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Abbildung 1: ,The ganglioside biosynthetic pathway and related pathologies.”

Blau dargestellte und rosagrau umrahmte biosynthetische Enzyme zeigen an, dass Mutationen
oder eine veranderte Expression mit bestimmten neuropathologischen Zustédnden assoziiert sind.
Zur ldentifizierung der Ganglioside wurde die Nomenklatur von Svennerholm (Svennerholm,
1980) verwendet. Da alle Gangliosidnamen zu der Ganglio-Reihe der Glykosphingolipide
gehoren, beginnen diese mit einem G. Die Zahl der Sialinsaurereste wird mit den Buchstaben A
(absent; null), M (Mono-; eins), D (Di-; zwei) und T (Tri-; drei) beschrieben. Mit der Zahl 1
gekennzeichnet sind Ganglioside, deren Kernstruktur aus GalB1-3GalNAcB1-4GalB1-4GIcB1-
1'Cer (Globoreihe) besteht. Mit der Zahl 2 sind solche Ganglioside gekennzeichnet, denen die
terminale Galaktose fehlt und mit der Zahl 3 sind jene Ganglioside gekennzeichnet, denen das
das terminale Disaccharid Galaktosyl-N-Acetylgalaktosamin (Gal1-3GalNAc) fehlt. GM4 gehort
zur Galareihe (Gala1-4Galf31-1'Cer als Kernstruktur) der Ganglioside. Die innerste Galaktose der
0-, a-, b- und c-Reihe ist mit 0, 1, 2 bzw. 3 Sialinsaureresten verbunden. Vorlaufer der komplexen
Ganglioside der a-,b- und c-Reihe sind die einfachen Ganglioside GM3, GD3 und GT3. Die am
haufigsten vorkommenden Gangliosidarten werden durch die grauen Késtchen gekennzeichnet.
Die Enzyme sind durch eine rote gestrichelte Linie mit den entsprechenden Pathologien
verbunden. Das idiopathisches Parkinson-Syndrom wurde mit einer Pathologie der ST3GAL2-
Expression und das West-Syndrom mit einer Mutation in ST3GAL3 assoziiert. UGT8: UDP-
Galactose-Ceramid-Galactosyltransferase; UGCG: UDP-Glucose-Ceramid-Glucosyltransferase;
B4GALT5/6: UDP-Gal:Beta-GIcNAc Beta-1,4-Galactosyltransferasen 5 und 6; ST3GALS5:
CMPNeuAc:Lactosylceramid Alpha-2,3-Sialyltransferase; ST8SIA1: ST8 Alpha-N-
Acetylneuraminid Alpha-2,8-Sialyltransferase 1; ST8SIA3/5: ST8 Alpha-N-Acetyl-Neuraminid
Alpha-2,8-Sialyltransferasen 3 und 5; B4GALNT1: UDP-Gal:BetaGIcNAc Beta-1,4 N-
Acetylgalactosaminyltransferase 1; B3GALTA4: UDP-Gal:BetaGIcNAc  Beta 1,3-
Galactosyltransferase 4; ST3GAL2/3: CMP-N-Acetylneuraminat-Beta-Galactosamid-Alpha-2,3-
Sialyltransferase 2; ST8SIA5: ST8 Alpha-N-Acetyl-Neuraminid Alpha-2,8-Sialyltransferase 5.
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1 Einleitung

1.1 Ganglioside

1.1.1 Definition, Hintergrund & Historie

Ganglioside sind Glycosphingolipide, die auf der aulleren Zellmembran
vorkommen (Sonnino et al., 2007). Sie wurden 1935 zum ersten Mal als nicht
spezifizierte Substanz (sog. ,Substanz X*) beschrieben (Klenk, 1935). Spater,
d.h.1947, wurden die einzelnen Strukturen von Sphingosin (Carter et al., 1947)
und im Jahre 1955 von Sialinsdure (Gottschalk, 1955) beschrieben, die
Bestandteile der Ganglioside sind. Die Beschreibung der ersten vollstandigen
Gangliosidstruktur gelang 1963 (Kuhn & Wiegandt, 1963). In den folgenden
Jahren wurde der Schwerpunkt der Forschung auf das Verstandnis von
Strukturen, biologischen Funktionen, Metabolismus, zellularer Topologie und
Pathobiologie gelegt (Sonnino et al., 2007), was in den nachfolgenden

Abschnitten weiter ausgefuhrt wird.

1.1.2. Struktur, Biosynthese und Funktion

Die Basis des Strukturgerustes eines Gangliosides wird von Sphingosin gebildet,
ein ungesattigter Aminoalkohol (Carter et al., 1947). Sphingosin ist mit einer
Fettsaure verbunden; gemeinsam bilden sie ein Ceramid, welches lipophil ist und
somit eine Verankerung im Inneren der Zellmembran ermdoglicht (Cutillo et al.,
2020). An diesem Lipidanker ist Uber eine Hydroxylgruppe ein Mehrfachzucker,
ein Oligosaccharid, glykosidisch gebunden. Das Oligosaccharid ist mit einem
oder mehreren Acetylneuraminsauren (Sialinsauren) verbunden und bildet den
hydrophilen Teil, der an der Aulenseite der Zellmembran herausragt (Cutillo et
al., 2020). Die Benennung der Ganglioside erfolgt anhand der
chromatographischen Mobilitdt und anhand der Sialinsaurereste, die mit dem
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inneren Zuckeranteil verbunden sind (Absent= A, Mono=M, Di=D, Tri=T etc.)
(Sipione et al., 2020). Durch die Variation von verschiedenen Zuckern und durch
Variabilitat der in Ceramid enthaltenen Fettsduren in Lange und Sattigung gibt es
potenziell iber 200 und mehr mogliche Kombinationen fur Ganglioside. Trotz
dieser Kombinationsmaoglichkeiten machen bei Wirbeltieren nur wenige

Ganglioside den Hauptteil aller Ganglioside aus (Sipione et al., 2020) (siehe Abb.
1).
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HOW\ANV ST3GALS ( Decreased in SN of PD patients ]
W\N\/UGCG\‘ GlcCer LacCer 'Y i oAt i
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Abbildung 1: ,,The ganglioside biosynthetic pathway and related pathologies*
Ubersetzt nach Sipione et al. (2020)

Lizenz: CC BY 4.0

Link zur Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Link zur Quelle: https://doi.org/10.3389/fnins.2020.572965):

Blau dargestellte und rosagrau umrahmte biosynthetische Enzyme zeigen an, dass
Mutationen oder eine verdnderte Expression mit bestimmten neuropathologischen
Zusténden assoziiert sind. Zur Identifizierung der Ganglioside wurde die Nomenklatur
von Svennerholm (Svennerholm, 1980) verwendet. Da alle Gangliosidnamen zu der
Ganglio-Reihe der Glykosphingolipide gehdren, beginnen diese mit einem G. Die Zahl
der Sialinsdurereste wird mit den Buchstaben A (absent; null), M (Mono-; eins), D (Di-;
zwei) und T (Tri-; drei) beschrieben. Mit der Zahl 1 gekennzeichnet sind Ganglioside,
deren Kernstruktur aus Galf1-3GalNAcB1-4GalB1-4Glcp1-1'Cer (Globoreihe) besteht.
Mit der Zahl 2 sind solche Ganglioside gekennzeichnet, denen die terminale Galaktose
fehlt und mit der Zahl 3 sind jene Ganglioside gekennzeichnet, denen das terminale
Disaccharid Galaktosyl-N-Acetylgalaktosamin (GalB1-3GalNAc) fehlt. GM4 gehdort zur
Galareihe (Galal-4Galpl-1'Cer als Kernstruktur) der Ganglioside. Die innerste
Galaktose der 0-, a-, b- und c-Reihe ist mit 0, 1, 2 bzw. 3 Sialinsdureresten verbunden.
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Vorlaufer der komplexen Ganglioside der a-,b- und c-Reihe sind die einfachen
Ganglioside GM3, GD3 und GT3. Die am héufigsten vorkommenden Gangliosidarten
werden durch die grauen Kistchen gekennzeichnet. Die Enzyme sind durch eine rote
gestrichelte Linie mit den entsprechenden Pathologien verbunden. Das idiopathisches
Parkinson-Syndrom wurde mit einer Pathologie der ST3GAL2-Expression und das West-
Syndrom mit einer Mutation in ST3GALS3 assoziiert.

