AQP4-mRNA ist fir die Beurteilung
von diagnostischen Nachweisverfahren von Bedeutung. Die
ribosomale Erkennung der Initiationsstelle von AQP4-M1 wird
durch den Austausch des Nukleotids -3 (Guanin) vor dem
Startcodon stark beeinflusst (%) und die Transfektion von
HEK293-Zellen mit einem AQP4-M1-Vektor, der an der Positi-
on (-3) mit einem transkriptionell weniger effizienten Cytosin
substituiert war, fihrte zu einer Gberwiegenden Expression
des kirzeren AQP4-M23 in der Cytoplasmamembran. Die-
se Transfektanten erwiesen sich fir den Nachweis von an-
ti-AQP4 in NMOSD-Seren als ebenso effizient wie direkt mit
AQP4-M23 transfizierte Zellen (*7), was in diesem Falle auf
eine starke Koexpression von AQP4-M23 in einer primar
mit AQP4-M1 transfizierten Zelle hinweist. Zwei weitere
AQP4-Isoformen (AQP4-M1ex und AQP4-M23ex), entstehen
aufgrund einer Stopcodonsupprimierung (translational readt-
hrough, TRT) bei der Translation der m-RNA. Sie besitzen ein
um 29 Aminosauren verldngertes C-terminales Ende (). In
vitro Experimente lassen vermuten, dass AQP4ex die supra-
molekulare Organisation und die Aktivitdten des Wasserka-
nals modulieren (7).

Tetramere und OAPs. Aquaporin-4 Monomere (Abb. 2) beste-
hen aus sechs, iber die Schleifen A bis E verbundenen, trans-
membranen a-Helices und zwei kurzen helikalen Segmenten
mit den konservierten Sequenzmotiven Asparagin-Prolin-Ala-
nin (NPA), die sich als Teilsticke der Schleifen B und E von
auBen bzw. von innen in die Zellmembran einsenken, eine
enge Pore umgeben und die Wasserselektivitat bestimmen
(7115 164,211, 244,396) Dje N- und C-Termini von AQP4 sind intra-
zelluldr gelegen. Der C-Terminus besitzt zwei PDZ-bindende
Domanen (AS 320-323 (LSSV); AS 284-287 (RSQV)), welche
die Verankerung von AQP4 mittels Syntrophinen an den Dys-
troglycankomplex vermitteln (> 7 1") (Abb. 3b).

Monomere von AQP4-M1 und AQP4-M23 formieren sich in
der Cytoplasmamembran in Homotetramere. Wie Untersu-
chungen mittels Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie (free-
ze-fracture EM, FFEM) an transfizierten Zellen zeigten, lagern
sich solitar exprimierte AQP4-M23 in zweidimensionalen or-
thogonalen Komplexen (OAPs, orthogonal array of particles)
mit Gber 100 Partikeln zusammen, wahrend sich solitar ex-
primiertes AQP4-M1 vorwiegend in disperser Form Gber die

Cytoplasmamembran verteilt und keine oder nur wenige
kleine OAPs ausbildet. Die Aggregation von AQP4-M23 in
0APs beruht auf einer hydrophoben Interaktion zweier Mo-
lekile AQP4-M23 im Bereich der unmittelbar stromabwarts
vom Startcodon Met-23 gelegenen Aminosaurereste. Bei der
AQP4-M1 Isoform wird diese hydrophobe Interaktion durch
die stromaufwdrts von Met-23 gelegenen Aminosduren
Cys17 bis Ser21 vollstandig blockiert ().

Werden in transfizierten Zellen beide Isoformen simultan
exprimiert, bilden sich OAPs ahnlicher GréRe, wie sie unter
physiologischen Bedingungen in Astrozyten auftreten, in
denen die beiden Isoformen auch als Heterotetramere ko-
existieren. Sie sind kleiner als diejenigen, die sich in den
nur mit AQP4-M23 transfizierten Zellen vorfinden. lhre Gro-
Be ist abhdngig vom Verhaltnis der in der Zelle exprimier-
ten Isoformen. Im Zentrum der OAPs Uberwiegen Molekile
der Isoform AQP4-M23, in der Peripherie dagegen solche
der Isoform AQP4-M1 (°4 161263, 305 334) - Aufgrund ihrer unter-
schiedlichen Fahigkeiten zur Aggregation ergeben sich fir
die beiden Isoformen auch topographisch unterschiedliche
intrazellulére Pradilektionsorte und Funktionen. Die Neigung
von AQP4-M23 zur Ausbildung der OAPs schrénkt ihre Mobili-
tat in der Cytoplasmamembran im Vergleich zu der langeren
AQP4-M1 Isoform ein (°>337). Eine Trennung der koexprimier-
ten AQP4-M1 und AQP4-M23 kann durch unterschiedliche
Diffusionsmobilitaten und Substratadhasionen kleiner AQP4-
M1-reicher gegeniiber groBen AQP4-M23-reichen Arrays
hervorgerufen werden. Die mobileren AQP4-M1 sind an der
lamellipodialen Extension (Lokalisierung am Leitsaum der
Zellbewegung), die weniger mobilen AQP4-M23 (keine Loka-
lisierung am Leitsaum der Zellbewegung) an der Interaktion
mit Substraten beteiligt. Beeinflusst werden die Mobilitdten
der beiden Isoformen auch durch Protein-Protein- und Pro-
tein-Lipidinteraktionen oder rdumliche Verdrangung, welche
in der Zellmembran die Diffusion der groBen OAPs behindern

(337)'

Immunreaktive Epitope. Die von den Antikérpern der
NMOSD-Patienten erkannten immunreaktiven Epitope des
auf der Cytoplasmamembran exprimierten AQP4 werden
von den drei extrazytoplasmatisch gelegenen Schleifen
A, Cund E (Abb. 2) gebildet (8 127, 274 285 286, 287, 358) - Muta-
tionsanalysen und Untersuchungen mit rekombinanten
und humanen AQP4-Antikdrpern identifizierten eine Reihe
von Aminosauren, die sowohl fir die Bindung der Antikor-
per (Abb. 2) als auch fir die Ausbildung der OAPs notwen-
dig sind (¥*). Die Starke ihrer Immunreaktivitat wird maR-
geblich von dem in den OAPs vorherrschenden Status der
AQP4-Aggregation bestimmt. Mit AQP4-M23 transfizierte Zel-
len sind wesentlich immunreaktiver als AQP4-M1 Transfek-
tanten, die in vitro keine oder eine nur sehr schwache Reaktion
mit anti-AQP4 aufweisen (5% 127147, 217, 262, 285, 287, 387) ' Transfek-
tanten mit einem mutierten AQP4-M23, dem die Eigenschaft
der Aggregation in OAPs fehlte, zeigten eine deutlich her-
abgesetzte Immunreaktivitdt (°¢). AQP4-M23 und AQP4-M1
besitzen unterschiedliche Bindungsaffinitaten gegenuber
den Fab-Fragmenten rekombinanter anti-AQP4. Der Zustand
der Aggregation von AQP4-M23 und AQP4-M1 in OAPs be-
einflusst die immunreaktiven Eigenschaften der Epitope. Mit
steigendem Anteil an exprimierten AQP4-M23 steigt die Bin-
dung von anti-AQP4 an den Zellmembranen (*%).



LABORINFORMATION

AQP4-Wasserkanal. Den bidirektional moglichen Wasserfluss
von bis zu 3x10° Molekilen/Sekunde durch AQP4 bestimmt
der osmotische Gradient. In flissiger Phase sind Wassermo-
lektle Gber Wasserstoffbriicken vernetzt. Protonen werden
dhnlich einer Kettenreaktion von einem protonierten Was-
sermolekil (Oxoniumion, Oxidanium, H,0") zum ndchsten
weitergegeben (Grotthuss-Mechanismus) und so die Ladung
sehr viel schneller als durch Diffusion weitergeleitet. Da
beim Durchtritt von Wasser durch den Kanal der Protonen-
gradient an der Membran aufrecht gehalten werden muss,
ist die Kanalpore sanduhrférmig ausgebildet und so eng,
dass nur einzelne unvernetzte Wassermolekile passieren.
Uber Wasserstoffbriicken orientieren die beiden Asparagine
aus dem konservierten NPA-Motiv je ein Wassermolekal far
den Durchgang durch den Kanal. Ein amphiphatischer Aufbau
der Wasserpore erméglicht den bidirektionalen Transport der
Wassermolekiile. Hydrophobe Oberflachen werden durch
die Seitenketten von 6 Aminosduren der Helices 2, 4 und 5
gebildet. Die Carboxylgruppen des Ruckgrats von je 4 Ami-
nosduren aus den Schleifen B und E bilden den hydrophilen

Wasserstoffbriickenbindungs-Akzeptor fir 8 Wassermolekile
im Durchfluss durch die Pore (¢ 177).

Expressionsorte. Im Zentralnervensystem wird AQP4 in den
EndfiRchen perivaskularer (Glia limitans perivascularis) und
subpialer Astrozyten (Glia limitans externa) sowie in den
basolateralen Membranen der Ependymzellen und in den Epit-
helien des Plexus choroideus exprimiert (Abb. 3). Die hochs-
te Expression beider AQP4-Isoformen erfolgt in den Astro-
zyten, in deren Plasmamembranen es polarisiert vorliegt (7%
303), Es wird ferner in den astrozytaren EndfiRchen an den
Synapsen und den paranodalen Zonen der Ranvier'schen
Schnirringe der myelinisierten Axone exprimiert. Die hohe
Expression an der Blut-Hirn- (BHS) und Liquor-Hirn-Schranke
(LHS) weisen auf seine wesentlichen Funktionen bei der Kon-
trolle des bidirektionalen Fliissigkeitsaustausches hin. Extra-
zerebrale Bildungsstatten (°' 1% 2%%) finden sich in den baso-
lateralen Membranen zahlreicher Epithelien (Hauptzellen der
Sammelrohre der Nieren, Epithelzellen des Intestinum, Parie-
talzellen des Magens, Alveolarepithel der Bronchioli, Gang-
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Abbildung 3

A Astrozyten, AQP4 und Blut-Hirnschranke. Die Kapillaren im Be-
reich der BHS bestehen aus einer Lage spezialisierter, pinozytotisch
wenig aktiver, Endothelzellen (brain microvascular endothelial cells,
BMEC) mit durchgehenden Schlussleisten (zonulae occludentes, tight
junctions, T)), die spezifische Verschlussproteine (Claudin, Occludin,
Cingulin u.a.) exprimieren (*?7°). Sie werden stabilisiert und umge-
ben von kontraktilen Perizyten (PZ), einer Basallamina (BL) und ei-
nem dichten Netzwerk astrozytarer Endfif3chen (AE). Astrozyten ex-
primieren AQP4-M1, AQP4-M23, und den Glutamattransporter EAAT2,
die Isoform AQP4-M23 in Form orthogonaler aggregierter Partikel
(OAPs). An der Polarisation von AQP4 in den astrozytaren EndfuR-
chen sind Agrin, Laminin und die Proteine des Dystrophin-Glykopro-
teinkomplexes (Abb. 3b) beteiligt. Astrozyten stehen auch in Kontakt
mit der Pia mater und dem Ependym der Ventrikel, regulieren und
kontrollieren den Wasser- und Stoffaustausch an der BHS und be-
einflussen den Blutfluss durch die Freisetzung vasoaktiver Substan-
zen (Prostaglandine, Arachidonsdure, NO) (*2%). Ihre interzelluldren
Kommunikationsstrukturen (gap junctions, GJ) bilden ein Netzwerk
fur den Transfer von lonen und second messenger. Dargestellt sind
auch magliche Pathomechanismen fir den Ubertritt von anti-AQP4
aus den Gefden in das Hirnparenchym. (1) Endothelzell-Antikorper

wie z.B. GRP78, konnen die Funktion und die Proteinsynthese der T)
beeinflussen, (2) durch direkten Zutritt von anti-AQP4 in zirkumven-
trikuldren Organen (fehlende T)) oder an vaskuldren Schwachstellen
in Meningen und Parenchym ('%), (3) mit Hilfe proinflammatorischer
Mediatoren (LPS, TNF-o, IL-1) bei systemischen Entziindungen, (4)
durch neuroreaktive T-Zellen.

B Dystrophin-assoziierter Proteinkomplex. AQP4 wird wie auch der
Kaliumkanal Kir4.1 mit Hilfe des Dystrophin-assoziierten Proteinkom-
plexes an den apikalen Pol der EndfiiRchen der Astrozyten lokali-
siert (& 51 231258, 261, 264) Das zentrale Protein des DAPC ist Dystrogly-
can (DG), das posttranslational in das groRere, periphere a-DG und
das kleinere, transmembrane B-DG gespalten wird (%), die beide
ein Heterodimer bilden. a-DG interagiert mit Laminin und Agrin in
der extrazelluldaren Matrix, B-DG dient deren transmembraner Ver-
bindung mit dem Zytoskelett (°?). Intrazelluldr interagiert 3-DG mit
Dystrophin (DYS), welches mit seiner N-terminalen Aktinbindungsre-
gion die extrazelluldre Matrix iber F-Actin mit dem Zytoskelett ver-
netzt und C-terminal sowohl mit Syntrophinen (S, SYN) als auch mit
a-Dystrobrevin interagiert, das ebenfalls Gber eine zentral gelegene
Syntrophinbindungsregion verfigt (**3%7). Die PDZ-Bindungsdomane
des a1-Syntrophin bindet AQP4 und organisiert seine subzellulare
Lokalisation (*%8).



epithel der Speichel- und Tranendriisen), im Sarkolemm des
Skelettmuskels (fast-twitch- (Typ-2-)-Fasern), in Stutzzellen
der Sinnesorgane (Riechepithel, Corti-Organ, Cochleaepithel,
Claudiuszellen, Hensen’sche Zellen, innere Sulcuszellen), im
Synzytiotrophoblasten der Placenta, in den Miiller-Zellen der
Retina sowie auch in Tumoren wie Glioblastomen (Tabelle 2).
Aufgrund seiner nahezu ubiquitaren Expression gehort AQP4
nicht zu den immunprivilegierten ZNS-Antigenen. Es wird den
blichen Prozessen der Toleranzinduktion unterworfen, auto-
reaktive T-Zellen werden unter physiologischen Bedingungen
durch eine negative Selektion im Thymus eliminiert. Die Ur-
sachen fir den Verlust der Selbsttoleranz gegentiber AQP4
sind noch weitgehend unbekannt. Auf die Méglichkeit eines
molekularen ,mimikry” mit einer ATP-bindenden Kassette in
Clostridium perfringens wurde hingewiesen (8 366).