UGTS: UDP-Galactose-Ceramid-Galactosyltransferase; UGCG:  UDP-Glucose-
Ceramid-Glucosyltransferase;  B4GALTS5/6:  UDP-Gal:Beta-GIcNAc ~ Beta-1,4-
Galactosyltransferasen 5 und 6; ST3GALS5: CMPNeuAc:Lactosylceramid Alpha-2,3-
Sialyltransferase; ST8SIAL: ST8 Alpha-N-Acetylneuraminid ~ Alpha-2,8-
Sialyltransferase 1; ST8SIA3/5: ST8 Alpha-N-Acetyl-Neuraminid Alpha-2,8-
Sialyltransferasen 3 und 5; B4GALNTI1: UDP-Gal:BetaGlcNAc Beta-1,4 N-
Acetylgalactosaminyltransferase 1; B3GALT4: UDP-Gal:BetaGlcNAc Beta 1,3-
Galactosyltransferase 4; ST3GAL2/3: CMP-N-Acetylneuraminat-Beta-Galactosamid-
Alpha-2,3-Sialyltransferase 2; ST8SIAS: ST8 Alpha-N-Acetyl-Neuraminid Alpha-2,8-
Sialyltransferase 5.

Die Synthese der Ganglioside findet im Endoplasmatischen Reticulum und im
Golgi-Apparat statt (Yu et al.,, 2011). Von dort aus wird der Grofteil zur
Zellmembran transportiert. Dort kommen Ganglioside insbesondere in den sog.
lipid rafts, Mikrodomanen der Zellmembran mit hoch gesattigten Fettsauren und
relativer Ordnung (Abb. 3), und den geringer geordneten raft-like domains vor
(Sonnino et al., 2007). Lipid rafts enthalten erhohte Mengen an Cholesterol,
Dipalmitoylphosphatidylcholin und Sphingolipiden sowie ,raftophile® Proteine
(Sezgin et al.,, 2017). Dort kommt es zu Lipid-Lipid- und Lipid-Protein-
Interaktionen (Sezgin et al.,, 2017). Ganglioside sind dort wahrscheinlich an
immunologischen und regulatorischen Prozessen beteiligt(Sezgin et al., 2017).
Durch den intrazellularen Transport finden sich Ganglioside auch an den
mitochondrial-endoplasmatic reticulum contact sites (MERCs)(Sano et al., 2009),
der Kernhdlle (Xie et al., 2002) und am Endolysosomalen System (Mobius et al.,
1999).
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% / Transmembran Proteine

Abbildung 2: Schematische Abbildung eines lipid rafts in der Zellmembran.
Eigene Abbildung, erstellt mittels Biorender.com

Die Funktionen der Ganglioside sind zahlreich, Gegenstand intensiver
Forschungen und bis heute nicht im Ganzen verstanden. Grundsatzlich wird
zwischen Cis- und Trans-Interaktionen unterschieden. Cis-Interaktionen finden
zwischen einem Gangliosid und einem Molekul in derselben Membran statt,
wahrend Trans-Interaktion auf der Oberflache von anderen Zellen oder in einem
extrazellularen Umfeld stattfinden (Sonnino et al., 2007).

Die spezifischen Funktionen der einzelnen Ganglioside hangen ebenfalls von
ihrem Vorkommen im Korper ab. Ganglioside wurden zwar in fast jedem
Korpergewebe nachgewiesen, jedoch scheint ihr Anteil in den Membranen im
Nervensystem besonders hoch zu sein (Sipione et al., 2020). Zusatzlich
bestimmen ihre Oligosaccharid- sowie Neuraminsaurereste, die ihnen andere
physikalisch-chemische Eigenschaften verleihen und ihr Aggregationsverhalten
beeinflussen kdnnen, welche Funktion sie einnehmen konnen (Sonnino et al.,
2007).
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Die Funktionen der Ganglioside sind, wie oben beschrieben, nicht vollstandig

verstanden und nicht alle Ganglioside sind im gleichen Umfang erforscht.

Rezeptorinteraktion: Ganglioside sind der Lage mit
Wachstumsfaktorrezeptoren sowie anderen Rezeptortypen zu interagieren.
Beispielsweise konnen sowohl GM1 als auch GM3 an Rezeptoren binden
(Sipione et al.,, 2020). GM3 kann mit dem epidermal growth factor receptor
(EGFR) interagieren und somit das Wachstum hemmen (Yoon et al., 2006) oder
den Insulinrezeptor hemmen und dadurch eine Insulinresistenz hervorrufen
(Kabayama et al., 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass GM1 an den
tropomyosin receptor kinase (Trk) A (TrkA) receptor binden kann (Mutoh et al.,
1995). Nach heutigem Wissensstand ist die Interaktion von GM1 eine
Voraussetzung dafur, dass der nerve growth factor (NGF) mit TrkA interagieren
kann (Lunghi et al., 2021). Somit kdnnen Ganglioside direkten und indirekten

Einfluss auf Signalwege nehmen.

Ca?*-Hamostase: GM1 kann den Ca?-Haushalt bei normalen und
pathologischen Konzentrationen durch lonenkandle und Austauschproteine
beeinflussen, in dem sie zum Beispiel Ca?*-lonen durch ihre negative Ladung
anziehen und in der Nahe des Kanals konzentrieren (Ledeen & Wu, 2015). Bei
GM2/GD2-knock-out-Mausen wurden ebenfalls eine gestorte Ca?*-Regulation
beobachtet (Wu et al., 2001), was vermuten lasst, dass zumindest eines dieser

Ganglioside ebenfalls Einfluss auf die Ca?*-Hamostase austibt.

Rolle beim Zelltod: Weiterhin scheinen Ganglioside eine Rolle in der
Autophagie und Apoptose zu spielen. Die Synthese des Gangliosids GD3 wird
bendtigt, um in Zellen mit Amyloid Beta (Copani et al., 2002) oder dem Fas-
Ligand (FASL)(De Maria et al., 1997) eine Apoptose zu induzieren. Erhohte GD3-
Level wurden bereits bei Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen wie
zum Beispiel Chorea Huntington (Desplats et al., 2007), Amyotropher
Lateralsklerose (ALS) (Rapport et al., 1985) und Multipler Sklerose (MS) (Sela et
al., 1982) festgestellt. Andere Ganglioside nehmen wahrscheinlich indirekt, also
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Uber Veranderungen der Ca?*-Homoostase (Virgolini et al., 2019) oder durch die
Mediation von Uberlebensfordernden Stoffwechselwegen (Mocchetti, 2005)
Einfluss auf die Apoptose. Dies verdeutlicht, warum die Wirkung von
Gangliosiden sowohl als pro- als auch als anti-apoptotisch beschrieben wurde
(Sipione et al., 2020).

Ein Mangel von GD3 oder eine Hemmung der GD3-Synthase fuhrt aulerdem zu
Hemmung der Autophagie (Matarrese et al., 2014). Bei anderen Gangliosiden
wurden sowohl Autophagie-stimulierende (Hwang et al., 2010) als auch -
hemmende Effekte (Wei et al., 2009) nachgewiesen.

Einfluss auf Axonstrukturen, Myelin und Neuritenwachstum:

Fur GM1 wurden neuritenwachstumsférdernde Effekte bei exogener Hinzugabe
(Roisen et al., 1981) gezeigt. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass GD1a und
GT1b Liganden fur das Myelin-assoziiertes Glycoprotein (MAG) sind, welches in
vivo von myelinisierenden Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem (ZNS)
und von Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem (PNS) exprimiert wird
(Quarles, 2007). Durch diesen Gangliosid-vermittelten Signalweg konnte ein
neuroprotektiver Effekt von MAG gegenuber akuten Neurotoxinen und eine
erhohte strukturelle Axonstabilitat gezeigt werden (Mehta et al., 2010). Zusatzlich
konnen in der axonalen Membran unter anderem GT1b und GD1a durch Bindung
an MAG zur Hemmung des axonalen Wachstums beitragen, was in gesunden
Zellen ungewollten axonalen Auswuchs verhindern und Reparaturen bei
Beschadigung regulieren kann (Vinson et al., 2001; Williams et al., 2008).