Autoantikdrper bei NMOSD

Antikorper gegen Aquaporin-4 (anti-AQP4). Der Nachweis
von anti-AQP4 ist fur die serologische Diagnostik bei NMOSD
unerlasslich. Sie sind jedoch keine Indikatoren einer Schadi-
gung der Astrozyten ('¢®), diese ldsst sich besser durch die
Bestimmung des sauren Gliafaserproteins (GFAP) im Liquor
cerebrospinalis erfassen. Anti-AQP4 konnen der klinischen
Manifestation von NMOSD Gber mehr als zehn Jahre vorausge-
hen (2%%). Beziglich differentialdiagnostischer Uberlegungen
gilt zu bedenken, dass zahlreiche weitere akzidentelle sys-
temische und organspezifische Autoimmunphdanomene bei
NMOSD-Patienten auftreten kdnnen (Tabelle 1), die sich in
Form eigenstandiger Autoimmunerkrankungen, haufiger
aber als Assoziationen mit Autoantikérpern verschiedenster
Antigenspezifitdten manifestieren.

Die Angaben zur Prdvalenz von anti-AQP4 bei NMOSD be-
wegen sich zwischen etwa 50% und Gber 90% (' 2%), d.h.
anti-AQP4 kann bei 10-50% der Patienten mit der klinischen
Diagnose einer NMOSD nicht nachgewiesen werden (3%4).
Hierfar verantwortlich sind neben Einflussgroen wie Ethnie,
Geschlecht, Alter, Krankheitsaktivitat oder Immuntherapie
auch die unterschiedlichen Sensitivitaten und Spezifitdten
der verwendeten Nachweisverfahren ('*¢ 2%). Der Hinweis
(**) auf einen nennenswerten Einflusses der Ethnie auf die
Antikorperpravalenz, angefiihrt wurden 56-73% bei Patien-
ten europdischer Abstammung (ltalien 47%), 63-90% bei
Japanern, 70-76,9% bei Chinesen und 33,3% bei Bewohnern
der Karibik, lasst sich an Hand der hierzu zitierten Literatur (**
81,138, 201, 280, 353, 400) pjcht nachvollziehen, was auch die detail-
lierte Ubersicht von Jarius und Wildemann (¢) bestétigt. Die
niedere Sensitivitat der anfanglichen indirekten Immunfluo-
reszenzteste (IIFT) an Gehirnschnitten (50-60%) konnte in-
zwischen mit zellbasierten Assays mit AQP4-exprimierenden
Transfektanten (siehe unten) auf deutlich Gber 80% gestei-
gert werden (1092119, 142,224, 382),

Die fur NMOSD spezifischen anti-AQP4 gehoren der komple-
mentbindenden und -aktivierenden Immunglobulinklasse
IgG, an. Seltener werden gleichzeitig auch Antikérper der
IgG-Subklassen 1gG, (37%), 19G, (6,5%) und 19G, (6,5%) oder
der Immunglobulinklasse IgM (10%) angetroffen ("2 3% 217),
Eine Spezifizierung der Klassenzugehorigkeit der Antikorper
bringt fur die klinische Routinediagnostik keine zusatzlichen
Erkenntnisse. Angestrebt werden sollte eine reproduzierbare

semiquantitative (Titer) oder besser quantitative (standardi-
siertes Referenzserum) Bestimmung der Antikérperkonzent-
ration, um magliche Korrelationen von Antikdrperkonzentra-
tion und Krankheitsprognose, Krankheitsverlauf und Therapie
zu erkennen. Bereits zu Krankheitsbeginn seropositive Pati-
enten sollen spater zu schubformigen Verlaufsformen neigen
('%). Hohe Antikorpertiter fanden sich bei schwerem Krank-
heitsverlauf mit Erblindung und ausgedehnten cerebralen
oder spinalen Lasionen (**®). Immunsuppressive Therapien
(Azathioprin, Cyclophosphamid, Rituximab) waren gefolgt
von einer Senkung der Antikorperspiegel im Blut (37 176 343),
ebenso wie Plasma- oder Apheresen ('%).

Im Mittel bestehen positive Korrelationen zwischen Anti-
korperkonzentration im Blut, Krankheitsaktivitat und raum-
licher Ausdehnung der ZNS-Lasionen. Die Konzentrationen
von anti-AQP4 konnen unmittelbar vor dem Beginn eines
Krankheitsschubes deutlich ansteigen, sie sind wahrend ei-
nes akuten Schubes hoher als in Phasen der Remission. Im
Langzeitverlauf scheinen Antikérperkonzentrationen und
AusmalR der klinischen Stabilisierung zu korrelieren (137 142176
248,365) |m Einzelfall betrachtet, wird allerdings ein beginnen-
der Krankheitsschub nicht zwingend von einem Titeranstieg
begleitet. Ruhige Krankheitsphasen konnen mit kontinuier-
lich hohen Antikérperkonzentrationen einhergehen, klinische
Manifestationen konnen trotz Anwesenheit von anti-AQP4
uber Jahre hin ausbleiben (*'37:2%5). Ungeachtet dieser etwas
kontroversen Angaben beziglich der Korrelation von Antikor-
perkonzentration und Krankheitsaktivitat (3*¥), erscheint es
sinnvoll, vor allem bei bisher seronegativen Patienten eine
Wiederholung der Antikdrperbestimmung, gegebenenfalls
mit sensitiveren Methoden (zellbasierte Assays), in der Pha-
se eines erneuten Schubes anzustreben. Die durchgangige
Bestimmung der Antikorperkonzentrationen wiirde nicht nur
ein effizientes Patienten-Monitoring, sondern maglicherwei-
se auch die Definition allgemein giltiger Schwellenwerte fir
kritische Antikorperkonzentrationen erlauben.

Intrathekale anti-AQP4. Die Pathogenese der zerebralen
Lasionen setzt die Anwesenheit von anti-AQP4 im ZNS-Pa-
renchym voraus, da sich ihr auf den Astrozyten exprimiertes
Zielantigen jenseits der BHS befindet. Diese ist fir IgG zwar
nicht absolut, aber doch weitgehend (99,9%; %) imperme-
abel, sodass der Zufluss pathogener Mengen von Autoanti-
korpern in das ZNS-Parenchym eine Offnung der BHS voraus-
setzt, die experimentell z.B. durch enzephalitogene T-Zellen
im Rahmen von Entziindungsprozessen induziert werden
kann (78 23?). Bei 68-73% der anti-AQP4-seropositiven Patien-
ten fanden sich wahrend eines akuten Schubes und bei ho-
hen Antikérperkonzentrationen im Serum auch anti-AQP4 im
Liquor cerebrospinalis (LCS) *%220), deren Titer in Remissions-
phasen konkordant mit dem der Antikérper im Serum abfie-
len (77). Derzeit wird mehrheitlich davon ausgegangen, dass
anti-AQP4 aufgrund von Funktionsstérungen der BHS und BLS
in das ZNS diffundieren und dass, von wenigen Ausnahmen
abgesehen (4,3%; %), eine autochthone intrathekale Anti-
korpersynthese (erhohter Antikorper-Spezifitats-Index, ASI)
nicht stattfindet (77 140.166.34%)  Als mogliche Eintrittspforte wird
u. a. der Plexus choroideus diskutiert (°?), dessen GefaRe ein
fenestriertes Endothel besitzen. Auch oligoklonale Banden
(OKB) waren im LCS nur bei der Minderzahl der Patienten
(17-33%) mit labormedizinischen Standardmethoden nach-
zuweisen, und wenn anwesend, dann handelte es sich meist
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Tabelle 1 Bei NMOSD vorkommende systemische und organspezifische Autoimmunerkrankungen und deren diagnostisch rele-

vante Marker sowie weitere koinzidente Autoantikdrper

Assoziierte Autoimmunphanomene

Systemischer Lupus Erythematodes *1

Kutaner Lupus erythematodes
Antiphospholipid-Syndrom (APS)
Sjogren-Syndrom
Mischkollagenose (MCTD)
Rheumatoide Arthritis (RA)
Juvenile idiopathische Arthritis (JIA)
Sklerodermie, systemische
Sklerodermie, zirkumskripte
CREST-Syndrom

Polymyositis

Dermatomyositis

Amyopathische Dermatomyositis
HyperCKamie

Vaskulitiden

Ankylosierende Spondylitis
Sarkoidose

Neurologie

Myasthenia gravis

Autoimmunenzephalitis (AIE) 3

(NMAD-Rezeptor-Enzephalitis)

Limbische Enzephalitis

Periphere Neuropathien
Myeloradikulitis
Polyradikuloneuropathie
Radikuloneuropathie

CIDP *4

AIDP *>

Neuromyotonie

MOG-Enzephalitis

Meningoenzephalomyelitis

(GFAP-Astrozytopathie)

NMO (und Vaskulitis)

NMOSD

Narkolepsie

Empfohlene Marker-Antikorper

Systemische autoimmune rheumatische Erkrankungen (SARD)

ANA, ds-DNA, Nucleosomen, Ribosomen,
Phospholipide, B,GP-1, LAC

ANA, ss-DNA, Histone

Cardiolipin, Phospholipide, ,GP-1, LAC
ANA, SS-A/Ro, S5-B/La

ANA, U170K, RNP, ENA

RF, cyclische Citrullinpeptide

ANA

ANA, Scl-70, RNA-Pol, PmScl

ANA, RF

Zentromere

SRP, Mi-2, tRNA-Synthetasen *2

TIF1-y, MDAS5, NXP2, SAE, Mi-2, SRP, tRNA-
Synthetasen (z.B.: Jo-1)

MDA5
SRP
PANCA, cANCA, Lactoferrin

n/g AChR, MuSK, Lrp4, RyR, Titin
NMDA-R

VGKC, NMDAR

Ganglioside

Ganglioside

VGKC
MOG (anti-AQP4 negativ)
GFAP

GRP78

MBP

AQP1

S100B

DWEYS

TRIB2, Hypocretin, Hypocretin-Rezeptor

Literatur

17, 30, 31, 32, 136, 144, 154, 281, 289, 389, 408

144, 154

154, 191, 245, 326

96, 134, 144, 154, 165, 190, 289, 339
144, 154, 229

134, 154, 281, 289, 290, 326, 493

17

134, 144, 154, 281, 290, 326, 413
133, 144

144

134, 144, 289, 290, 413

8,69, 87, 144

229
1,130
208

154, 326

154,318, 326

30, 79, 150, 154, 180, 241, 289, 362

134, 290, 297, 299, 326, 355, 413, 417

199, 253, 417

83,174,181, 354, 378

134,290, 415

79,199
35

85,399

330

359
103
216

19, 345




Tabelle 1 Fortsetzung

Assoziierte Autoimmunphanomene

Hypothalamische Dysfunktionen:
Hypersomnolenz
Hyperphagie
Verhaltensstérungen
Diabetes insipidus
Galaktorrhoe
Amenorrhoe

Paraneoplasien
Endokrinologie

Hashimoto-Thyreoiditis

Morbus Basedow *¢6

Diabetes mellitus Typ 1
Gastroenterologie

Zoliakie

Autoimmunhepatitis

Primar sklerosierende Cholangitis
Colitis ulcerosa

Nephrologie

Membrandse Nephritis

Dermatologie

Morbus Raynaud

Dermatitis herpetiformis
Pemphigus foliaceus

Psoriasis

Bulldses Pemphigoid
Pyoderma gangraenosum
Vitiligo

Alopecia areata

Atopische Dermatitis
Hamatologie
Immunthrombozytopenie (ITP)
Autoimmunhamolytische Andmie (AIHA)
Autoimmune Panzytopenie
ALPS *7

Monoklonale Gammopathien
Perniziose Andmie

Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT)

Empfohlene Marker-Antikorper

PO, Tq
TSHR (wurden nicht untersucht)
ICA, IA2, GAD, ZnT8, Insulin

TGe-IgA, DGP, EMA
ANA, GM, Actin, LKM1
PANCA, BPI

ANCA, P-ANCA, BPI

PLA2R

ANA, RF

TGc-IgA, TGe-IgA, DGP
Stachelzelldesmosomen, Desmoglein 1, 3
LL37, ANA, dsDNA, TPO

BPAG1, BPAG2, EBM

TPO, TG, ANA, AGPCA, GM, AMA, NNR
TPO, TG, DSF70
ANA, IgE

Thrombozyten

Erythrozyten

H+/K+-ATPase, Parietalzellen

HIT-Pf4

Literatur

255, 282, 322, 370, 368

siehe Tabelle 2

30, 134, 154, 208, 226, 281, 288, 289, 290, 413
281

315

154, 235, 247, 289, 326
326
288, 290, 326, 413

288, 289, 290, 326, 413

205

229, 281, 289, 326

229, 290, 326, 413
134,317,326

134, 154, 290, 326, 336, 413
154,304, 326

154,304, 326

154,304, 326

134, 154, 290, 304, 326, 413

154,304, 326

134, 288, 289, 290, 375, 413
150

416
53 (38)
289, 326

134, 290, 413

154
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Tabelle 1 fortsetzung

Zeichen einer Demyelinisierung (216).

Dopamin-2-R, Amphiphysin, GAD.

*7 ALPS: Autoimmunes lymphoproliferatives Syndrom.

Abkiirzungen der Autoantikorper

AGPCA  anti-gastric parietalcell antibody
AMA anti-mitochondrial antibody

ANA antinukledre Antikorper

ANCA anti-neutrophil cytoplasmic antibody
AQP1 Aquaporin 1

BPAG1,2 bulldses Pemphigoid Antigen 1,2

BPI bactericidal permeability increasing protein
P Cyclisches Citrullin Peptid

CRMP5  collapsin response mediator protein 5

DGP deamidierte Gliadinpeptide

EMA Endomysium-IgA

ENA extrahierbare nukledre Antigene (17%)
EPBM epidermale Basalmembran

GAD Glutamatdecarboxylase (15)

GFAP gliafiber acid protein

GM glatte Muskulatur

B,GP-1 B,Glykoprotein-1

GRP78 Glucose-reguliertes Protein 78
HIT-Pf4  Plattchenfaktor 4

1A2 Inselzell-Antigen 2 Antikorper
ICA islet cell antibody
Jo1 Histidyl tRNA-Synthetase

Kv1-VGKC Typ Kv1 voltage gated potassium channel
LAC Lupusantikoagulans

LKM1 Liver-kidney microsomal Antigen typ 1

LL37 Cathelicidin LL-37
Lrp4 low density lipoprotein related receptor 4
MBP Myelin basisches Protein

*4 CIDP: Chronische entziindliche demyelinisierende Polyneuropathie.

*3 AIDP: Akute entzindliche demyelinisierende Polyneuropathie.