Im PNS konnte nach Axotomie eine Umwandlung von GD1a und GT1b zu GM1
durch die Neuramidase-3 gezeigt werden, im ZNS nicht. Dies konnte eine
mogliche Erklarung sein, warum sich das PNS, in diesem Beispiel durch das
Neuritenwachstum durch GM1, regenerieren kann und das ZNS nicht
(Kappagantula et al., 2014).

Rolle im alternden Menschen: 118 Gehirne gesunder Probanden zwischen 20

und 100 wurden in einer Studie von (Svennerholm et al., 1994)untersucht und es
wurde eine Erhohung der Gangliosidkonzentration in der weil3en Substanz des
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frontalen und temporalen Kortex vom 20. bis zum 50. Lebensjahr festgestellt.
Daraufhin folgte eine leichte Erniedrigung bis zum 70. Lebensjahr, die danach
deutlich beschleunigt voranschreitet. GM1 und GD1a haben proportional
gesehen abgenommen, wahrend GD1b, GM3 und GD3 proportional
zugenommen haben.

Die Veranderung der Gesamtzahl von Gangliosiden und insbesondere die
Abnahme im Alter konnten die veranderte Cytoarchitektur des alternden
Gehirns widerspiegeln (Sipione et al., 2020).

Die proportionale Abnahme von GM1 und GD1a im Alter konnte (Huebecker et
al., 2019) ebenfalls zeigen. Huebecker et al. beschreiben die Veranderung als
Reduktion der komplexen Ganglioside.

GalNAcT-knockout Mause, deren Gendisruption zu einem Verlust der komplexen
zentral-neuronalen Ganglioside GM1, GD1a, GD1b and GT1b fuhrt, zu denen
auch die beiden im vorherigen Absatz genannten gehoren, zeigen eine normale
Entwicklung des generellen Verhaltens und des Gehirns, jedoch eine
beeintrachtigte Motorkoordination in alteren Tieren sowie bei allen GalNAcT-
knockout Mausen eine signifikant verringerte Nervenleitgeschwindigkeit im
Vergleich zum Wildtyp (Chiavegatto et al., 2000; Takamiya et al., 1996).

Welche Bedeutung diese Veranderungen im Gangliosidstoffwechsel haben
konnten und ob daraus eine mogliche Implikation fur Menschen, insbesondere
altere Menschen abgeleitet werden kann, ist nicht abschlieRend geklart.

Zusammenfassend spielen Ganglioside eine Rolle bei Rezeptorinteraktionen und
konnen dort direkten und indirekten Einfluss nehmen, sie konnen die Calcium-
Homodostase beeinflussen, kdnnen an den Prozessen der Autophagie und der
Apoptose beteiligt sein, konnen die neuronale Architektur durch die
Beeinflussung von Neuriten-, Myelin- und Axonstrukturen verandern und
verandern sich im Alter und sind moglicherweise Marker des Alterns.
Gegebenenfalls sind sie sogar an den Alterungsprozessen beteiligt, jedoch sind
noch nicht alle Funktionen und Wechselwirkungen, die Ganglioside betreffen,

vollkommen verstanden und es bedarf weiterer Grundlagenforschung.
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1.2 Anti-Gangliosid-Antikorper

1.2.1 Pathomechanismen und Assoziation mit neurologischen Erkrankungen

1986 wurden Antikorper gegen Ganglioside mit dem Guillain-Barré-Syndrom
(GBS) und der Chronisch inflammatorischen  demyelinisierenden
Polyneuropathie (CIDP) assoziiert (Quarles et al., 1986). Seitdem wurden
verschiedene Anti-Gangliosid-Antikorper (AGA) mit u.a. dem Miller-Fisher-
Syndrom (MFS) (Chiba et al., 1992), der Multifokalen Motorischen Neuropathie
(MMN) (Pestronk et al., 1988) und der MS (Kasai et al., 1986) beschrieben. Beim
Auftreten des GBS sowie MFS konnten Assoziationen mit vorausgegangen
Infektionen mit Campylobacter jejuni (C. jejuni) mit positiven AGA-Proben
gezeigt werden (Prendergast et al., 1998; Willison & O’Hanlon, 1999). Bei dem
GBS wird bei einer Infektion mit C. jejuni ein molecular mimicry als primar
vermuteter Pathomechanismus beschrieben, bei dem die Erreger durch die
Ausbildung gangliosid-ahnlicher Lipooligosaccharid-Strukturen (LOS) eine
Evasion des Immunsystems mittels Reaktion am Toll-like-receptor 4 durchfuhren,
da das Immunsystem sie falschlicherweise als korpereigene Ganglioside
identifiziert (Finsterer, 2022). Im Verlaufe der Erkrankung bilden die Plasmazellen
des Immunsystems AGAs, um die C. jejuni Infektion zu bekdmpfen. Die AGA
greifen auch die Gangliosidformationen im Myelin und in den Axonen an, was
eine Komplementaktivierung und eine Infiltration von Immunzellen insbesondere
Makrophagen und T-Zellen verursacht, die eine Entzindungsreaktion
verursachen und die Myelinscheiden sowie in einzelnen Fallen auch das Axon
selbst schadigen konnen. Die aus dieser Neuroinflammation hervorgehende
Storung der Nerven fuhrt zu den Symptomen des GBS. Daneben sind auch
Infektionen mit C. jejuni ohne den Nachweis eines molecular mimicry bekannt,
die trotzdem zu einem GBS gefuhrt haben (Finsterer, 2022). Diesbezuglich
werden alternative Mechanismen wie beispielsweise die Reaktion eines C. jejuni
LOS mit dem Zellrezeptor Siglec-1 diskutiert (Malik et al., 2022). Ein weiterer
moglicher Pathomechanismus bei GBS, das durch Mycoplasma pneumoniae
verursacht wird, ist die anti-Galactocerebrosid 1gG vermittelte Immunreaktion

(Cutillo et al., 2020). Galactocerebroside gehoren wie die Ganglioside zu den
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komplexen Sphingolipiden (Gaspari et al., 2021). Bei MFS wird ebenfalls ein

Mechanismus des molecular mimicry vermutet (Noioso et al., 2023).

Hinsichtlich der einzelnen AGA-Typen konnten spezifische Assoziationen von

einzelnen AGAs mit bestimmten Erkrankungen gezeigt werden (Tab. 1).

Erkrankung

Assoziierte
AGA

Getestete
Patienten

Test-
verfahren

Referenzen

Akute motorische
axonale
Neuropathie
Miller-Fisher-
Syndrom
Bickerstaff-
Enzephalitis

Multifokale
motorische
Neuropathie

Chronisch
inflammatorische
demyelinisierende
Polyneuropathie

Primar progressive
Multiple Sklerose

Sekundar
progressive
Multiple Sklerose

IgG Anti-
GM1 und -
GD1b

IgG Anti-
GQlb

IgM Anti-
GM1

IgM Anti-
GM1,-GM2
und -GD1b
sowie Anti-

GD1a
Erhohte T-
Zell-
Reaktivitat
gegen

GM3 und

GQlb

IgM Anti-
GM1

15

19, 16

2,88

57

31

35

ELISA

ELISA, ELISA

ELISA, ELISA

ELISA

Anti-
Ganglioside-
Dot (Generic

Assays)

(Naik et al.,
2017)

(Chiba et al.,
1993; Yuki et
al., 1993)

(Cats et al.,
2010;
Pestronk et
al., 1988)

(Nobile-
Orazio et al.,
2008)

(Pender et
al., 2003)

(lvanova &
Zakharova,
2017)

Tabelle 1: Ubersicht der mit Anti-Gangliosid-Antikdrpern (AGA) assoziierten

Erkrankungen
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Mit der akuten inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie (AIDP),
welche wie die akute motorische axonale Neuropathie und die akute moto-
sensorische axonale Neuropathie eine Unterform des GBS darstellt, konnten
keine spezifischen AGA-Typen in Verbindung gebracht werden (Wanleenuwat et
al., 2020). Dies wirft die Frage auf, ob der AIDP nicht moglicherweise ein anderer

Pathomechanismus zugrunde liegt.

1.2.2 Nachweisverfahren

Die Nachweisverfahren von AGAs sind verschieden. Die Suche nach dem
geeignetsten Verfahren ist Gegenstand intensiver Forschung: Neben dem
Kosten-Nutzen-Verhaltnis und der Sensitivitat und Spezifitat der Testverfahren
steht insbesondere die Frage nach der diagnostischen Relevanz von AGA-
Profilen im Vergleich zum Nachweis einzelner AGA und die damit einhergehende
moglicherweise verbesserte Diagnostik im Mittelpunkt. Eine Reihe von
kommerziellen Testkits ist auf dem Markt erhaltlich. Dazu gehoren unter anderem
Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA), Line Dot Immunoassays und

Line Immunoassays (Zhu et al., 2023).

Der ELISA kann als direkter, indirekter, kompetitiver oder Sandwich-ELISA
durchgefuhrt werden. Zum Nachweis eines Antikorpers wird der indirekte ELISA

verwendet.

Der indirekte ELISA, in diesem Fall als AGA-Such-ELISA, wird in mehreren
Schritten durchgefuhrt: Ausgangsmaterialien sind ein mit den entsprechenden
Antigenen beschichtetes Reaktionsgefal. Diese Antigene sind beim AGA-Such-
ELISA tierische Ganglioside. Weiterhin sind die Patientenprobe, wie zum Beispiel
Serum oder Liquor, ein enzymgekoppelter sekundarer Antikorper gegen den in
der Probe enthaltenen AGA und ein Enzymsubstrat von Noten.

Die Probe wird in das beschichtete Reaktionsgefal® gegeben und die in der Probe
enthaltenen AGA binden an die Antigene. Andere Antikorper in der Probe werden
anschlieBend durch Waschen des Reaktionsgefalles entfernt. Im nachsten
Schritt wird der enzymgekoppelte sekundare Antikorper hinzugegeben, welcher
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an den gesuchten AGA bindet. Im Anschluss wird ein Enzymsubstrat beigeflgt,
welches durch das an den sekundaren Antikorper gebundene Enzym in ein
farbliches Produkt umgewandelt wird. AbschlieBend kann die dieses Produkt
mithilfe eines photometrischen Detektionsverfahrens nachgewiesen und
quantifiziert werden. Die daraus bestimmte Konzentration und das Volumen der
Probe konnen nun verwendet werden, um daraus die Menge des gesuchten AGA
zu berechnen ( Fluhrer und Hampe, 2023).

Der Line Immunoassay und der Line Dot Immunoassay unterscheiden sich nicht
in der Durchfihrung des Verfahrens, sondern in der Art des Teststreifens. Der
Teststreifen des Line Dot Immunoassays kombiniert die Prinzipien des Line
Immunoassays und des Immunodotassays. Ein Vorteil beider Verfahren im
Vergleich zum herkdmmlichen ELISA ist, die Moglichkeit zum Multiplexing, d.h.
in einem Test kann auf mehrere zum Beispiel AGA getestet werden (siehe
Anhang). Dadurch kdnnen AGA-Profile erstellt werden.

Beide Verfahren werden wie folgt durchgefuhrt (Vgl. Anhang): Der jeweilige
Teststreifen wird in einer Inkubationsschale platziert und mit der jeweiligen Probe
sowie den entsprechenden Vorbereitungslosungen inkubiert. Die AGA aus der
Probe binden an die Antigene, die an den Teststreifen fixiert sind. Die
Flussigkeiten werden entfernt und die Teststreifen in Inkubationsschale
gewaschen. Der Schale wird ein sekundarer enzymgekoppelter tierischer
Antikorper hinzugefugt, welcher an die AGA bindet. Dieser wird erneut inkubiert,
die Flussigkeit entfernt und der Teststreifen samt Inkubationsschale gewaschen.
Ein Enzymsubstrat wird hinzugefugt, welches von dem Enzym, das an den
sekundaren Antikorper gebunden ist, umgewandelt wird und somit eine
Farbveranderung auf dem Teststreifen hervorruft. Die Farbintensitat der
jeweiligen Streifen gibt Aufschluss Uber die Konzentration des AGA. Der
Teststreifen wird je nach Hersteller und Verfahren nun manuell oder maschinell

ausgewertet. Der Nachweis ist qualitativ oder semi-quantitativ.
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irar / GA Produkt

Anti-Gangliosid-Antikorper

(AGA) / \
fixiertes Gangliosid
O 7/

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Anti-Gangliosid-Antikorper-
Nachweises mittels eines sekundaren enzymgebundenen Antikorpers. Eigene
Abbildung, erstellt mittels Biorender.com

1.2.3 Kreuzansprechen und Kreuzreaktivitat

Kreuzreaktionen werden in der Immunologie als AntikOrperbindung an mehr als
ein Antigen definiert. Im Aufbau dieser Studie kann eine Kreuzreaktion nicht von
einem gleichzeitigen Auftreten von zwei positiven AGA unterschieden werden,
weswegen in dieser Arbeit der Begriff Kreuzansprechen verwendet wird. Dieser
beinhaltet sowohl die Kreuzreaktion als auch das gleichzeitige Auftreten zweier
positiver AGA innerhalb eines Tests.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser grolRangelegten retrospektiven Studie ist, die AGA-Testung
mithilfe eines Line Dot Tests im klinischen Alltag zu untersuchen. Nahezu alle
Studien zu AGA-Positivitaten wurden mit ELISA-Testung durchgefuhrt.
Zusatzlich war die Diagnose vor der Testung in den meisten Fallen bekannt. Es
soll untersucht werden, ob eine Line Dot Testung im klinischen Alltag
reproduzierbar bei der Diagnostik helfen kann und wenn ja, bei welchen
Erkrankungsgruppen. Zusatzlich soll die Frage beantwortet werden konnen, ob
sowohl Serumblut als auch Liquor verwendet werden kdnnen und ob es relevante
Unterschiede in der Testgenauigkeit gibt. Weiterhin wurde sich auch mit der
Definierung neuer sowie der Verifizierung oder Falsifizierung bereits bekannter
AGA-Profile fur verschiedene Erkrankungsgruppen und deren wissenschaftliche
Untermauerung durch Studien mit einer groRen Probenzahl wie unserer
beschaftigt. SchlieRlich ergibt sich durch die Nutzung der Line Dot Tests die
Moglichkeit, Kreuzansprechen zwischen den verschiedenen AGA zu
untersuchen und dadurch neue Erkenntnisse und Forschungsansatze zum

genaueren Verstandnis zu erlangen.

1.4 Erklarung zur Veroffentlichung

Teile der vorliegendem Dissertationsschrift wurden bereits in den folgenden
Publikationsschriften veroffentlicht:

Giesche, N., Bohm-Gonzalez, S.T., Kleiser, B., Kowarik, M.C., Dubois, E.,
Stransky, E., Armbruster, M., Grimm, A., Marquetand, J., 2024. Antiganglioside
antibody frequency in routine clinical care settings. Euro J of Neurology €16290.
https://doi.org/10.1111/ene.16290
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J Neurol. 2024 Sep 3. doi: 10.1007/s00415-024-12668-8. Epub ahead of print.
PMID: 39225745.