AChR n/g Acetylcholinrezeptoren nikotinische/ganglionare

*2 tRNA-Synthetasen: Jo-1 (Histidyl-tRNA), PI-7, PL-12, EJ, KS, 0, Zo, Ha.
*3 Weitere Autoantikorper auBer NMDA-R sind AMPA-R, GABAA-R, GABAB-R, LGI1, Caspr2, DPPX, Glycine-R, mGluR1, mGIuR5,

MDA5
MuSK
MOG
NMDAR
NNR
NXP2
Pfa
PLA2R
PM/Scl
RF
RNA-Pol
RyR
$1008
SAE
Scl-70
SNRNP
SRP
SS-A
SS-B

Tg
TGc-1gA
TGe-IgA
TIF1-y
TPO
TRIB2
TSHR
VGCC
VGKC
INT8

*1 ANA werden bei bis zur Hélfte der NMOSD-Patienten angetroffen (2°0), die Prévalenzen von anti-AQP4 bei SLE liegen zwischen
0,13-0,96% (17.341,389) vorwiegend betroffen sind neuropsychiatrische Patienten (6,7%); 7). Anti-AQP4 finden sich bei 4% der
Patienten mit NPSLE (347). Anti-AQP4 fanden sich in 27% der Félle von demyelinisierendem NPSLE, nicht aber bei NPSLE ohne

*6 anti-AQP4 seronegativer NMOSD-Patient, Antikérper gegen den TSH-Rezeptor wurden nicht untersucht.

melanoma differentiation antigen
muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase
Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
Nebennierenrinde

nuclear matrix protein 2

Plattchenfaktor 4

Phospholipase A2-Rezeptor

Polymyositis /Sklerodermie-Uberlappungsantigen
Rheumafaktor

RNA-Polymerase

Ryanodin-Rezeptor

$100 calcium-binding protein 3

small ubiquitin-like modifier activating enzyme
Sklerodermie-Antigen 70 kDa (Topoisomerase I)
small nuclear Ribonucleoprotein

signal recognition particle

Sjogren-Syndrom Antigen A

Sjogren-Syndrom Antigen B

Thyreoglobulin

tissue transglutaminase C (IgA)

epidermal tissue transglutaminase (IgA)
transcription intermediary factor 1-y
Thyroidea-Peroxidase

Tribbles homolog 2

TSH-Rezeptor

voltage gated calcium channel (P/Q-type, N-type)
voltage gated potassium channel

Zinktransporter 8




um eine nur geringe und transiente, auf akute Schiibe be-
grenzte Immunglobulin-Synthese (¥: 1% %), Im Wesentlichen
bestimmt der Blut-/Liquor-Gradient von anti-AQP4 (etwa
500:1; 3*¢) ob und in welcher GroRenordnung anti-AQP4 im
LCS angetroffen wird (77 140.348),

Aus dem LCS von NMOSD-Patienten isoliere Plasmazellen wa-
ren in der Lage anti-AQP4 zu synthetisieren (**) und die kom-
binierte Analyse des Liquor- und Serum-Proteoms und des
Liquor-Transkriptoms bei sechs Patienten ergab, dass sich im
LCS eine beachtenswerte Fraktion passiv aus Blut diffundier-
ter und eine deutlich kleinere Fraktion im ZNS synthetisierter
Antikorper befindet ("*°). Moglicherweise sind die laborme-
dizinischen Routine-Methoden (ASI, OKB) zu wenig sensitiv,
um eine geringe intrazerebrale anti-AQP4 Synthese zu erfas-
sen. Bei beeintrachtigter Funktion der BHS, wie sie im akuten
Schub der NMOSD vorliegt, konnte die Menge der aus dem
Blut diffundierten anti-AQP4 den prozentualen Anteil der im
INS gebildeten maskieren und intrazerebral synthetisierte
anti-AQP4 konnten ferner auch an den Zielantigenen gebun-
den bleiben (*”) und sich daher einer Messung entziehen.

Die routinemaRige Untersuchung auf anti-AQP4 im LCS qilt
derzeit als nicht generell indiziert, da selbst deren dortige
Anwesenheit keine aussagekraftigen Rickschlisse auf die
Krankheitsaktivitat erlaubt. Der Antikorpernachweis im Blut/
Serum wird daher als ausreichend effektives diagnostisches
Vorgehen angesehen (?2°) und bei einem negativen, mit ei-
nem sensitiven Assay erhobenen, Befund wird eine zusatz-
liche Untersuchung des Liquors auf anti-AQP4 als fir nicht
indiziert angesehen. Das diagnostische Procedere scheint,
soweit es anti-AQP4 betrifft, vielfach verkannt und mit der
indizierten Untersuchung auf NMDA-Rezeptoren im Liquor se-
ronegativer Personen verwechselt zu werden. Die in zwei
Studien beschriebene, haufige intrathekale Nachweisbarkeit
von anti-AQP4 (12,5% '3, 62,5% 27) bei seronegativen Pati-
enten wird aufgrund methodologischer Einwande kontrovers
beurteilt.

NMOSD und assoziierte Autoimmunphdnomene

Bis zu 75% der NMOSD-Patienten manifestieren zusatzliche
Autoimmunphdnomene (°°32¢3%) entweder in Form systemi-
scher oder organspezifischer Autoimmunerkrankungen, sel-
ten auch Kombinationen beider ('*%), oder in Form akzidentel-
ler Autoantikarper verschiedener Antigenspezifitaten (Tabelle
1). Sie konnen bei anti-AQP4 seronegativen NMOSD-Patienten
zu differentialdiagnostischen Problemen fiihren, insbesonde-
re dann, wenn die koinzidierenden Autoimmunerkrankungen
ebenfalls mit neurologischen Symptomen wie Opticusneuritis
und/oder transverser Myelitis einhergehen.

Zu den hdufigsten NMOSD-assoziierten systemischen Au-
toimmunerkrankungen zéhlen das Sjogren-Syndrom (SS) und
der systemische Lupus erythematodes (SLE) (3¢ 193 225 227, 252,
31). Die bei ihnen auftretenden neurologischen Symptome
wurden vor der Entdeckung von anti-AQP4 als Manifestati-
onsformen der Grunderkrankung oder einer interkurrieren-
den MS gewertet (' 3454382 136) Mutmalungen, dass die in
solchen Féllen nachgewiesenen anti-AQP4 ein Epiphanomen
von Seiten der begleitenden Autoimmunerkrankung darstel-
len, treffen insofern nicht zu, da anti-AQP4 fast ausschlieBlich

mit NMOSD assoziiert sind und auf die Koexistenz zweier ei-
genstandiger Autoimmunerkrankungen hinweisen.

Das primare Sjogren-Syndrom kann sich mit einem weiten
Spektrum neurologischer Symptome (asymptomatische
MRT-Lasionen, Meningitis, Myelopathie, kraniale Neuropa-
thie, Mononeuritis multiplex, sensomotorische Polyneuro-
pathie) manifestieren, bei denen periphere Neuropathien
iberwiegen (*). Bei etwa 10% der Félle entwickelt sich eine
progressive Myelopathie, transverse Myelitis oder seltener
eine Opticusneuritis (¢ %), bei einem Drittel der Patienten
mit NMOSD-verdachtigen Lasionen sind anti-AQP4 nachweis-
bar (¢°). In Uber der Halfte der Falle dieser, Gberwiegend
Frauen (90%) betreffenden Krankheitskonstellation, mani-
festiert sich die NMOSD vor der Diagnose des Sjogren-Syn-
droms, maglicherweise bedingt durch dessen uber lange
Zeit symptomarmen Verlauf. Eine zeitnahe Diagnose des SS,
das sich auch in Form eines Antiphospholipidsyndroms (APS)
prasentieren kann, sollte angestrebt werden (Schirmer-Test,
Speichel-Test, Lippenbiopsie, Autoantikérper anti-SS-A/Ro,
anti-SS-B/La, anti-Phospholipide u. a.), da die NMOSD bei SS
schwerer verlaufen sollen (**2%),

Eine haufige Komplikation des systemischen Lupus erythe-
matodes (SLE) ist die zentralnervose Beteiligung (neuropsy-
chiatrischer SLE, NPSLE), die bei 18-67% der SLE-Patienten
auftritt und dem Vollbild eines SLE vorausgehen oder im Ver-
lauf der Erkrankung, insbesondere innerhalb der ersten Jahre,
auftreten kann. Der NPSLE kann mit einer Vielzahl neurologi-
scher Symptome einhergehen wobei die mit anti-AQP4 asso-
ziierten Lasionen vorwiegend als transverse Myelitis, seltener
als Opticusneuritis, sehr selten als Hirnstamm- oder GroBhirn-
lasionen, vereinzelt auch als Antiphospholipidsyndrom, d.h.
als primar NMOSD-verdachtige Lasionen in Erscheinung tre-
ten (194 219.222,326) In {iber 70% der Félle geht die Diagnose
des SLE der neurologischen Prasentation der NMOSD voraus.
Bezogen auf die Gesamtzahl der SLE-Patienten sind Komor-
biditdten mit NMOSD selten. Anti-AQP4 waren bei 0,86%
der SLE-Patienten nachweisbar, bei Patienten mit NPSLE und
INS-Manifestationen in 6,6% der Falle und hier wiederum
nur bei Patienten mit Myelopathien (d. h. bei 4,4% der Pati-
enten mit NPSLE) ("7). Weitere Kasuistiken und Fallserien be-
schreiben die Koexistenz von NMOSD mit anderen systemi-
schen autoimmunen rheumatischen Erkrankungen (systemic
autoimmne rheumatic diseases, SARD) wie z. B. der rheuma-
toiden Arthritis, dem Antiphospholipidsyndrom, der akylosie-
renden Spondylitis, der systemischen Sklerose (vgl. Tabelle
1). Symptome einer transversen Myelitis, insbesondere einer
LETM und/oder Opticusneuritis bei bekanntem SLE, sollten
immer an die Mdglichkeit interkurrierender NMOSD denken
lassen und eine Bestimmung von anti-AQP4 veranlassen.

Zu den haufigsten der zahlreichen organspezifischen, mit
NMOSD assoziierten Autoimmunerkrankungen werden die
Autoimmunthyreoiditiden und die mit Autoantikérpern ge-
gen Acetylcholinrezeptoren (AChR) einhergehende Myasthe-
nia gravis (MG) gerechnet. Gut dokumentiert ist die Koinzi-
denz mit der Myasthenia gravis, die in der Regel als mild
verlaufende Frahform auftretend, der NMO im Mittel bis zu
12 Jahren vorausgehen kann. In 85% der Falle handelte es
sich um anti-AQP4 seropositive Verlaufsformen der NMOSD.
Eine betrachtliche Anzahl der MG-Patienten entwickelte die
NMOSD erst im Verlauf von Jahren nach einer Thymekto-

9
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mie, was mit einem mdglichen Verlust requlativer T-Zellen
in Zusammenhang gebracht wurde (™*°). In seltenen Fallen
gingen die NMOSD zeitlich der MG voraus, welche sich dann
auch als anti-AChR seronegative, aber anti-MuSK seropositive
Form manifestierte ('3*). Da AQP4 im Skelettmuskel ebenfalls
an der neuromuskuldren Verbindung, dem Zielorgan der an-
ti-AChR exprimiert wird, wurde vermutet, ob nicht im Gefolge
einer durch anti-AChR ausgeldsten, immunpathogen-inflam-
matorischen Schadigung der postsynaptischen Membran
auch eine reaktive Sensibilisierung gegentiber AQP4 stattfin-
den kénnte (36?).

Bei der mit NMOSD assoziierten Autoimmunthyreoiditis (Has-
himoto Thyreoiditis) finden sich Schilddrisenantikorper (ATA)
gegen Thyroidea-Peroxidase (anti-POD) und Thyreoglobulin
(anti-TG) (15 200, 324,342, 33, 395)  Anti-AQP4 und ATA-positive
Patienten sollen ausgepragtere spinale Lasionen (LETM) ent-
wickeln als ATA-negative (%% 20%28%37%) Auch Assoziationen
mit Morbus Basedow (Autoimmunhyperthyreose) werden er-
wahnt, das Auftreten der hierfir spezifischen Autoantikérper
gegen TSH-Rezeptoren wurden allerdings nicht beschrieben
(**>%#1), AQP4 wird in den Follikelzellen gesunder und hy-
perplastischer (M. Basedow) sowie auch in adenomatésem
oder maligne entartetem Thyroideagewebe exprimiert (>7).
0b sich hieraus pathogenetische Zusammenhange ableiten
lassen, ist unbekannt.

Mehrfach beobachtet wurden auch Komorbiditdten von
NMOSD und Zéliakie (glutensensitive Enteropathie), die in
10-22,5% der Falle mit neurologischen Dysfunktionen einher-
gehen kann, sowie mit Dermatitis herpetiformis Duhring, der
extraintestinalen Manifestation der Zéliakie, bei denen die
NMOSD trotz der Anwesenheit von anti-AQP4 einen milden
Verlan ZEIgte (26, 134, 135, 148, 158, 235, 243, 247).

Die mit NMOSD assoziierten Autoimmunerkrankungen sind in
Tabelle 1 aufgelistet. Eine Untersuchung auf anti-AQP4 bei
Patienten mit auf NMOSD verdachtigen Symptomen kann bei
frihzeitiger Diagnose und Therapie die Prognose der Patien-
ten verbessern. Es gilt auch zu bedenken, dass die Sensitivi-
tat der anti-AQP4-Bestimmung 100% nicht erreicht, und dass
auch eine anti-AQP4 seronegative NMOSD im Verbund mit
einer anderen Autoimmunerkrankung auftreten kann (2).

Haufiger als manifeste Autoimmunerkrankungen treten bei
NMOSD-Patienten weitere Autoantikorper unterschiedlichster
Antigenspezifitdten auf (Tabelle 1). Es handelt sich vielfach
um zufdllig erhobene Befunde, systematische Untersuchun-
gen beziglich der Pravalenzen und der klinischen Signifikanz
dieser akzidentellen Autoimmunphdnomene fehlen, ob es
sich um beachtenswerte Vorboten zukinftiger Autoimmu-
nerkrankungen handelt, ist ungewiss. Als exemplifizierend
hierfir waren die Antikorper gegen Acetylcholinrezeptoren
(anti-AChR) anzufthren, die zwar bei 11% der NMOSD-Pa-
tienten angetroffen werden, wahrend eine symptomatische
Myasthenia gravis sich aber nur bei 2% dieser Patienten ent-
wickelt (*4).

Eine besondere Beachtung unter diesen NMOSD-assoziierten
Autoantikorpern verdienen solche, die sich gegen Myelin-0li-
godendrozyten-Glykoprotein (MOG), saures Gliafaserprotein
(GFAP) und Glucose-requliertes Protein 78 (GRP78; BiP/
HSPAGS) richten. Antikdrper gegen das auf Oligodendrozyten
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und in Myelinscheiden exprimierte MOG kénnen bei akuter
disseminierter Enzephalomyelitis, Opticusneuritis oder bei
demyelinisierenden, NMOSD-ahnlichen Symptomen auftre-
ten. In der Regel handelt es sich um anti-AQP4 seronegative
Patienten (5% 8% 2%), anti-MOG und anti-AQP4 werden so gut
wie nie zusammen angetroffen und anti-MOG gilt heute als
serologischer Marker einer eigenstandigen Erkrankung, der
MOG-Enzephalitis (7% 146 4°7).

Antikoérper gegen das astrozytare saure Gliafaserprotein
(GFAP; auch mit GFAP-IgG bezeichnet) gelten als Marker der
GFAP-Astrozytopathie, einer Meningoenzephalomyelitis, die
sich an Meningen, N. opticus, ZNS und im Rickenmark mit
einer im MRT nachweisbaren LETM unter Einbeziehung auch
der Area postrema manifestieren kann (2> 32" 327). Bei 33%
der Patienten mit GFAP-Astrozytopathie fanden sich beglei-
tende Autoimmunphanomene wie Autoantikérper gegen den
NMDA-Rezeptor, gegen MOG und/oder gegen AQP4 sowie
gegen weitere, noch undefinierte neuronale Antigene (%3%).
Anti-AQP4 wurden bei 10-13% der Patienten mit anti-GFAP
seropositiver Meningoenzephalomyelitis beobachtet (3°). Sie
wurden aufgrund ihrer Symptomatik (ON und LETM) schlief3-
lich als NMOSD klassifiziert. Ein NMOSD-Patient manifestierte
die GFAP-Astrozytopathie erst im Verlauf von 10 Jahren.

Auf der Suche nach die BHS storenden Pathomechanismen,
wurde, in Analogie zu dem oben angefiihrten NPSLE, bei
NMOSD-Patienten ebenfalls nach vaskulotoxischen Endo-
thelzellautoantikdrpern gesucht, die in der Tat dann auch
bei einigen Patienten nachgewiesen werden konnten. Sie
richten sich gegen das Glucose-regulierte Protein 78 (GRP78;
BiP/HSPAS5) aus der Familie der 70 kDa Hitzeschockproteine
(HSP70), die auch bei Prostata-, Colorectal-, Magen- und he-
patozelluldren Karzinomen vorkommen konnen und die ze-
rebrale Kapillarendothelien (brain microvascular endothilial
cells, BMEC) tiber den NF-xB Signalweg zu einer gesteigerten
makromolekularen Permeabilitat aktivieren (*3°). Anti-GRP78
induzierten bei Mdusen eine Lockerung der Endothelbarriere
und die Diffusion von anti-AQP4 in das ZNS.

Paraneoplasien

Autoantikdrper gegen neurale, mit malignen Tumoren as-
soziierte Antigene, werden als onkoneurale Antikérper be-
zeichnet. Sie gelten als Biomarker paraneoplastischer neu-
rologischer Syndrome und weisen auf die Existenz eines
malignen Tumors hin, der in der Lage ist, neuronale (onko-
neurale) Antigene zu exprimieren (*°). AQP4 kann ebenfalls
in zahlreichen Tumoren (Mamma-, Lungen-, Endometrium-,
Ovarial- Nierenkarzinome, maligne Thymome, Karzinoide,
Gliomen) exprimiert werden (™ %> 84 8.12828%) "|n diesem Falle
konnte eine karzinomassoziierte, anti-AQP4 seropositive ,,pa-
raneoplastische” NMOSD, als eine auf das ZNS fehlgeleitete
immunpathologische, durch anti-AQP4 ausgeldste, Reaktion
angesehen werden, als deren eigentliches Ziel der Tumor ge-
dacht war. Wenn auch nicht hdufig, so wurden bisher doch
eine nennenswerte Anzahl an Komorbiditdten von NMOSD
und Neoplasien bekannt (Tabelle 2). Die Haufigkeit der mit
Neoplasien assoziierten NMOSD wird mit bis zu 5% ("% ">
289,323) aber auch mit bis 12,5 und 15%, bei Gber 50-jahrigen
mit bis zu 20% (*”?) angegeben. Betroffen sind Gberwiegend
Frauen (77%; Tabelle 2), das mittlere Erkrankungsalter liegt



bei Frauen bei 50, bei Mannern bei 55 Jahren. In knapp der
Halfte der Félle gingen die Symptome der NMOSD der Diag-
nose des Tumors 1-18 Monate voraus, in etwas mehr als der
Halfte folgten die neurologischen Symptome 3-180 Monate
nach der Tumordiagnose. Eine enge pathogenetische Bezie-
hung von Tumor und NMOSD I3sst sich aus der Koinzidenz von
Rezidiven der neurologischen Symptome und dem Auftreten
von Tumormetastasen ableiten (¢ 8 254 3%7). Die neurologi-
schen Symptome treten bei den Paraneoplasien in spaterem
Lebensalter auf, hinsichtlich der klinischen und radiologischen
Manifestationen bestehen jedoch keine wesentlichen Unter-
schiede. Eine allgemeine Tumorsuche bei NMQOSD-Patienten
ist bei der Seltenheit paraplastischer Formen nicht indiziert,
sollte aber bei alteren Patienten mit einer Hirnstammsymp-
tomatik (Ubelkeit, Brechreiz, Schluckauf) und LETM Gberdacht
werden, da die frihzeitige Erkennung paraneoplastischer Zu-
stande fir die Behandlung und Prognose ebenfalls von Be-
deutung sein kdnnen.

Immunpathologie

Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankungen sind autoim-
mune Astrozytopathien (%), die sich histologisch als nek-
rotisierende oder infiltrative Entzindungen mit defizienter
astrozytarer AQP4- und GFAP-Expression, Clasmatodendro-
sen, Immunglobulin- und Komplementprazipitaten an den
perivaskuldren astrozytaren Endfiflchen, mit Spheroiden,
Demyelinisierungen und Untergang von Oligodendrozyten,
mit Infiltraten neutrophiler und eosinophiler Granulozyten,
B- und T-Zellen, Makrophagen und aktivierter Mikroglia ma-
nifestieren (37, 98, 102, 107, 213, 215, 223, 248, 277, 291, 294, 303, 335, 356, 384). D|e
in sechs Prototypen unterteilten histologischen Phanomene
(**®) variieren in Abhdngigkeit von den beteiligten proinflam-
matorischen Mediatoren und verschiedene Formen werden
oft nebeneinander bei demselben Patienten angetroffen. Die
pathogene Bedeutung der gegen AQP4 gerichteten Antikor-
per als Ausloser der Lasionen ist anerkannt: ihre Entfernung
ist therapeutisch effektiv (1% 172233, 251,36%) ' Antikérperkonzen-
tration und Schwere der Erkrankung sind positiv korreliert (3
348,387) " die Bildungsorte des Antigens decken sich mit denen
der antikorperinduzierten Lasionen (%% 273 291308 316) ynd die
immunpathogenen Eigenschaften der fir AQP4 hochspezi-
fischen Antikérper (¢?) wurden in zahlreichen in vitro- und
in vivo-Studien bestatigt. Anti-AQP4 wirkt zusammen mit
Komplement zytotoxisch auf AQP4-exprimierende Gewebe-
schnittkulturen murinem Rickenmarks und fihrt zum Verlust
der Expression von AQP4, GFAP und Myelin (*'*). Zusammen
mit aktivem Komplement intrazerebral injiziert oder mit en-
zephalitogenen T-Zellen intraperitoneal verabreicht, induziert
es zerebrale Lasionen (3% 3%%), ebenso nach intraperitonealer
Applikation bei Ratten mit experimenteller autoimmuner En-
zephalomyelitis (EAE). Bei Mausen mit permeabilisierter BHS
hemmt es in Astrozyten die Expression von AQP4, EAAT2 und
GFAP, gefolgt von deren Nekrose und proinflammatorischen
Infiltraten (**). Hochaffine, monoklonale murine anti-AQP4
induzierten nach intraperitonealer Gabe zerebrale Lasionen
bei Ratten ('*°), was insofern beachtenswert ist, da die an-
deren experimentellen Protokolle die Problematik der fir
Autoantikorper (1gG) weitgehend (99,9%) impermeablen
BHS (Abb. 3a), durch deren zeitgleiche Stérung zu umgehen
suchten.

Die astrozytare AQP4-Ektodomane ist nur fir die im intrazere-
bralen Kompartiment befindlichen Antikorper akzessibel, (**
26%), Eine Ursache der hierzu notwendigen Stérung der BHS
wurde bei NMOSD-Patienten in viralen Infektionen mit Frei-
setzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1B, IL-6, TNF-a
(#397) vermutet, die in 25% der Fdlle einem akuten Schub
vorausgingen (*'). Auch interkurrierende Autoimmunerkran-
kungen, bei denen vaskulotoxische Endothelzellantikdrper
vermutet werden (z.B. SLE), wurden als mdgliche Verursacher
diskutiert und in der Tat konnten gefalreaktive Antikérper
wie solche gegen das oben erwahnte Glucose-regulierte Pro-
tein 78 (GRP78), bei einigen NMOSD-Patienten nachgewiesen
werden (**°). Hingewiesen wird auf konstitutionelle Schwach-
stellen an den Blut-Liquor- und Liquor-Parenchym-Grenzen
von Pia mater, Ependym, Plexus choroideus, zirkumventriku-
laren Organen (Area postrema, posteriorer Hypothalamus),
pralaminarer Zone des Nervus opticus und Eintrittszonen der
Spinalwurzeln in das ZNS (" 22192120, 354) “ynbekannt ist in
diesem Zusammenhang der Anteil der intrazerebralen Syn-
these von anti-AQP4 (>* %), der allerdings als nicht relevant
angesehen wird (siehe oben), da der Hauptanteil des im LCS
anzutreffenden anti-AQP4 aus peripheren Bildungsstatten
stammt ("% 22), Weder beim Menschen noch bei Versuchstie-
ren gendgt fur sich allein der offene Zugang von anti-AQP4
zum INS wie z.B. im Bereich der zirkumventrikuldren Areale
nicht, um Entziindungsprozesse auszulésen (2% 37.3%7), was
auch darin seine Bestatigung findet, dass anti-AQP4 bereits
mehrere Jahre vor der Manifestation einer symptomatischen
NMOSD vorliegen kdnnen (7% 26%).

Die formale Pathogenese der ZNS-Lasionen ldsst sich auf 4
immunpathologische Prozesse zuriickfihren. (1) Reaktio-
nen, die allein durch die Interaktion von anti-AQP4 mit der
AQP4-Ektodoméne auf Astrozyten ausgelost werden, (2) die
komplementvermittelte Zytotoxizitat (CDC) und (3) die kom-
plementunabhdangige antikorper-abhangige, zellulére Zytoto-
xizitat (ADCC) sowie (4) die in den letzten Jahren zunehmend
beachteten, durch T-Helferzellen vermittelten zelluldren Im-
mUI’]Feaktlonen (24, 37, 236, 248, 293, 300, 303, 309)

Interaktion von anti-AQP4 mit der AQP4-Ektodomadne.
Dispers in der Astrozytenmembran exprimiertes AQP4-M1
wird nach der Bindung von anti-AQP4 zusammen mit dem
assoziierten Glutamattransporter (EAAT2) unter Beteiligung
der astrozytaren Fcylll-Rezeptoren (FcyllIR) internalisiert und
lysosomal degradiert. Es wurde vermutet, dass die hierdurch
verminderte Glutamatclearence zu einer interstitiellen Ak-
kumulation von Glutamat fihre, die eine glutamatbedingte
Exzitotoxizitat mit der Schadigung von Oligodendrozyten und
Demyelinisierungen ausldst. Die Bindung von anti-AQP4 an
die in groRflachigen OAPs angeordnete AQP4-M23-Isoform
induziert demgegeniiber keine nennenswerte Endozytose
(113 220),

In Kulturen muriner Astrozyten induzierten humane an-
ti-AQP4 eine Genaktivierung im Sinne eines reaktiven, in-
flammatorischen Phanotyps, mit der Transkription von Leu-
kozyten-rekrutierenden Chemokinen der CCL- (CCL2, CCL7,
CCL5; Monozyten, Eosinophile) und CXCL-Familien (CXCLT,
(XCL2; Neutrophile), von Interleukinen (IL-1q, IL-18) und Ad-
hasionsfaktoren (ICAM1, VCAM) (235" 373), Morphologische
Aquivalente hierfiir wéren aktivierte Astrozyten mit einge-
schrankter oder fehlender Expression von AQP4 und EAAT2
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LABORINFORMATION

Tabelle 2 Maligne Tumoren bei NMOSD und paraneoplastische Syndrome

Alter / Onkoneu- | Zeit-interv. | Literatur
Geschlecht rale Ak [Monate]

Mamma-Karzinome 36 w pos -- = +5 25

49 w pos S S 6

51 w pos = = +180

55 w pos S = + 60

55 Ot w pos - - --

63 w pos S S -14
Lungen-Karzinome 63 *1 w pos - - --

66 w pos S S
Thymus-Karzinom 44 w pos = = 3
Cervix-Karzinom 18 w pos = = +3
B-Zell-Lymphom 47 1 w pos -- -- +55
Seminom (1) = - 288
Blasen-Karzinom (2) 70 m pos == = - 140
B-Zell-Lymphom (3) == -18
Thyreoidea Hurthle-Zell-Karzinom 53 w pos = = -12
Karzinoid 51 w pos == = - 96
Hypophyse Somatotropinom 31 m pos == == =3
Monoclonale Gammopathie 40 m pos == = +11
Monoclonale Gammopathie 61 w pos == = =
Mamma-Karzinome 48 w pos - - -7 22

45 w pos = = 0 Pravalenz: 2,3%

41 w pos = = -37
Cervix-Karzinome 47 w pos o= Hu -25

39 w pos == == +38
Rectum-Karzinome 63 w pos == neg -4

35 w pos = == + 346
Leukamien 35 m pos = = -12

43 w pos == == +22
Nasopharynx-Karzinom 39 w pos == = +8
Thyreoidea-Karzinom 17 w pos == = +1
Nebennierenrinden-Karzinom 65 w pos - -- +6 z
Ovarial-Karzinom (serdses) 54 w pos pos = +18
Non-Hodgkin-Lymphom (1) -4
NSCLC (2) 62 v pos - - p
Thymom 41 w pos pos = -4
Prostata Adenokarzinom 61 m neg == = +3
Rectum-Karzinom (1) -14
Endometrium-Karzinom (2) 54 w neg == == -4
Urothel-Karzinom (3)
NSCLC (Adenokarzinom) 49 m pos pos = +1
NSCLC (Adenokarzinom) 55 w pos == == 0 323
Lunge NSCLC (Adenokarzinom) 61 m pos = = =9 Pravalenz: 3,2%
Mamma-Karzinom 73 w pos = = -10
Orales Plattenepithelkarzinom 72 m pos == = +19
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Tabelle 2 Fortsetzung