Lizenz: CC BY 4.0
Link zur Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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gemacht und im weiteren Verlauf nicht jedes Mal wieder zitiert.
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2 Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv der hier vorgelegten Studie umfasst 3560 Serum- oder
Liquortests von 1342 Patientinnen und Patienten. Davon waren 509 weiblich und
833 mannlich. Die Patientinnen und Patienten wurden zwischen 4. Januar 2012
und dem 23. November 2022 am Universitatsklinikum in Tubingen behandelt. Der
Anteil aus Serumproben betragt 2636 Tests und der der Liquorproben
entsprechend 924 Tests der insgesamt 3560 Tests. Den Patientinnen und
Patienten wurde jeweils nur einmal eine Serum- und/oder Liquorprobe
entnommen. In dieser Studie sind keine Patientinnen und Patienten inkludiert,
denen mehrfach Proben abgenommen wurden. Weitere Merkmale des

Patientenkollektives befinden sich in Tabelle 2:

Patienten
Anzahl gesamt 1342
Q 509
o} 833
Mittleres Alter mit SD
(in Jahren) 58 £17,7
Min. und .Alt
IN. Uund max er <1_94

(in Jahren)
*SD=Standardabweichung

Tabelle 2: Soziodemographie des Patientenkollektives
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2.2 Ablauf der Diagnosefindung

Die Indikation fiir die AGA-Bestimmung wurde von den behandelnden Arzten
indiziert, jedoch lasst es sich aufgrund des retrospektiven Studiendesigns dieser
Studie im Nachhinein nicht feststellen, wie diese Indikation zu Stande kam. Alle
Proben wurden mittels des Anti-Ganglioside Dot kits (GA Generic Assays GmbH)
semiquantitativ auf Prasenz von IgM- und IgG-Antikdrpern gegen 11
Gangliosidtypen (GM1, GM2, GM3, GM4, GD1a, GD1b, GD2, GD3, GT1a, GT1b
und GQ1b) getestet. Das semiquantitative Ergebnis wurde mittels einer
Farbreaktion abgelesen. Die Konzentration des Antikdrpers in der Probe
entspricht der Farbintensitat des Teststreifens und wird in 5 Stufen unterteilt:
,hegativ® (-), ,schwach positiv® ((+)), ,einfach positiv* (+), ,doppelt positiv® (++)
und ,dreifach positiv‘ (+++). Eine genaue Einteilung der unterschiedlichen
Abstufungen der Farbintensitaten durch den Hersteller oder durch Dritte war nicht
moglich. In dieser Studie wurden die Intensitaten ,negativ® und ,schwach positiv*
als negativer Test und die Intensitaten ,einfach®, ,doppelt® und ,dreifach positiv*
als positiver Test gewertet und dementsprechend kodiert. Ein Test gilt als positiv,
wenn er mindestens fur einen AGA positiv ausfiel. Sulfatide wurden ebenfalls
durch den Immunoassay mitbestimmt, jedoch wurden die Ergebnisse in diese
Studie nicht miteinbezogen, da Sulfatide nicht Teil der Gangliosidgruppe sind. Da
in dieser Studie einer Patientin oder einem Patienten maximal jeweils 1 Serum-
und Liquorprobe entnommen wurde und diese Probe jeweils fur IgG- und IgM-
AGA getestet wurde, wird in dieser Arbeit zwischen Probe (Serum oder Liquor)
und Test (IgG oder IgM) unterschieden.

Es wurde durch die Mitarbeiter des Labors der Universitatsklinik Tubingen eine
pseudonymisierte Liste angefertigt. Diese Liste enthielt 3.588 Tests. 28 Tests
wurden von vorneherein ausgeschlossen, da die Pseudonyme nicht mit einem
Patienten in Verbindung gebracht werden konnten oder fur die entsprechenden
Patienten keine einsehbare Diagnose im EDV-System hinterlegt war. Die 3.560
Tests bestehen aus 2636 Tests aus Serumproben und 924 Tests aus
Liquorproben.
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Den Tests wurde nun innerhalb des gesicherten Kliniknetzwerkes nach
vorheriger Sichtung der neurologischen Fachliteratur, aktuellen Leitlinien und
Diagnosekriterien entsprechend der verfugbaren Patientendokumente einer
Diagnose (s.u.) zugeordnet. Diese wurden mit PD Dr. med Marquetand
besprochen, verifiziert oder korrigiert und daraufhin anonymisiert in eine Liste mit
den Ergebnissen der Tests eingetragen.

Das Design und die Verfahren dieser Studie, die gemal der Deklaration von
Helsinki durchgefuhrt wurde, wurden von der Ethik-Kommission an der
Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat und am
Universitatsklinikum Tubingen positiv beraten (189/2023B O2).

2.3 Auswertung der Daten und Analyse

Die gesamte Auswertung der anonymisierten Tabelle wurde mithilfe von
Windows Excel durchgefuhrt. Die AGA-Positivrate fur alle Serum- und Liquortests
wurde zur Ubersicht bestimmt. Innerhalb der Forschergruppe wurden 14
Diagnosegruppen erarbeitet. Die Gruppen orientieren sich an mit AGA-
assoziierten Erkrankungen (AaEk) (s. Tab. 1), d.h. Erkrankungen, bei denen ein
ahnlicher Pathomechanismus wie bei den AaE vermutet wird, Erkrankungen, die
in den fruhen Analysen der Daten gehauft vorkamen sowie Gruppen fur alle
Erkrankungen, auf die keine der 3 vorgenannten Merkmale zutrifft. In diese
Gruppen wurden die Tests mitsamt ihrer entsprechenden Diagnose aufgeteilt.
Fur diese 14 Diagnosegruppen wurden nun die relativen und absoluten
Positivraten fur jeweils alle 11 AGAs bestimmt und graphisch mithilfe einer
Farbskalierung dargestellt.
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Ubersicht tiber die 14 Diagnosegruppen

Guillain-Barré-Syndrom

Akute motorische axonale Neuropathie
Miller-Fisher-Syndrom

Multifokale motorische Neuropathie

Chronisch inflammatorische demyelinisierende
Polyneuropathie

Andere autoimmune Polyneuropathien
Andere nicht-autoimmune Polyneuropathien
Multiple Sklerose
Andere autoimmune Enzephalopathien
Amyotrophe Lateralsklerose
Andere Motoneuronerkrankungen
Andere neurologische Erkrankungen
Andere nicht-neurologische Erkrankungen

Keine nachgewiesene Erkrankung/ k.A.

Tabelle 3: Eine Ubersicht aller 14 Diagnosegruppen

Im nachsten Schritt wurde das Kreuzansprechen zwischen jedem der 11 AGAs
analysiert. Da in der anfanglichen Analyse der generellen Serum- und Liquortests
die Positivrate der Liquortests sehr gering war, wurde auf eine Analyse des

Kreuzansprechens von Liquortests verzichtet.
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Abbildung 4: (Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)):

A: Workflow der Diagnosefindung und Auswertung B: oben: Ein Foto von 5
verschiedenen Tests; unten: eine schematische Darstellung der oben gezeigten
Tests inklusive der Auswertung und Farbskalierung.
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3 Ergebnisse

3.1 Soziodemografie

Das durchschnittliche Alter des Patientenkollektives betrug 58 + 17,7 Jahre. Die
erhobenen Daten stammen von 1342 Patienten, von denen 509 weiblich und 833

mannlich sind (siehe Tab. 2).

3.2 Analyse der mit den Anti-Gangliosid-Antikdrpern assoziierten
Erkrankungen

Die Gesamtpositivrate aller Serum- und Liquortests lag bei 4,4%, was 158
positiven Tests aus insgesamt 3560 entspricht. Bei isolierter Betrachtung der
Serumtest lag die Positivrate bei 5,8% (154/2636) und somit 1,4% Uber der
Gesamtpositivrate, wahrend die Positivrate der Liquortests bei 0,4% (4/924) und
somit 4% unter der Gesamtpositivrate lag. Zu allen 4 positiven Liquortests gab
es ein positives Serumtestaquivalent. Somit hat kein Liquortest zu einem
positiven Ergebnis gefuhrt, welches der Serumtest nicht auch angezeigt hat.

Im folgendem Teil werden die AGA besprochen, welche jeweils in Beziehung zu
den 14 Diagnosegruppen in Serum- und Liquortests positiv ausfielen. Um die
Relevanz der AGA zur jeweiligen Diagnosegruppe zu quantifizieren, wurde die
Standardabweichung im Serum fur IgG mit 15,6% und far IgM mit 8,1% berechnet
und jeweils als Grenzwert festgelegt, ab dem eine Positivrate als relevant
eingestuft wurde — letztlich ein Verfahren um den moglichen ,naturlichen®
vorkommenden AGA-Befunden zu begegnen. Die Standardabweichung fur IgG
im Liquor betrug 12,4%. Fur IgM AGA im Liquor gab es nur einen positiven Wert,
weswegen auf die Bestimmung der Standardabweichung verzichtet wurde.
Weiterhin wurden die Serumtests nicht nur hinsichtlich der Positivitaten innerhalb
der Diagnosegruppen ausgewertet, sondern auch hinsichtlich des prozentualen

Anteils einer jeden Diagnosegruppe an eines jeden AGA und der jeweiligen Ig-
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Klasse. Hier wurden ebenfalls Standardabweichungen als Grenzwerte
berechnet. Diese betragen fur IgG 17,0% und far IgM 13,4%.

ANTI-
GANGLIOSID-DOT

1gG IgM

Control
Sulfatide
GM1
GM2

GM4

GD1a 5,84%

GD1b n= 154 . 0,43%
GD2 positiv n=4
GD3

GT1a
GT1b
6Q1b

Abbildung 5: (Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der
linken Seite ist eine schematische Darstellung der Anti-Gangliosid-Dot-
Teststreifen gezeigt. Rechts davon befindet sich die Gesamtzahl der Tests. Auf
der rechten Seite sind die Zahlen der Tests fur Serum und Liquor gezeigt.

Aufgeteilt in positive und negative AGA-Tests mit jeweils Prozentzahlen und
absoluten Zahlen.
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3.2.1 Serum

Die insgesamt 3 der Akuten motorischen axonalen Neuropathie (AMAN) Proben
zeigen fur IgG AGA eine relevante Positivrate bei GM1 mit 33,3% (1/3), bei GD1a
mit 66,7% (2/3) und bei GT1a ebenfalls mit 66,7% (2/3).

Far IgM AGA zeigte sich bei der AMAN bei GM2 mit 33,3% (1/3), bei GT1a mit
33,3% (1/3) und bei GQ1b mit 33,3% (1/3) eine relevante Positivrate.

Bei einer ProbengroRe von 19 fur das MFS wurde fur IgG AGA eine relevante
Positivrate fur GD1a mit 15,8% (3/19), fur GD3 mit 21,1% (4/19), fir GT1a mit
57,9% (11/19) und fur GQ1b mit ebenfalls 57,9% (11/19) gezeigt.

Hinsichtlich der IgM AGA fur die Proben mit dem MFS konnte fur GM1, fur GT1a

und GQ1b mit jeweils 15,8% (3/19) eine relevante Positivitat festgestellt werden.

Die 18 MMN-Proben zeigten nur fur IgM AGA relevante Ergebnisse. Fur GM1 mit
33,3% ( 6/18), fur GM2 mit 16,7% (3/18) und fur GQ1b mit 11,1% (2/18) wurden

die Grenzen von 8,1% Uberschritten.

Ebenfalls bei den IgM AGA konnte bei den 70 Proben der CIDP ein relevante
Positivitat fur GM1 mit 10% (7/70) gezeigt werden.
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Diagnosegruppe
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77
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33,3% 33,3% 33,3% 33,3%
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1 1 1 1
Miller-Fisher- 15,8% 15,8%| 10,5% LA 15,8% 1
Syndrom 5 5 5 n 3
5,6% | 33,3% 16,7% 5,6% 5,6% 5,6% 5,6% 1,1%
MMN 18
1 6 3 1 1 1 1 2
4,3% 10,0% 1,4% 29% | 1,4% 1,4% | 1,4% 2,9% | 1,4% 1,4% 1,4% 1,4% 2,9% 9
ciop 7
3 7 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 2
andere autoimmune. 1% 2,4% 2,4% 2,4% 24% 24% | 2,4% 2,4% 2,4% | 2,4% 42
PP 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1
06% 1,2% 0,9% 0,3% | 0,3% 1,5% 0,6% 06% | 03% 03%|09% 09%|03% 03%](03% 03%
andere PNP. 344
2 4 3 1 1 5 2 2 1 1 3 3 1 1 1 1
4,2% 4,2% | 4,2% 4,2% 4,2% 42%
Ms 24
1 1 1 1 1 1
andoro utmmurn | 1% 6.3% 31% 31% 2
Enzephalopathien . ) ) N
1,6% 6,5% 1,6% 1,6%
ALS 62
1 4 1 1
andere Motoneuron-
erkrankungen 9
andore neurclog. | 08%  15% | 03% 1,0% [ 0,3% 13% 03% | 0,3% 0.8% 03% | 0,5% 03% 1,0% | 03% 0,3% 0.3% 201
Erkrankungen 3 6 1 4 1 5 1 1 3 1 2 1 4 1 1 1
andore nichtnouraig | 05%  2:2% 11% 0,5% | 1,1% 1,6% 0.5% 0,5% | 0,5% 0.5% 0,5%
Erkrankungen i
1 4 2 1 2 3 1 1 1 1 1
eine nachgeniesane 24% 49% 2,4% 24% 2,4% 2,4% -
Erkrankung/ K.
1 2 1 1 1 1

Abbildung 6: Positivraten der 11 getesteten AGA in den 14 Diagnosegruppen im
Serum (Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der X-Achse
befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in IgG- und IgM-Tests.
Auf der linken Y-Achse befinden sich die 14 Diagnosegruppen und auf der
rechten Y-Achse befindet sich die absolute Gesamtzahl an Serumtests pro
Diagnosegruppe. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle, nicht-ausgefullte
Felder entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher
ist die prozentuale Positivrate. Die Grenzwerte im Sinne der jeweiligen
Standardabweichungen liegen bei IgG bei 15,6% und bei IgM bei 8,1%.
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Abbildung 7: Positivraten Uber den Grenzwerten der 11 getesteten AGA in den
14 Diagnosegruppen im Serum (Ubersetzt und verdndert nach Giesche et al.
(2024)): Auf der X-Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils
unterteilt in IgG- und IgM-Tests. Auf der linken Y-Achse befinden sich die 14
Diagnosegruppen und auf der rechten Y-Achse befindet sich die absolute
Gesamtzahl an Serumtests pro Diagnosegruppe. Nur relevante Positivraten
uber 15,6% bei IgG und 8,1% bei IgM sind abgebildet.

Die Diagnosegruppe GBS erreicht einen relevanten Anteil an positiven Tests in
der IgG-Klasse flir den GM1 AGA (22,2%; 4/18), fur den GM2 AGA (50%; 1/2);
den GM3 AGA (20%; 1/5); den GD1b AGA ( 50%; 4/8) und den GT1b AGA
(28,6%:; 2/7). In der IgM-Klasse erreicht die Diagnosegruppe GBS fur den GD1b
AGA (14,3%; 2/14); den GD2 AGA (16,7%; 1/6), den GD3 AGA (25%; 1/4) und
den GT1b AGA (14,3%; 1/7).

In der IgG-Klasse zeigt die Diagnosegruppe MFS einen relevanten positiven
Testanteil fur den GD2 AGA (50%; 1/2), fur den GD3 AGA (40%; 4/10); fur den
GT1a AGA (55%; 11/20), fir den GT1b AGA (28,6%; 2/7) und fir den GQ1b AGA
( 84,6%; 11/13). AuBerdem erreicht die Diagnosegruppe MFS in der IgM-Klasse
relevante Anteile fir den GT1a AGA (20%; 3/15) und den GQ1b AGA (33,3%;
3/9).
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Ein relevanter Anteil an positiven Tests wird von der Diagnosegruppe MMN in der
IgM-Klasse fur den GM2 AGA ( 16,7%; 3/18), den GM3 AGA (20%; 1/5), den
GM4 Aga (25%; 1/4) und den GQ1b AGA (22,2%; 2/9) erreicht.