Alter / Onkoneu- | Zeit-interv. | Literatur

Geschlecht rale Ak [Monate]
Mamma-Karzinom, Sarkom 51 w pos -- -- +6 272
Mamma-Karzinom 50 w pos == == =1 Pravalenz: 12,2%
Mamma-Karzinom 48 w pos -- -- +3 Zeitangabe in Jahren
Cervix-Karzinom 30 w pos = = =2
Lymphozytisches Lymphom 64 w pos = == =15
Thyreoidea-Karzinom, papillares 17 w pos == neg +1 12
Akute myeloische Leukamie 35 m pos = neg -10
Mamma-Karzinom 43 w pos == neg +3
Ovarialteratom 15 w pos pos -- -4 28
Ovarialteratom 21 w pos pos = +1
Ovarialteratom a1 w LCS pos = +3
Mamma-Karzinom 63 w pos = neg =9 254
NSCLC (Adenokarzinom) 63 w pos = neg =3 64
Thyreoidea-Karzinom 42 w pod = == 0 329
B-Zell-Lymphom 57 w pos neg == =7 257
Mamma-Karzinom 62 w pos pos neg +2 1
Prostata Adenokarzinom 69 m neg - CRMP5, (V2 +5 EE
Prostata Adenokarzinom 87 m pos = == =7 182
Ovarialteratom 42 w pos pos = +1 8
Ovarialteratom 50 w pos = NMADR -14 a
(Limbische Enzephalit.) (-2)
Magen-Karzinoid 38 w pos = neg +2 3
Thymom, invasiv, rekurrierend 55 w pos = ANNA1 -72 97
Dinndarmkarzinoid 48 w pos pos neg *2 -72 84
NSCLC (Adenokarzinom) 63 w pos pos neg 0 189
Lunge Adenokarzinom 72 w pos pos neg =3 128
Lunge Adenokarzinom 39 w LCS pos == 0 369
Marginalzonen Lymphom (AIHA) 50 w pos = neg -12 376
Mamma-Karzinom 29 w pos == neg 0 253
Thyreoidea-/Jejunum-Karzinom 64 m pos pos Ma2/Ta -24 *3 338 ¢3
Osophaguskarzinom 70 w pos neg == 0 192
Lunge Plattenepithelkarzinom 66 w pos == == 0 ?
Lunge Adenokarzinom 37 w pos pos = 0 20
SCLC 64 w pos - = +1 2
Osophagus (Adenokarzinom) 62 m pos = = 0 388
NSCLC (duct. Pankreaskarzinom) 61 w pos = neg +1 80
Hypernephrom 31 w LCS pos neg 0 162
Mamma-Karzinom (ssTM) *4 35 w pos == == 0 206
Ovar Adenokarzinom 46 w pos = = +1 313
Harnblase Urothelkarzinom 54 w pos neg - ¢5 0 402
Mamma-Karzinom 60 w pos = neg 406
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LABORINFORMATION

Tabelle 2 Fortsetzung

AIHA: Autoimmun-hamolytische Andmie.

LCS: Antikdrpernachweis nur im Liquor cerebrospinalis
durchgefihrt.

NSCLC: nicht kleinzelliges Lungen-Karzinom.

Onkoneurale AK: Nachweis weiterer onkoneuraler
Antikorper

SCLC: kleinzelliges Lungen-Karzinom (small cell lung
carcinoma).

Tumor-AQP4: Nachweis der Expression von AQP4 im
Tumorgewebe.

Zeit-interv.: Zeitintervalle zwischen der Diagnose des
Tumors und der NMOSD oder vice versa: (+) NMOSD-
Diagnose vor der Tumodiagnose; (-) NMOSD-Diagnose
nach der Tumordiagnose.

0: Zeitgleiche Diagnostik von NMOSD und Tumor

1

.2

3

*+4: short-segment transverse myelitis (sSTM)

*5: Antikorper: RF, ANA, ds-DNA, LAC, UTsnRNP, SS-A, SS-B, ANCA,

: keine LTM, NMO
: Antikorper gegen AChR, ANA, ds-DNS, ENA
: 2000: Thyroideakarziom

2002: Visusverlust

2006: Adenokarzinom (Jejunum)

2010: Nachweis von anti-AQP4

2013: Exitus. Immunhistologischer Nachweis der Expression von AQP4
im Thyroideakarzinom, aber nicht im Jejunumkarzinom.

Cardiolipin, B,-Gykoprotein-1 negativ.

e ® o .
¢, %« * Degranulierung
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Monozyten Oligodendrozyt
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o ol
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Cq B3 chemotaxis & :,. Perforin
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Abbildung 4 Pathomechanismen der komplementabhdngigen (CDC) und der antikorperabhangigen zelluldren (ADCC) Zytotoxizitat. Dargestellt
auf zwei Membransegmenten astrozytarer Endfilichen. Die Aktivierung des ersten Komplementfaktors C1q zu C1qrs erfolgt an in polymerer Form
an OPs gebundenem anti-AQP4 und startet die Aktivierung der Kaskade. Endprodukt ist der aus C5b-9 aufgebaute, die Membran perforierende
Membran-Angriffs-Komplex (MAC). Die aus (3 und (5 durch (3/C5-Konvertasen freigesetzten Anaphylatoxine C3a und (5a, wirken chemotak-
tisch auf Leukozyten, Makrophagen und NK-Zellen. Der Infiltration von Entzindungszellen folgt eine Schadigung der Oligodendrozyten mit der
Demyelinisierung der Neuronen (2% 3”312 415) Aktivierte C5b-C7-Komplexe kénnen auf die Plasmamembranen eng benachbarter (bystander)
Zellen Gberspringen, zytolytische MACs und Zellnekrosen auslésen.
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(113303, 403) sowie die fir NMOSD-Lasionen charakteristischen
granulozytaren Infiltrate mit aktivierten Makrophagen und
proliferierter Mikroglia (2> 2'> %) ynd Intramyelinodemen
("*). Diese anfanglich noch nicht destruierenden Reaktionen
(37) konnten zirkumskripte Defekte der BHS auslésen und
dadurch zur Ausdehnung des Prozesses beitragen. Ein ahn-
liches Verhalten wurde bei Lewis-Ratten nach intrathekaler
Infusion von anti-AQP4 beobachtet. Es fanden sich reversible
Defekte des immunreaktiven AQP4 und EAAT2 in morpholo-
gisch noch intakten Astrozyten ohne weitere Anzeichen gra-
vierender Entziindungsreaktionen (*°).

Wie in vitro-Versuche an einem Gefallmodell zeigten, kdnnen
Astrozyten nach Zugabe von anti-AQP4 Interleukin-6 (IL-6)
freisetzen, welches die Barrierefunktion cokultivierter, im-
mortalisierter mikrovaskularer Gehirnendothelien (BMEC;
brain microvascular endothelial cells) lockerte und die Sekre-
tion endothelialer Chemokine stimulierte (3'). Das aus Astro-
zyten freigesetzte IL-6 ('°) inhibiert die Claudin- und Occlu-
dinsynthese der endothelialen Zonulae occludentes (tight
junctions; *°) und damit die Funktion der BHS (7% 23°). IL-6 for-
dert weiterhin die Aktivitat anti-AQP4-synthetisierender Plas-
mablasten (*¢), und beginstigt bei NMOSD ablaufende Ent-
zindungsprozesse, was sich auch aus dem therapeutischen
Effekt seiner monoklonalen Blockade ableiten Iasst (12 3¢0),
Die beschriebenen Experimente lassen vermuten, dass be-
reits die Interaktion von anti-AQP4 mit der AQP4-Ektodomane
ein proinflammatorisches Umfeld als Boden fir die Entwick-
lung weiterer Gewebeschdden schaffen kann.

Komplementabhangige Zytotoxizitat (CDC). Die ersten Kon-
zepte der Pathogenese zerebraler Lasionen bei NMOSD sahen
deren Startpunkt in einer Aktivierung des Komplementsys-
tems (Abb. 4) mit Freisetzung entziindlicher Mediatoren und
zytolytisch aktiver Komplementkomplexe (' 108 177, 309, 401),
Dieser Prozess kann auch zeitlich verzégert einsetzten, denn
infiltrative Entziindungsherde konnen, wie oben gezeigt,
auch ohne Komplementbeteiligung entstehen (' "), Kom-
plementvermittelte Immunreaktionen starten nach der Bin-
dung von anti-AQP4 der IgG,-Subklasse an die Ektodomane
von AQP4 mit der Aktivierung des ersten Komplementfaktors
(1q (Abb. 4). Eine wesentliche Rolle spielt hierbei AQP4-M23
("), da anti-AQP4 eine starkere Affinitat fir diese in grof3-
flachigen OAPs arrangierte Isoform als fur dispers in der Zell-
membran lokalisierte AQP4-M1-Molekile aufweist. In OAPs
arrangiertes AQP4-M23 ermdglicht eine dichte, multivalente
Bestiickung der Zellmembran mit anti-AQP4, was wiederum
bessere Voraussetzungen fiir eine polyvalente Bindung von
(1q an die Fc-Domanen von anti-AQP4 ermdglicht und damit
auch eine effizientere Aktivierung von C1q zu C1qgrs (243756 112
113,266, 300, 309 367)  Dje anti-AQP4-Konzentration im Serum und
dessen komplementvermittelte zytolytische Aktivitat sind
eng korreliert (Chanson et al. 2013). Der Prozess der Kom-
plementaktivierung kann durch eine Blockade der astrozyta-
ren Komplementinhibitoren CD55 und CD59 mit transfizierter
SIRNA verstarkt werden (2%¢). Infolge eines ,Uberspringes”
aktiver Komplexe der spatwirkenden Komplementproteine
(C5b-C7) von ihrem urspriinglichen Aktivierungsort auf die
Membranen benachbarter Zellen (bystander Zellen) und der
zeitgleichen Inkorporation von €8 und (9 aus der Umgebung,
konnen sich zytolytische Membranangriffskomplexe (MAC)
auch auf den Membranen benachbarten Oligodendrozyten
und Neuronen festsetzen und eine Zytolyse auslosen.

Im Rahmen der Aktivierung der Komplementkaskade werden
durch C3- und C5-Konvertasen (Abb. 4) die Anaphylatoxine
(3a und (C5a freigesetzt, die aufgrund ihrer chemotaktischen
Eigenschaften die zellulare Infiltration des Gewebes mit po-
lymorphkernigen Leukozyten und Makrophagen einleiten.
Histologisch finden sich in frischen komplementinduzierten
Lasionen reaktive Astrozyten mit defekter AQP4-Expression,
perivaskuldre 1gG- und Komplementprazipitate (spatwirken-
de Komplementfaktoren, C5b-C9, MAC, C9neo), Intramyeliné-
deme und granulozytare Infiltrate (*'>3%). In weiter fortge-
schrittenen Lasionen sind die morphologisch darstellbaren
Schaden ausgedehnter, mit ausgepragteren Komplementab-
lagerunen, Destruktionen und Zytolysen der Astrozyten. Die
Astrozytopathie geht in der Regel den Demyelinisierungen
zeitlich voraus (2%2).

Antikorperabhdngige zelluldre Zytotoxizitat (ADCC). Histo-
pathologische Befunde sowie in vitro und in vivo Experimente
zeigten, dass anti-AQP4 auch komplementunabhdngige Ge-
webeldsionen (1% 250.266.403) {iber den Pathomechanismus der
antikorperabhangigen zelluldren Zytotoxizitat (ADCC) induzie-
ren kann. An diesen Prozessen sind FcyRIIl tragende residen-
te aktivierte Mikrogliazellen, NK-Zellen, Makrophagen und
neutrophile Granulozyten als Effektorzellen beteiligt (*%). Die
Aktivierung dieser zytotoxischen Effektorzellen wird durch
die Interaktion ihrer membranstandigen FcyRIIl mit dem
Fc-Fragment der auf der Astrozytenmembran gebundenen
anti-AQP4 ausgeldst (Abb. 4). Die Schadigung der Zielzellen
erfolgt durch die von den infiltrierten oder residenten proin-
flammatorischen Zellen freigesetzten zytotoxischen Mediato-
ren wie Perforinen, Proteasen und Granzymen (2% 37 236 248,293,
300,303, 309, 403) " dje eine Zytolyse der benachbarten, durch die
Antikorper gekennzeichneten, Zielzellen induzieren. Dieser
Prozess kann nicht nur zu einer Schadigung und Zytolyse der
mit Antikorpern beladenen Astrozyten fiihren, sondern auch
auf die in unmittelbarer Nachbarschaft gelegenen Zellen, wie
Oligodendrozyten und Neuronen (bystander Zellen) Gbergrei-
fen, da die aus den Effektorzellen freigesetzten zytolytischen
Mediatoren auch auf deren Zellmembranen einwirken. Eo-
sinophile Granulozyten induzieren auf dem Wege der ADCC
eine Zytolyse kultivierter Astrozyten nach der Zugabe von
anti-AQP4 (“*°). Rekombinante anti-AQP4, die aufgrund von
Mutationen ihres Fc-Fragments die Maglichkeit einer Reakti-
on mit zelluldren Fcylll-Rezeptoren eingebiRt hatten, zeigten
bei in vivo-Experimenten eine deutliche EinbuRRe ihrer AD-
(C-aktivierenden und pathogenen Eigenschaften und im Ver-
gleich zu dem Wildtyp-anti-AQP4 eine deutliche EinbulRe der
Pathogenitat, was die Bedeutung der ADCC auch bei der Pa-
thogenese zerebraler Lasionen bei NMOSD unterstreicht (3%°).