In der Diagnosegruppe CIDP zeigen sich in der IgG-Klasse fur den GD2 AGA
(50%; 1/2) und in der IgM-Klasse fur den GM1 AGA (15,2%; 7/46), den GM3 AGA
(20%; 1/5), den GM4 AGA (50%; 2/4), den GD1a AGA (100%; 1/1), den GD1b
AGA (14,3%; 2/14), den GD2 AGA (16,7%; 1/6), den GD3 AGA (25%;1/4) und
den GT1b AGA (28,6%; 2/7) relevante Positivitaten.

In der IgM-Klasse erreicht die Diagnosegruppe andere autoimmune PNP
relevanten Positivraten fur den GD3 AGA (25%; 1/4) und den GT1b AGA (14,3%;
1/7).

Die Diagnosegruppe andere PNP zeigt in der IgG-Klasse fur den GD1a AGA
(25%; 5/20) und in der IgM-Klasse den GM2 AGA (16,7%; 3/18), den GM3 AGA
(20%; 1/5), den GD1b AGA ( 14,3%; 2/14), den GD2 AGA (33,3%; 2/6), den GD3
AGA (25%; 1/4), den GT1a AGA (20%; 3/15) und den GT1b AGA (14,3%; 1/7)

einen relevanten Anteil an positiven Tests.

AuBerdem wird eine relevante Positivitat den GM3 I1gG AGA von der
Diagnosegruppe MS (20%; 1/5) und der Diagnosegruppe andere autoimmune
Enzephalopathien (25%; 2/5) erreicht.

Die Diagnosegruppe andere neurologische Erkrankungen zeigt in der IgG-Klasse
relevante Positivraten fur den GM2 AGA (50%; 1/2), den GM3 AGA (20%; 1/5),
den GM4 AGA (50%; 4/8) und den GD3 AGA ( 20%; 2/10) sowie in der IgM-
Klasse fir den GM2 AGA (22,2%; 4/18), den GM4 AGA (25%; 1/4), den GD1b
AGA (21,4%; 3/14), den GD2 AGA (16,7%; 1/6), den GT1a AGA (26,7%; 4/15)
und den GT1b AGA (14,3%; 1/7).

Weiterhin zeigt die Diagnosegruppe andere nicht-neurologische Erkrankungen
ein relevanten Anteil an positiven Tests fur den GM4 AGA (20%; 2/10) in der IgG-
Klasse und fur den GM3 AGA (20%;1/5), den GD2 AGA (16,7%;1/6) und den
GT1b AGA (14,3%;1/7) in der IgM-Klasse.

Zuletzt erreicht die Diagnosegruppe Keine nachgewiesene Erkrankung/K.A. eine
relevante Positivrate fur den GM3 IgM AGA (20%;1/5).
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Abbildung 8: Positivraten der 11 getesteten AGA in den 14 Diagnosegruppen im
Serum (Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der oberen X-
Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in IgG- und IgM-
Tests. Auf der linken Y-Achse befinden sich die 14 Diagnosegruppen und auf
der unteren X-Achse befindet sich die absolute Gesamtzahl an Serumtests pro
AGA und Ig-Klasse. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle, nicht-ausgefullte
Felder entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher
ist die prozentuale Positivrate.
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Abbildung 9: Positivraten der 11 getesteten AGA in den 14 Diagnosegruppen im
Serum fir IgG (Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der
oberen X-Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in 1IgG-
und IgM-Tests. Auf der linken Y-Achse befinden sich die 14 Diagnosegruppen
und auf der unteren X-Achse befindet sich die absolute Gesamtzahl an
Serumtests pro AGA und Ig-Klasse. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle,
nicht-ausgeflllte Felder entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein
Feld ist, desto hoher ist die prozentuale Positivrate. Nur relevante Positivraten
uber 17% bei IgG sind abgebildet.

36



GM1 GM2 GM3 GM4 GD1a GD1b GD2 GD3 GT1a GT1b GQ1b
Diagnosegruppes
Ig6  IgM IgG IgM IgG IgM IgG  IgM IgG IgM IgG IgM  1gG  IgM IgG IgM IgG  IgM  1gG  IgM  IgG  IgM
uillain-Baré- 14,3% 16,7% 25,0% 14,3%
Syndrom 2 1 1 a
AMAN
Miller-Fisher- 20,0% 33,3%
Syndrom B 3
16,7% 20,0% 25,0% 22,2%
Mn
3 1 1 2
o 15,2% 20,0% 50,0% 100,0% 14,3% 16,7% 25,0% 28,6%
0P
7 1 2 1 2 1 1 2
andere autoimmune 25,0% 14,3%
PNP
1 1
16,7% 20,0% 14,3% 33,3% 25,0% 20,0% 14,3%
andere PNP
3 1 2 2 1 3 1
s
andere autoimm
Enzephalopathi
ALs
andere Motoneu
erkrankungen
S 22,2% 25,0% 21,4% 16,7% 26,7% 14,3%
S 4 1 3 1 4 1
I 20,0% 16,7% 14,3%
Erkrankungon . . X
Keine nachgewiesene. 20,0%
Erkrankung/ K.a.
1
Positive Tests
proAGAundlg- | 18 46 2 18 5 5 10 4 20 1 8 14 2 6 10 4 20 15 7 7 13 9
Kiasse

Abbildung 10: Positivraten der 11 getesteten AGA in den 14 Diagnosegruppen
im Serum fiir IgM (Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der
oberen X-Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in 1IgG-
und IgM-Tests. Auf der linken Y-Achse befinden sich die 14 Diagnosegruppen
und auf der unteren X-Achse befindet sich die absolute Gesamtzahl an
Serumtests pro AGA und Ig-Klasse. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle,
nicht-ausgeflllte Felder entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein
Feld ist, desto hoher ist die prozentuale Positivrate. Nur relevante Positivraten
uber 13,4% bei IgM sind abgebildet.
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3.2.2 Liquor

Bei Analyse der Liquorproben fallt auf, dass von 4 Proben insgesamt 3 mit dem
MFS und eine mit einer anderen nicht-autoimmunen Polyneuropathie assoziiert

werden konnte.

Bei den 7 MFS Proben zeigten sich relevante Positivitaten nur bei IgG AGA.
Folgende AGA Uberschritten die Grenze von 12,4%: GD1a, GD1b und GT1b mit
jeweils 14,3% (1/7) und GT1a mit 42,9% (3/7).

Hinsichtlich der anderen nicht-autoimmunen Polyneuropathie zeigte sich nur eine
Assoziation bei IgG AGA: GD3 mit 0,9% (1/113). Aufgrund der solitaren Anzahl
an positiven Ergebnissen fur Liquor IgG AGA wurde von einer Berechnung der
Standardabweichung abgesehen. Dadurch konnte die Relevanz der Positivitat

nicht quantifiziert werden.

Anzahl der
Diagnosegruppen Liquortests pro
Diagnosegruppe

Miller-Fisher- 14,3% 14,3% 42,9% 14,3%

Syndrom

0,9%
PPPPPPPPP 113

Abbildung 11: Positivraten der 11 getesteten AGA in 2 Diagnosegruppen im
Liquor (Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der X-Achse
befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in IgG- und IgM-Tests.
Auf der linken Y-Achse befinden sich die 2 Diagnosegruppen und auf der
rechten Y-Achse befindet sich die absolute Gesamtzahl an Liquortests pro
Diagnosegruppe. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder
entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die
prozentuale Positivrate. Die Grenzwerte im Sinne der jeweiligen
Standardabweichungen liegen bei IgG bei 12,4%. Fur IgM wurden sie nicht
bestimmt, da nur ein Ergebnis Gber 0% existiert.
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3.3 Analyse des Kreuzansprechens der Anti-Gangliosid-Antikorper

Far die

Analyse

des

Kreuzansprechens

wurden

ebenfalls

die

Standardabweichungen jeweils fur IgG- und IgM-Tests berechnet. Fur IgG-Tests
betragt die Standardabweichung 10,0% und fur die IgM-Tests 8,5 % bezogen

auf alle positiven Tests pro AGA.
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3 1 2 3 1 3 1 4 o KN 2 5 4
47% M 10,0% 14,3% 4,5% 5,7% 9,1%
3 1 2 1 2 2
16%  31% 5,0% M 7% 14,3%
1 2 1 1 2
47%  1.6% 10,0% | 10,0% | 20,0% N 12,5% 71% 2,9% 45%
3 1 2 1 2 1 1 1 1
47%  16% x 91% 12,5% 20,0% 71% | 5%
3 1 2 1 7 1 1
63% 15,6% 5,0% 9,5% M 12,5% 29% 86% | 7% 7% 45%
4 10 1 2 1 1 3 1 1 1
16%  1,6% 10,0% 71% | 8% 91%  4,5% N 29%  29% | 7.1% 45%
1 1 2 1 1 2 1 1 1 1 1
31% 71% M 4% 57% 71% [13,6% 45%
2 1 4 2 1 3 1
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Abbildung 12: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
(Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der oberen X-Achse
befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in IgG- und IgM-Tests.
Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden Ganglioside und auf der
unteren X-Achse befindet sich die absolute Gesamtzahl an Serumtests pro
Gangliosid. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullite Felder
entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die
prozentuale Positivrate. Die Grenzwerte im Sinne der jeweiligen
Standardabweichungen liegen bei IgG bei 10,0% und bei IgM bei 8,5%.