Zelluldre Immunreaktionen. Hinweise auf T-Zell-vermittelte
Immunprozesse in der Pathogenese der NMOSD lassen sich
aus der Uberreprasentation bestimmter HLA-Haplotypen in
einigen Patientenpopulationen ableiten, wie sie in Japan
(HLA-DPB170501; ™' 7% 237) bei brasilianischen Mulatten
(HLA-DR17, DRB1%03; “°) oder Afrokaribiern (HLA-DRB1703;
M), nicht aber bei Kaukasiern (*?) gefunden wurden. Bei ja-
panischen NMOSD-Patienten wurde auch eine signifikante
Vermehrung klonal expandierter VB1- und VB13-T-Zell-Re-
zeptorgene beobachtet (377). Firr die Beteiligung von T-Zel-
len sprechen ferner die in entzindlichen Lasionen nachweis-
baren T-Zellen (2 2°%) und erhohte IL-17- und IL-6-Spiegel im
Liquor cerebrospinalis (3% 3¢"). AQP4-spezifische CD4*-T-Zellen
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Abbildung 5 Ubersicht der bei verschiedenen Spezies beschriebenen T-Zellepitope.

wurden in Lymphozytentransformationstesten nachgewiesen
(240364 3¢6) _ Sje zeigten eine Th17-Polarisierung (3 3¢6) und
waren gleich haufig bei anti-AQP4-seropositiven und -nega-
tiven Patienten vertreten; es bestanden aber keine Korrelati-
onen mit dem Krankheitsverlauf (*¢}). Informationen tber die
Epitospezifitaten humaner AQP4-reaktiver T-Zellen sind der-
zeit noch unvollstandig (Abb. 5), aber im Gegensatz zu der
noch zuriickhaltenden Wertung ihrer pathogenen Rolle von
Papadopoulos und Verkmann (?”7), unter anderem mit dem
Einwand, dass NMOSD-Lasionen auch bei T-Zell-defekten nu-
de-Mdusen auslosbar seien (°'"), werden heute T-Zell-vermit-
telte Immunprozesse ebenfalls als bedeutende pathogeneti-
sche Faktoren bei NMOSD angesehen (** 104212 411),

Wie in vivo-Untersuchungen zeigen, destabilisieren neurore-
aktive T-Zellen die BHS, was die Diffusion von Antikorpern
in das Hirnparenchym ermdglicht (2% 37 2¢%), Dieser Prozess
kann von T-Zellen der unterschiedlichsten Antigenspezifita-
ten in Gang gesetzt werden. Es bedarf hierfir nicht zwingend
AQP4-spezifischer (D4*-T-Zellen, auch solche mit einer Spe-
zifitat fur BMP, MOG, Proteolipid-Protein, S1008 sind hierzu
in der Lage (°”?%), was insofern von Bedeutung ist, da das
Immunrepertoire der NMOSD-Patienten nicht nur expandier-
te Populationen AQP4-spezifischer sondern auch Proteoli-
pid(95_116)-spezifischer, und mdglicherweise auch (D4*-T-Zellen
noch anderer unbekannter Spezifitaten enthdlt (>*°). Neurore-
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aktive T-Zellen kdnnen via IFNy die Transkription von Komple-
ment und FcyRIIl aktivieren, und mittels CCL2 und CCL3 Ma-
krophagen und Mikroglia rekrutieren, die unter Beteiligung
von IL-1B Entziindungsprozesse amplifizieren (183293 300),

Fir AQP4-Epitope spezifische T-Zellen wurden bei verschie-
denen Spezies nachgewiesen (Abb. 5). Weitgehend erfolg-
los waren aber die Versuche, durch die Immunisierung mit
den korrespondierenden Peptiden oder durch den adoptiven
Transfer entsprechend reaktiver T-Zellen, eine experimentelle
Neuromyelitis (E-NMO) auszulésen. Nur zwei bei Ratten iden-
tifizierte Peptide (AQP4,,..; AQP4, . ) waren in der Lage,
reaktive T-Zellen mit neurotoxischen Eigenschaften zu gene-
rieren (%2293 49%) die dann bei naiven Lewis Ratten asymp-
tomatische infiltrative Entziindungen entlang der Neuroachse
unter der Voraussetzung auslosten, dass eine Reaktivierung
der T-Zellen (Aktivierungsmarker 0x40, Produktion von IFN-y;
23) durch antigen-prasentierende MHC-Rezeptoren von Ma-
krophagen/dendritischen Zellen erfolgte. Die Effizienz der
Reaktivierung, und damit auch die Ausdehnung der Lasionen,
ist demnach von der Menge der verfiigbaren und verarbei-
teten Antigene abhangig (7 '7"). Die aktivierten, in das Ge-
hirnparenchym infiltrierten und BHS-reaktiven CD4*-T-Zellen
induzieren noch keine morphologisch erkennbaren Lasionen
der Astrozyten (37 2% 2% 4%) Mit humanen NMOSD-Ldsionen
vergleichbare, histopathologische Verdnderungen entstehen



erst nach der zusatzlichen systemischen Applikation von an-
ti-AQP4 (*2). Bei diesen Versuchen fanden sich auch entziind-
liche Reaktionen in der Skelettmuskulatur und den Epithelien
der Sammelrohre der Nieren (*°2). Maglicherweise handelt es
sich um Homologe der bei NMOSD-Patienten beschriebenen

Myositis und HyperCKemie (siehe oben; 67 74 101,159, 221, 271, 346,
404).

Unter bestimmten experimentellen Bedingungen lassen
sich mit pathogenen T-Zellen zusétzlich auch demyelinisie-
rende Entziindungen auslésen. Bei AQP47/-Mausen wurden
durch die Immunisierung mit einem Peptid der extrazellula-
ren C-Schleife (AQP4,,. ..,) AQP4-reaktive T-Zellen induziert,
welche nach einer Restimulierung mit demselben Peptid
(AQP4,,. ..,) und adoptivem Transfer in Wild-Typ-Mduse, eine
asymptomatische milde infiltrative zerebrale Entzindungs-
reaktion auslésten, aber nach ihrer Th17-Polarisation in der
Lage waren, eine infiltrative, demyelinisierende Entziindung
in Rickenmark, N. opticus und Gehirn mit perivaskuldren
T-Zellinfiltraten zu generieren. Die astrozytdre AQP4-Expres-
sion war aber nur minimal beeintrachtigt, extrazerebrale La-
sionen waren nicht nachweisbar ('%).

Ebenfalls bei AQP4/-Mausen wurde ein weiteres MHC-1I (IA-
®)-restringiertes immunogenes T-Zellepitop (AQP4,,, ,,.) iden-
tifiziert (*'* 372 Abb. 5), welches bei AQP47/-Mausen, nicht
aber bei (57BL/6-Wildtyp-Mdusen, eine enzephalitogene
T-Zell-lmmunantwort ausloste. Bei Wildtyp-Mdusen waren
AQPA 41 50, spezifische T-Zellrezeptoren infolge ihrer negati-
ven Selektion im Thymus eliminiert. Auch das B-Zell-Reper-
toire der Wildtyp-Mduse erwies sich als frei von entsprechen-
den AQP4-spezifischen B-Zellrezeptoren. Dagegen konnte
eine Immunantwort bei AQP4/-Mdusen ausgeldst werden,
deren B-Zellrepertoire sich in Abwesenheit von AQP4 ent-
wickelte, d.h. AQP4-reaktive T-Zellen, die bei der T-Zellrei-
fung per Zufall entstanden, wurden wegen des Fehlens von
AQP4 im Thymus nicht deletiert. Trotz des enzephalitischen
Potentials von AQP4,,, ,,, spezifischen T-Zellen, lassen sich
mit ihnen allein ebenfalls keine den NMOSD vergleichbaren
Lasionen auslosen, die sich durch einen perivaskularen Ver-
lust immunreaktiven AQP4s auszeichnen. Hierzu bedurfte es
der gleichzeitigen Anwesenheit von AQP4 , spezifischen
T-Zellen sowie auch von anti-AQP4.

(201220

Wie die experimentellen Studien zeigen, beruhen die Ent-
wicklung der ZNS-Lasionen auf einem Verlust sowohl der T- als
auch der B-Zelltoleranz. Gleiches qilt auch fir die pathologi-
schen Veranderungen in der Retina, wo ebenfalls AQP4-spe-
zifische enzephalitogene T-Helferzellen und anti-AQP4 fir die
Entwicklung voll ausgepragter Lasionen zusammentreffen
muissen (*°). Die Mengenverhdltnisse von AQP4-spezifi-
schen T-Zellen und Epitop-spezifischen anti-AQP4 beeinflus-
sen die Ausdehnung und das histologische Erscheinungsbild
der NMOSD-Lasionen ('*#). Ihre Lokalisation hangt auch von
der lokalen Verfugbarkeit von Antigenen fiir eine T-Zellakti-
vierung und insbesondere von den Orten des Ubertritts von
anti-AQP4 in das ZNS ab (zirkumventrikuldre Organe, Plexus
choroideus, Ependym, Gefale der Glia limitans und Cortex).
In frischen ZNS-Lésionen finden sich beim Menschen sowie
auch bei Nagern (372" 3%) teils ausgepragte Infiltrate neu-
trophiler Granulozyten, deren Entstehung mit dem Einset-
zen einer Permeabilitatsstorung der BHS fiir Makromolekile
zusammenfallt (®). Zusammen mit neuroreaktiven T-Zellen

scheinen sie sich ebenfalls am Zusammenbruch der BHS zu
betenigen (18, 43,319)‘

Klinik - Diagnostische Kriterien

Die Kriterien fir die Diagnose der NMOSD sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Fir anti-AQP4 positive Patienten wer-
den klinische Symptome aus mindestens einem der Mani-
festationsorte Nervus opticus, Rickenmark, Area postrema,
Hirnstamm, Zwischenhirn oder GroBhirn gefordert, wahrend
stringentere Kriterien von Seiten der Klinik und der bildge-
benden Diagnostik bei anti-AQP4 negativen Patienten anzu-
wenden sind. In 90% der Falle beginnt die NMO mit einer
spinalen Symptomatik, die sich von milden sensiblen Be-
schwerden bis zur vollstandigen transversen Myelitis mit bi-
lateralen sensorischen Symptomen wie Schmerzen, mit Quer-
schnittssymptomen wie Schwache der Motorik, Spasmen und
Versteifungen der Extremitaten sowie auch mit vegetativen
Blasen- und Darmstérungen erstrecken kann. Die Beschwer-
den konnen sich innerhalb von Stunden, Tagen oder auch Wo-
chen entwickeln, ebenso wie auch Paraplegien, Hemiplegien
oder eine respiratorische Insuffizienz. In der Regel verlauft
die Erkrankung schubférmig ohne wesentliche Progression
zwischen den Schiben; monophasische Verlaufe sind jedoch
maglich. Spontanremissionen sind eher selten und haufig in-
komplett wodurch kumulative Defizite mit fortschreitenden
Behinderungen beginstigt werden. Progressionen bis hin zu
schweren Paresen oder deutlicher Visuseinschrankung auf
wenigstens einem Auge finden sich bei etwa 45%, schwere
respiratorische Defizite bei 25% der Falle (325 3913%39%) " Die
spinale MRT-Untersuchung zeigt meist langstreckige Ldsio-
nen, die sich iber mehrere Wirbelsegmente erstrecken, im
akuten Schub oft mit Schwellungen und nicht selten mit Ne-
krosen. Die vertikale Ausdehnung der spinalen Lasionen tber
3 oder mehr Segmente qilt als wichtigster nichtserologischer
Marker der NMO (3%3).

Die Neuritis optica kann mit einem akuten, sich innerhalb von
Stunden bis Tagen manifestierenden Visusverlust, mit einge-
schranktem Farbsehen, Schmerzen bei der Augenbewegung
und einem relativen afferenten Pupillendefekt einhergehen.
Nicht selten handelt es sich um einen schweren und bila-
teralen Verlauf. Die retinale Nervenfaserschichtdicke (RNFL),
darstellbar mittels optischer Koharenztomographie (0CT),
ist wie auch das Maculavolmen deutlich reduziert. Bei 60%
der Patienten kommt es bei schwerem Verlauf im Mittel von
8 Jahren zu einer ein- oder doppelseitigen Erblindung. Die
unspezifischen MRT-Lasionen konnen sich von intraorbital
beginnend bis in das Chiasma opticum ausdehnen. Da das in
den Mller-Zellen der Retina exprimierte AQP4 in die Osmo-
regulation involviert ist (°7), konnte ein immunpathologischer
Prozess auch an der Entstehung der in etwa 20% nachweis-
baren mikrozystischen Makuladdeme beteiligt sein (270349,

Weite Bereiche des zentralen Nervensystems wie Grof-
hirnhemispharen, Zwischenhirn- oder Hirnstammregionen,
in denen AQP4 exprimiert wird, konnen ebenfalls von den
Lasionen betroffen werden und sich mit entsprechenden
Symptomen bemerkbar machen. Je nach ihrer Lokalisation
manifestieren sich Paresen, Hemiparesen, Enzephalopathien
oder Visusdefekte. Zwischenhirn-Syndrome beruhen auf im
MRT darstellbaren Lasionen in Thalamus und Hypothalamus,
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Tabelle 3 Diagnosekriterien der Neuromyelitis-Spektrum-Erkrankungen (NMOSD)

Diagnosekriterien der NMOSD. Das Internationale Panel fiir die NMO-Diagnostik (IPND) orientiert die Diagnosekriterien

fir NMOSD an dem Serostatus des AQP4-1gG.

NMOSD mit AQP4-Autoantikorpern (AQP4-1gG)
1. Mindestens 1 Kardinalsymptom (siehe unten)
2. Positiver AQP4-1gG Test
mit der jeweils besten zur Verfiigung stehenden Nachweismethode (mdglichst Zell-basierte Testverfahren)
3. Ausschluss alternativer Diagnosen
NMOSD ohne AQP4-1gG oder NMOSD mit unbekanntem AQP4-1gG Serostatus

1. Mindestens zwei betroffene Regionen (2 Kardinalsymptome) im Rahmen eines oder mehrerer Schibe,
mit folgenden Subkriterien:

3. Mindestens 1 Kardinalsymptom:
Optikusneuritis oder
akute Myelitis mit LETM (= 3 Wirbelsegmente) oder
Area-postrema-Syndrom
b. Nachweis ortlicher Dissemination (2 oder mehrere der Kardinalsymptome)
¢. MRT-Kriterien des vorliegenden Kardinalsymptoms
Optikusneuritis:
Kraniales MRT mit Normalbefund oder unspezifischen Marklasionen oder
MRT der Nn. optici mit T2-hyperintensen Lasionen oder

T1-gewichtete Gadoliniumanreicherung jeweils Gber die Halfte des N. opticus hinausgehend oder das
Chiasma opticum einbeziehend.

Myelitis:
intramedulldre MRT-Lasion iber mindestens drei Wirbelsegmente (LETM) oder
fokale Riickenmarksatrophie Gber mindestens drei Wirbelsegmente bei anamnestischer akuter Myelitis
Area-postrema-Syndrom:
MRT-Lasionen in der dorsalen Medulla oblongata/Area postrema
Hirnstammsyndrom:
periependymale Hirnstammldsionen
2. Negativer AQP4-1gG Test mit der besten vorhandenen Methode oder Test nicht durchfihrbar
3. Ausschluss alternativer Diagnosen
Sechs Kardinalsymptome bei NMO-Spektrum-Erkrankungen entsprechend der beteiligten ZNS-Areale
1. Opticusneuritis
Akute Myelitis
Area-postrema-Syndrom: episodenhafter Schluckauf, Ubelkeit und Erbrechen

Akutes Hirnstamm-Syndrom

2N N B

Symptomatische Narkolepsie oder

akutes Zwischenhirnsyndrom mit dienzephalen NMOSD-typischen MRT-Lasionen

6. Symptomatisches zerebrales Syndrom mit zerebralen NMOSD-typischen MRT-Ldsionen:

dorsale Medulla, Area postrema, periependymale Zonen des 3. und 4. Ventrikels, Hypothalamus, Thalamus,
Corpus callosum, Pedunculi cerebri, Capsula interna). Maglich sind auch subcorticale oder tiefe Lasionen in der
weillen Substanz und im Kortikospinaltrakt.

Alternative Diagnosen wie MS, Sarkoidose Infektionserkrankungen oder Neoplasien miissen ausgeschlossen werden.
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die trotz ihrer Ausdehnung symptomlos bleiben kénnen, oder
sich infolge hypothalamischer Defekte als Hyponatriamie bei
unzureichender ADH-Sekretion (**°), Narkolepsie (*°), Hyper-
somnie, Hypothermie, Hypotension, als sekunddre Amenorr-
hoe, Glaktorrhoe oder Verhaltensstérungen (**) manifestie-
ren. Eine Hirnstamm-Beteiligung findet sich hdufig (bis zu
31%) vorwiegend bei Patienten europaischer Abstammung.
Fiihrende Symptome sind Schluckauf, Ubelkeit, Erbrechen
(area postrema), mit absteigender Haufigkeit: Diplopie bei
Okulomotoriusstérungen (*3?), Horverlust, Fazialislahmung,
Vestibulopathie mit Schwindel, Trigeminusneuralgie, Verlust
des Geschmacksinns ('26). Das Area-Postrema-Syndrom ma-
nifestiert sich mit einem unbehandelbaren Schluckauf, mit
Ubelkeit und Erbrechen bedingt durch eine Schadigung des
im dorsalen Stammbhirn gelegenen, an den 4. Ventrikel an-
grenzenden Brechzentrums (Nucleus tractus solitarii). Trotz
der fir Antikérper permeablen BHS im Bereich der Area
postrema und der daher leichteren Akzessibilitat der astrozy-
taren AQP4-Ektodomane fir anti-AQP4, finden sich morpho-
logisch nachweisebare Lasionen nur in 12% der Falle frischer
NMOSD.

Extrazerebrale Manifestationen. AQP4 wird nahezu ubiqui-
tar auch extrazerebral exprimiert (siehe oben). Im Gegensatz
zu der im ZNS bestehenden Abgrenzung seiner Bildungsorte
von dem Kapillarsystem durch eine effiziente BHS sind in den
meisten extrazerebralen Geweben die AQP4-exprimierenden
Zellen fir anti-AQP4 frei akzessibel und eine Bindung von an-
ti-AQP4 an das in diesen Bereichen exprimierte AQP4 wurde
bei Mdusen nachgewiesen (*°'). Mégliche, von dieser Seite
ausgehende klinische Symptome werden jedoch selten ange-
sprochen, was darauf zuriickgefihrt wurde, dass, im Gegen-
satz zu der Situation an den astrozytaren Endfil3chen, die hier
vorhandenen protektiven Inhibitoren der Komplementakti-
vierung (CD46, CD55 [DAF], CD59 [Protectin, MAC-Inhibitor])
die Genese entziindlicher Lasionen inhibieren (3%). Die Mehr-
zahl der beschriebenen extrazerebralen Manifestationen be-
treffen die Skelettmuskulatur, otorhinologische Organe sowie
Graviditatsprobleme.

Auf eine Beteiligung der Skelettmuskulatur verweisen Be-
richte iber asymptomatische HyperCKemien und corticoid-
sensitive Myopathien, die sich im Vorfeld oder in Begleitung
einer NMOSD-Symptomatik (¢ '*°) manifestierten. Bei einem
dahingehend untersuchten Patienten mit HyperCKemie (Ta-
belle 1) fanden sich sarkolemmale Imunglobulinprazipitate,
Infiltrate eosinophiler Leukozyten und ein Verlust der mus-
kuldren AQP4-Expression (°'). Hingewiesen wurde auf mog-
liche Beziehungen zwischen dem selten Horverlust (**°) und
der sich bei transgenen AQP4/--Mausen einstellenden Taub-
heit (2*). Im Innenohr wird AQP4 in den Stitzzellen des Cor-
ti‘schen Organs, (nicht in den Sinneszellen) exprimiert (621
352). Es findet sich in den Hensen’s- und Claudius-Zellen, wo
es an einem schnellen osmotischen Wasseraustausch betei-
ligt ist. Eine dort ablaufende entziindliche Reaktion kdnnte
sich dann in einem Horverlust bemerkbar machen. Ebenso
konnte eine Einschrankung des Geruchsinns auf einer durch
anti-AQP4 ausgelésten immunpathologischen Reaktion im
Riechepithel beruhen. Im Riechepithel von Ratten wird AQP4
in den Astrozyten des Bulbus olfactorius exprimiert. Die Ent-
stehung einer Hyposmie auf der Basis einer immunpatholo-
gischen Reaktion bei Patienten mit NMOSD wurde diskutiert

(320).

Die aulerordentlich hohe Pravalenz der NMOSD bei Frauen
lasst vermuten, dass genetische, epigenetische und hormo-
nelle Faktoren eine nicht unbedeutende Rolle in der Patho-
genese der Erkrankung spielen. Vor diesem Hintergrund ist zu
erwarten, dass eine Graviditat mit ihren spezifischen Veran-
derungen des Hormon- und Stoffwechselhaushalts sich auch
auf den Verlauf der NMOSD auswirkt. AQP4 wird ab dem I.
Trimenon in signifikanter Menge im Synzytiotrophoblasten
exprimiert (%?). Anti-AQP4 induzierte, in der Plazenta sich
abspielende immunpathologische Reaktionen, sind daher
nicht auszuschlieBen. Mit intraperitonealen Injektionen von
anti-AQP4 zusammen mit humanem Komplement lieR sich
bei graviden Mausen eine Plazentitis mit Plazentanekrosen
und intrauterinem Fruchttod auslosen (35 60 310.333)  Mehrfach
wurde bei Graviden mit NMOSD auf gehaufte Komplikatio-
nen des Schwangerschaftsverlaufs hingewiesen (¢ %6 3%?), In
einer Fallstudie (60 Patientinnen, 126 Schwangerschaften)
kam es in 12,9% der Fdlle zum Schwangerschaftsabbruch
aufgrund von Fehlgeburten. Bei Schwangerschaften nach der
Manifestation einer NMOSD lag die Rate der Fehlgeburten
bei 42,9% im Vergleich zu 7% vor deren Manifestation. Pra-
eklampsien (11,5%) waren ebenfalls deutlich haufiger als in
der Allgemeinbevalkerung (3,2%). In einer weiteren Studie
(3*) mit 85 NMOSD-Patientinnen kam es in 9,4% zu Fehlge-
burten, in 5,8% Fallen zu einem elektiven Abbruch. In zwei
von 6 Studien fand sich eine Zunahme der EDSS (expanded
disability status scale) wahrend der Schwangerschaft (3¢ %),
in 5 eine Zunahme der Schiibe meist unmittelbar nach der
Schwangerschaft, seltener zu ihrem Beginn (38 175 187 268, 331)
Inwieweit immunpathologische Reaktionen von Seiten der
Plazenta in das Geschehen involviert sind, ist unbekannt. In
einem Fall mit Fehlgeburt konnte in der Plazenta kein im-
munreaktives AQP4 mehr nachgewiesen werden, was auf
eine pathologische Immunreaktion in der Plazenta hinweisen
konnte (3%2).

Nachweismethoden

Die herausragende diagnostische Bedeutung der gegen AQP4
gerichteten Autoantikérper wurde in einer Vielzahl von Stu-
dien belegt, sie steht auBer Zweifel. Alle diese Studien, auch
friher angewandte und wegen ungenigender Sensitivitat
inzwischen obsolete Untersuchungsverfahren (RIPA, Western
Blot u. a.) haben nahezu ausnahmslos die hohe Spezifitat der
Antikorperbestimmung bei der Diagnostik der NMOSD besta-
tigt (°®"). Autoantikorper gegen Aquaporin wurden erstmals
mit dem klassischen indirekten Immunfluoreszenztest (IIFT)
an Schnittpraparaten von murinem Hirngewebe entdeckt
(*"). Nach der Identifizierung ihres Zielantigens Aquaporin-4
(*) entwickelte unser Labor zum antigenspezifischen Nach-
weis der Antikorper einen Radioimmunprazipitations-Assay
(RIPA) mit in vitro transkribiertem und translatierten AQP4-M1,
mit dem die Seren einer ersten internationalen Studie unter-
sucht wurden, in der die Spezifitat von anti-AQP4 fir die NMO
und die serologische Abgrenzung der NMO von der Multiplen
Sklerose bestatigt werden konnte (*°). Aufgrund seiner nie-
deren Sensitivitat hat sich dieser Test in der Folge allerdings
als fur diagnostische Zwecke ungeeignet erwiesen. Er wurde
durch sensitivere Verfahren abgeldst.

Inzwischen wurden iber 50 verschiedene in house und kom-
merzielle Nachweisverfahren fir anti-AQP4 in humanem
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Tabelle 4 Untersuchungsverfahren zum Nachweis von Antikdrpern gegen Aquaporin-4 im Blut (Plasma, Serum) und Liquor
cerebrospinalis. Als “Goldstandard” werden heute zellbasierte Methoden mit transfizierten Kulturzellen angesehen, bei denen
Verfahren mit quantitativen Auswertungen (FACS, fluorescence-activated cell sorting) in der Regel eine hohere Sensitivitat als
fluoreszenz-mikroskopische Verfahren besitzen.

Antigene Sens [%] Spez [%] Zweitantikorper

Gewebebasierte Assays

Indirekte Immunfluoreszenz, -peroxydase nicht Ag/Ak-spezifisch; qualitativ, semiquantitativ; subjektive MessgroRe
INS, Maus 38-85, % 61 bis 100 ah-1gG-FITC IF 20
INS, Ratte 62,5 100 ah-1gG-Biotin ABC Farbung =lcd

Zellbasierte Assays

Indirekte Immunfluoreszenz nicht Ag/Ak-spezifisch; qualitativ, semiquantitativ; subjektive MessgroRe
GFP-AQP4-M1, HEK293 1 (s) ah-1gG-Rhodamin IF 200
EGFP-AQP4-M1/M23, HEK293 2 (t) 41-100,% 77 bis 100 ah-1gG-AF568 IF 3
AQP4-M1 HEK293 (s) ah-IgG-FITC IF Y
AQP4-M1, HEK293 3 (s) 75 99,9 ah-1gG-FITC IF OB
AQP4-M23, HEK 293 (s) 69,7 100 ah-1gG-FITC IF OB
Durchflusszytometrie (FACS) nicht Ag/Ak spezifisch; quantitativ; objektive MessgréRe

EGF-AQP4-M1 (s) 30,3 96,8 ah-IgG F(ab), -APC FACS Sl
AQP4-M1/M23, LN18 *4 (s) 57,9 100 ah-1gG-AF488 FACS 19
EGFP-AQP4-M1, HEK293 (s) 37,5 100 ah-IgG-APC FACS %
EGFP-AQP4-M1/M23 HEK293 (t) 55,6 ah-1gG-APC FACS 8
dsRed2-AQP4-M23 HEK293 (1) 77 *5 100 ah-1gG-AF488 FACS £22
GFP-AQP4-M1, KEK293 (s) 51,7 97,1 ah-IgG-PE FACS 7
EGFP-AQP4-M1, HEK293 (s) k. A. vgl. de Vidi 66 ah-1gG-APC FACS o
dsRed2-AQP4-M1/M23, HEK293 (S) k. A. ah-1gG-AF488 FACS e
GFP-AQP4-M1/M23, HEK293 (1) bis 89 *6 ah-1gG-AF647 FACS U
dsRed2-AQP4-M23, HEK293 (s) 77,3 100 ah-IgG-FITC FACS 3B
AQP4-M23, HEK293 (s) *7 100 ah-1gG-AF488 FACS &

Proteinbasierte Assays

Radioimmunprazipitation *° geringe Sensitivitat, fehlende Antigenkonformation (OAPs)
355-Met-AQP4-M1, Retikulozyten 63 98  Protein-A Waschen B-Zerfall 2, O
355-Met-AQP4-M1, Retikulozyten 33,3 98  Protein A Waschen B-Zerfall el
Fluoreszenzimmunprazipitation Storung durch Fluorophorantikérper, mangelnde Chargenstabilitat
EGFP-AQP4-M1/M23, HEK293 52-76, % 51 bis 100  Protein-A/G EGFP Fluoresz. SE0
Western Blot mangelnde Antigenkonformation (OAPs); qualitativer Assay
Murine Gewebe (ZNS, Nieren) 10 81 ¢11 97 ah-IgG-HRP ECL*12 228
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Tabelle 4  fortsetzung

Antigene

Sens [%]

Spez [%]

Zweitantikorper

Enzymimmunoassay
r-His-AQP4-M23, Sf19-Zellen *13 67 87
r-His-AQP4-M1/M23, 5f19-Zellen 72 98

r-AQP4-M1 (bridge elisa) 49-76, X 51 % 100

ABC: Avidin-Biotin-Peroxydase-Complex
AF: Alexa-Fluor

ah: anti-human

APC: Allophycocyanin

Biotin-AQP4: bivalentes anti-AQP4 reagiert mit dem festphasen-
gebundenen AQP4 und dem in Lésung zugegebenen biotinylierten
AQP4, das SA-POD bindet, welches chromogenes TMB in einen
blauen Farbstoff hydrolysiert.

EGFP: enhanced GFP

FACS: fluorescence-activated cell sorting
FITC: Fluorescein Isozhiocyanat.

GFP: Green fluorescent protein
IF: Immunfluoreszenz

s: stabile Integration in das Genom

SA: Streptavidin

SA-POD: Streptavidin-Peroxidase

Sf19: Spodoptera frugiperda-Zellen, transfiziert mit AQP4-cDNA-
kodierendem Baculovirus-Transferplasmid.

t: transiente Expression

PE: Phytoerythrin
POD: Peroxidase

TMB: 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin
*1: Fusion von AQP4 mit GFP oder EGFP kann die natiirliche Antigen-
konformation und seine Aggregation in OAPs storen.

*2; transiente Expressionen unzureichende Chargenkontinuitat far
Routineassays.

*3: aufgrund des leaky scanning wird bei der Translation der AQP4-
M1-mRNA in hohem Mafe auch AQP4-M23 erhalten.

*+4: LN18-Zellen, Herkunft Gliom, transfiziert mit Plasmiden pLenti6/
V5-AQP4-M1/M23.

ah-1gG-POD TMB 450 nm L
ah-IgG-POD TMB 450 nm LZe
Biotin-AQP4  SA-POD T™B 450 nm oW

*5: Hohere Sensitivitat als ELISA, kommerzielle CB-IIF-Assays, IIFT
oder FiPA.

*6: Es handelt sich um Nachuntersuchungen von Patienten mit
rekurrierender LETM (n=48) von denen 12 (25%) mit gewebebasier-
tem IIFT als anti-AQP4 negativ beurteilt wurden. Nachuntersuchun-
gen mittels FACS ergaben jetzt eine Rate von 89% gegeniber vorher
75% positiven Patienten. Die FACS-Methode erwies sich auch als
sensitiver im Vergleich zu einem zellbasierten IIFT und einem ELISA.

*7: Transfektion von HEK293 Flp-In Zellen mit pcDNAS5 /FRT-
AQP4-M23 (pcDNAS5/FRT-AQP4-M23) mit stabiler Integration in das
Genom. Kultiviert in Gro3chargen und in definierten Mengen in
flissigem Stickstoff zur Gewahrleistung langfristigen Chargenkon-
stanz aliquotiert. Patent License Agreement Mayo Foundation for
Medical Education and Research und MVZ Labor PD Dr. Volkmann,
21.09.2016.

*8: Figene Entwicklungen des Labors ab 2005 ff.

*9: geringe Sensitivitat, unzureichende Konformation des Proteins.
Fehlender Zellmembranexpression.

*10; |solierung mittels AQP4-Immunprazipitation und Protein
G-Agarose, SDS-Page, Kontrollen: Antikorperblockade mittels
AQP4-Kompetition.

*11; Werte gelten fiir AQP4-M1-Protein, fiir AQP4-M23-Protein
betrug die Sensitivitat 12,5%, die Spezifitat 91%.

*12; ECL: Enhanced Chemiluminescence: Proteindetektion bei
Western Blot, basierend auf der Lichtemission wéhrend der durch
HRP und Hydrogenperoxyd-katalysierten Oxidierung von Luminol.

*13; Transfektion erfolgte mit cDNA der Rattensequenz.

*14; Kommerzielle ELISA: (1) RSR Ltd. (2) DLD Gesellschaft fiir
Diagnostika und medizinische Gerdte mbH, Hamburg.

+15; Euroimmun
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Counts Mittlere Fluoreszenzintensitat

30 Titer 1:40 200 —

10

30 Titer 1:640 150 —

Titer 1:2560 100

) 50 —
Titer 1:40960

10 B

A

T T T T T 0— | [ I I I

10° 10 10 10° 10° 40 640 2560 40960
mittlere Fluoreszentintensitat Titer x10™

Abbildung 6 Bestimmung von anti-AQP4 in zellbasiertem Test mit AQP4-M23 stabil exprimierenden HEK293-Zellen.

A Durchflusszytometrische Auswertung, Histogramme der mit verschiedenen Verdiinnungen des Patientenserum inkubierten HEK293-Zellen und
Darstellung der gebundenen Antikdrper nach Inkubation mit Alexa Fluor 488 markiertem anti-Human-1gG. Abnahme der mittleren Fluoreszenzin-
tensitat mit steigender Serumverdinnung. Griin: negativer Bereich der Normalserum inkubierten Zellen.

B Mdglichkeiten einer quantitativen Bestimmung der Antikorper bei Verwendung einer genormten Standardkurve aus positiven Humanseren
und Zuordnung der Titerskala zu laborinternen oder internationalen Einheiten. Grin markiert ein als negativ oder grenzwertig anzusehender
Streubereich.

Abbildung 7 Immunhistologischer Nachweis der AQP4-Expression in transfizierten HEK293-Zellen. Vitale HEK293-Zellen wurden mit anti-AQP4
positivem Patientenserum und monoklonalem anti-AQP4 (Maus) inkubiert. Die auf der Zellmembran an AQP4 gebundenen Antikorper wurden
mit affinitdtsgereinigtem FITC-markiertem anti-human-1gG vom Kaninchen (A, grin) und rhodaminmarkiertem anti Maus-1gG von der Ziege (B,
rot) dargestellt. Die Uberlagerung der beiden Bilder (C, gelb) zeigt die topographisch identische Lokalisation der beiden Antikorper.
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Untersuchungsmaterial wie Serum oder CSF beschrieben
(Ubersicht 5¢). In Abhéngigkeit von der Provenienz und dem
Herstellungsverfahren der fir diese Untersuchungen verwen-
deten Antigene lassen sich Gewebe- und Zell-basierte sowie
Protein-basierte Assays unterscheiden (Tabelle 4). Bei den
gewebe-basierten Tests handelt es sich de facto um kon-
ventionelle immunhistologische Untersuchungen, bei denen
Mikrotomschnitte (Kryostatschnitte) antigen-exprimierender
Gewebe (Gehirn) mit Patientenserum inkubiert werden und
die - falls vorhanden - an den gewebestandigen Antigenen
gebundenen Antikorper des Patienten mit einem fluores-
zenzmarkierten Sekundarantikérper gegen human-IgG (ah-
IgG) mikroskopisch nachgewiesen werden (Titelbild). Der
Nachteil dieser Assays liegt, neben einer begrenzten Sensiti-
vitat, in einer nur qualitativen oder semiquantitativen (Titer)
Bestimmung der Antikérperkonzentration und vor allem in
der subjektiven mikroskopischen Auswertung der Praparate
durch den Untersucher und der mangelnden Antigenspezifitat
der fluoreszierenden Strukturen im Gewebe.

Zellbasierte Assays beruhen auf Untersuchungen von Kultur-
zellen, meist HEK293-Zellen (human embryonic kidney), die
zur Expression der Antigene mit AQP4-M1- oder AQP4-M23-
mRNA enthaltenden Vektoren transfiziert wurden (Abb. 7).
Die Transfektionen konnen entweder mit einer der beiden
AQP4-Isoformen, oder simultan mit beiden in Form einer
passageren, oder besser einer stabilen Expression erfolgen.
Objekttrager-Praparate der Transfektanten werden mit dem
zu analysierenden Patientenserum und anschlieBend mit
einem fluoreszenzmarkierten ah-IgG inkubiert und fluores-
zenzmikroskopisch ausgewertet. Semiquantitative Aussagen
uber die Konzentrationen der in der Probe vorhandenen an-
ti-AQP4 werden mittels Titration erhalten. Alternativ kdnnen
die transfizierten Zellen in Kulturmedium mit Verdinnungen
des Patientenserum inkubiert werden. Die gebundenen an-
ti-AQP4 werden dann mit Hilfe eines fluoreszenz-aktivierten
Zellsorters (FACS) bestimmt und quantitativ Gber Standard-
kurven ausgewertet (Abb. 6).

Zellbasierte Assays werden heute als Gold-Standard ange-
sehen, insbesondere auch deswegen, weil die exprimierten
Antigene in einer weitgehend naturlichen Konformation er-
halten bleiben und da sie nicht nur subjektiv mikroskopisch,
sondern auch mit Hilfe der Durchflusszytometrie objektiv und
quantitativ auswertbar sind. Die mit diesen Assays erhalte-
nen Sensitivitaten erreichen 80% bis 100% bei einer hohen
SDEZIfItat von 860/0 - 1000/0 (56, 122,148, 153, 156, 185, 217, 262, 381,383).

Die Sensitivitat der durchflusszytometrischen Auswertung
wird héher angesehen als diejenige bei visueller Auswer-
tung der Fluoreszenz. Die Transfektionsvektoren kénnen zur
optischen Identifizierung und zur Quantifizierung des expri-
mierten AQP4 noch mit fluoreszierenden Markern, wie z. B.
dem grin fluoreszierenden Protein (GFP bzw. EGFP: enhanced
green flourescence protein), sogenannten ,Farbtags” gekop-
pelt, werden.

Proteinbasierte Assays verwenden als Zielantigen der Im-
munreaktion natives oder rekombinantes AQP4 (AQP4-MT1,
AQP4-M23) meist in Form eines volllangen Molekils, sehr
selten in Form kurzer Epitopfragmente. Sie werden zur Iden-
tifizierung mit Isotopen, Farbstoffen und anderen Indikator-
molekilen markiert oder auch, je nach Testprinzip, unmar-

kiert eingesetzt. Beschrieben wurden neben dem eingangs
erwahnten RIPA, Fluorimmunoprazipitations-Assays, bei
denen EGFP gekoppeltes, rekombinantes, aus transfizierten
HEK293-Zellen gewonnenes AQP4 eingesetzt wurde (3%?), das
fluorimetrisch quantifizierbar war. Ebenfalls aus transfizier-
ten Kulturzellen gewonnene, GFP-markierte volllangen AQP4
wurden in einem aus Immunprazipitation und Western Blot
kombinierten Nachweisverfahren eingesetzt (2°). Bei einem
weiteren Western Blot-Assay wurden Homogenate muri-
ner Gewebe (Gehirn, Nieren) verwendet (*®). Fir Enzym-
immunoassays (ELISA) wurden u. a. His-5-tag-gekoppelte,
im Sf9/Baculovirussystem generierte und in E. coli exprimier-
te Aquaporine als Antigene eingesetzt (') sowie in einem
seit mehreren Jahren vertriebenen kommerziellen Assay mit
AQP4-M1 beschichtete Mikrotiterplatten. Im letzteren Fall
handelt es sich um einen bridge-ELISA, bei dem zusammen
mit dem Patientenserum biotinyliertes AQP4 als Detektor zu-
gegeben wird, welches mit dem zweiten noch freien Epitop
des gebundenen anti-AQP4 aus dem Patientenserum reagiert
und damit die Anwesenheit von Antikérpern signalisiert. Die
Bestimmung der Antikdrper mittels Rasterelektronenmikros-
kopie mit Nanoimmunsensoren (¢°) unter Verwendung kurzer
AQP4-Peptide wie z. B. AQP4_, . wurde kirzlich publiziert.
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KURZINFORMATION

Autoantikérper gegen Aquaporin-4

Synonyma NMO-1gG (Neuromyelitis optica-1gG), AQP4-1gG, anti-AQP4.

Zielantigen Aquaporin-4, ein etwa 35 kDa groRes Protein, das vorwiegend in Astrozyten und Ependymzellen
aber auch in Epithelien peripherer Organe und im Skelettmuskel vorkommt und die Funktion eines
transmembrandsen Wasserkanals ausibt.

Indikationen Neuromyelitis optica (NMO), Devic-Syndrom, NMO-Spektrum-Erkrankungen (NMOSD), optico-spina-
le multiple Sklerose (0S-MS).
DD: Multiple Sklerose, idiopathische, virale, paraneoplastische Myelitiden, Myelitiden bei Kollage-
nosen wie SLE oder Sjogren-Syndrom, para-/postinfektiose, postvakzinale oder ischamische Opti-
kusneuritis.

Labordiagnose Zellbasierte Immunfluoreszenz-Assays mit hoher Sensitivitat (> 80%) und Spezifitat (> 95%) erlau-
ben den Nachweis von Autoantikorpern (anti-AQP4) schon in Frithstadien, gegebenenfalls bereits
vor der Manifestation klinischer Symptome.

Klinik NMO, Devic-Syndrom oder NMOSD sind entziindliche, demyelinisierende Autoimmunerkrankungen
(autoimmune Astrozytopathien) mit meist rezidivierenden Schiiben von Opticusneuritis und/oder
transverser Myelitis, seltener auch mit Beteiligung von Hirnstamm, Area postrema, Dienzephalon
und/oder GroBhirn. Monate oder Jahre dauernde asymptomatische Intervalle maglich. Seltener
monophasische Verldufe. Symptome abhdngig vom Sitz der Lasionen: ein- oder doppelseitiger, teil-
weiser bis kompletter Visusverlust, Paraparesen, Tetraparesen, Sensibilitatsstorungen, Erbrechen,
Schluckauf (A. postrema), Blasen- und Darmstorungen, endokrine und Schlafstorungen (Hypothala-
mus), Verwirrtheitszustande, Krampfanfélle oder Koma (Hirnddem). Differentialdiagnostische Pro-
bleme bei Assoziation mit anderen Autoimmunkrankheiten (SLE, Sjogren-Syndrom, Hypothyreose,
Myasthenia gravis) maglich.

Epidemiologie Pravalenz in westlichen Landern 1-10/100.000. Frauen iberwiegen Manner insbesondere bei se-
ropositiven Verldufen im Verhaltnis von bis zu 9:1. Das mittlere Erstmanifestationsalter liegt um die
40-45 Jahre. Es konnen aber auch Kinder und Erwachsene im fortgeschrittenen Lebensalter erkran-
ken.

Prognose Variabel. Vollsténdige Erholung nach Schiiben maglich, héufig persistieren neurologische (auch
schwerwiegende) Restschaden. Die Mortalitat kann unbehandelt bis zu 30% innerhalb 5 Jahren
betragen, Atemversagen bei schweren Krankheitsschiiben, Erblindung, residuale Paraparesen.

Untersuchungsmaterial: Vollblut, Serum, EDTA- oder Citrat-Blut/Plasma, Liquor cerebrospinalis. Lagerung bis 3 Tage gekuhlt
(4-8 °C), bei langerer Lagerung Serum oder Plasma tiefgefroren (-18 °C).

Ihre Ansprechpartner:

Titelbild (umseitig): Anti-AQP4, dargestellt im indirek- Dr. rer. nat. Peter Schranz
ten Immunfluoreszenztest (IIFT; Cerebellum, Ratte). p.schranz@laborvolkmann.de
Fluoreszenz des in den EndfiRchen von Astrozyten Telefon: 0721 85000 162
exprimierten Aquaporins entlang der Pia mater (Glia
limitans externa) und in der Peripherie von Arteriolen, )
Kapillaren und Venolen des ZNS-Parenchyms. kontakt@hpseelig.de

Telefon: 0721 85000 153

Prof. Dr. med. Hans-Peter Seelig

© 2020

MVZ Labor PD Dr. Volkmann und Kollegen GbR
GerwigstraBBe 67 | 76131 Karlsruhe
MVZ Labor Volkmann Gerwigstrafie 67 | 761
KARLSRUHE www.laborvolkmann.de LIMBACH & GRUPPE