Neben der Betrachtung der Kreuzansprechensraten bezogen auf die absolute
Gesamtzahl der positiven Tests pro AGA wie in Abb. 10, kdnnen die
Prozentzahlen sich auch auf die Gesamtzahl der positiven Tests der jeweiligen

lg-Klasse pro AGA beziehen, wie in Abb. 11 gezeigt. Dies hat den Vorteil,
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genauere Ergebnisse insbesondere bei AGA, die beim Kreuzansprechen eine
Asymmetrie von IgG- und IgM-Verteilung aufweisen, zu zeigen. Entsprechend
den veranderten Prozentsatze wurden auch die Standartabweichungen erneut
berechnet. Fur IgG AGA betragt die Standardabweichung und somit der
relevante Grenzwert 21,5% und fur IgM AGA 22,8%.
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Abbildung 13: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
(Ubersetzt und verandert nach Giesche et al. (2024)): Auf der oberen X-Achse
befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in IgG- und IgM-Tests.
Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden Ganglioside und auf der
unteren X-Achse befindet sich die absolute Zahl an Serumtests pro Gangliosid
und Antikorperklasse. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte
Felder entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher
ist die prozentuale Positivrate. Die Grenzwerte im Sinne der jeweiligen
Standardabweichungen liegen bei IgG bei 21,5% und bei IgM bei 22,8%.

3.3.1 IgG-Tests

GD2-Tests zeigten ein Kreuzansprechen mit den meisten, namlich 5 anderen
AGA ( GM1(50%; 1/2) , GD1a (50%; 1/2), GD1b (100%; 2/2), GT1a (50%; 1/2)
und GT1b (50%; 1/2) ). Darauf folgt GD1b mit 3 weiteren AGA ( GM1 (50%; 4/8),
GD1a (25%; 2/8) und GD2 (25%; 2/8).
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Der hochste Prozentwert zeigte sich zwischen GD2 und GD1b mit 100%. Danach
folgt GQ1b und GT1a mit 76,9%.
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Abbildung 14: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im
Serum: Auf der oberen X-Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils
unterteilt in 1gG- und IgM-Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die
entsprechenden Ganglioside und auf der unteren X-Achse befindet sich die
absolute Zahl an Serumtests pro Gangliosid und Antikorperklasse. Die
Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem
negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale
Positivrate. Nur relevante Positivraten gleich oder grofder 21,5% bei 1gG sind
abgebildet.

3.3.2 IgM-Tests

GM4 zeigte bei den IgM-Tests Kreuzansprechen mit den meisten anderen AGA,
in diesem Falle 7: GM1 (25%; 1/4), GM2 (50%; 2/4), GM3 (50%, 2/4), GD2 (25%,
1/4), GD3(25%, 1/4), GT1a (25%, 1/4) sowie GQ1b (25%, 1/4).

An zweiter Stelle folgt GD3 mit 5 weiteren AGA: mit GM1 (50%, 2/4), GM4 (25%;
1/4), GT1a (50%; 2/4), GT1b (25%; 1/4) und GQ1b (25%; 1/4).
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Der hochste Prozentwert zeigte sich zwischen GD1a und GM1 sowie GT1b mit
100%%. Danach folgt GQ1b und GT1a mit 88,9% und GD1b sowie GT1b
jeweils mit GM1 mit 71,4%.
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Abbildung 15: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im
Serum: Auf der oberen X-Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils
unterteilt in 1gG- und IgM-Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die
entsprechenden Ganglioside und auf der unteren X-Achse befindet sich die
absolute Zahl an Serumtests pro Gangliosid und Antikorperklasse. Die
Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem
negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale
Positivrate. Nur relevante Positivraten gleich oder groRer 22,8% bei IgM sind
abgebildet.

3.3.3 In verschiedenen Diagnosegruppengruppen

Im folgenden Unterkapitel sind Abbildungen im Sinne von Abb. 13 dargestellit.
Allerdings sind die folgenden Abbildungen auf die jeweiligen Diagnosegruppe
gerechnet und zeigen somit eine Kreuzansprechen innerhalb einer
Diagnosegruppe. Teilweise ist die Anzahl an Tests pro AGA und Ig-Klasse sehr
gering, sodass von einer Grenzwertbestimmung im Sinne einer

Standardabweichung abgesehen wurde, um das schon spezifische Bild nicht
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weiter einzuschranken. Darunter befinden jeweils sich die Abbildungen zur
Diagnosegruppe bezogen auf die Gesamtzahl an Tests pro AGA und Ig-Klasse

der gesamten Stichprobe.

Guillain-Barré-Syndrom:

Innerhalb der Diagnosegruppe GBS zeigten folgende AGA ein Kreuzansprechen
von 100%: Der GD2 IgM AGA mit dem GM2 AGA (1/1), der GD3 IgM AGA mit
dem GM1 AGA (1/1), dem GT1a AGA (1/1) und dem GQ1b AGA (1/1), der GT1a
IgG AGA mit dem GT1b AGA (1/1), der GT1a IgM AGA mit dem GM1 AGA (1/1),
dem GD3 AGA (1/1) und dem GQ1b AGA (1/1), der GT1b IgM AGA mit dem GM1
AGA (1/1) und der GQ1b IgM AGA mit dem GM1 AGA (1/1), dem GD3 AGA (1/1)
und dem GT1a AGA (1/1).

50,0% 25,0% 50,0%
1 1 1

25,0% 25,0%
1 1
25,0% 16,7% 50,0%
1 1 1
50,0%

16,7%

16,7%

16,7%

16,7%

Abbildung 16: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Guillain-Barré-Syndrom (GBS): Auf der oberen X-
Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in 1I9gG- und IgM-
Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden Ganglioside und auf
der unteren X-Achse befindet sich die absolute Zahl an Serumtests pro
Gangliosid und Antikorperklasse der Diagnosegruppe GBS. Die Ergebnisse sind
farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem negativen
Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale Positivrate.
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Beim GD3 IgM AGA erreicht die GBS Diagnosegruppe 25% aller
Kreuzansprechen mit dem GM1 AGA (1/4), dem GT1a AGA (1/4) und dem GQ1b
AGA (1/4).

X 5,0% 12,5% 7,1% 0% 6,7% 1,1%
1 1 1 1 1

5,6% 12,5%

56% 22% 5,0%

5,6%

2,2% 1,1%

2,2% 11,1%

2,2%

2,2%

7 7 13 9

Abbildung 17: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Guillain-Barré-Syndrom (GBS): Auf der oberen X-
Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in 1I9G- und IgM-
Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden Ganglioside und auf
der unteren X-Achse befindet sich die absolute Zahl an Serumtests pro
Gangliosid und Antikorperklasse der gesamten Stichprobe. Die Ergebnisse sind
farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem negativen
Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale Positivrate.

Miller Fisher Syndrom:

100%ige Kreuzansprechensraten wurden innerhalb der Diagnosegruppe MFS
bei GD1b IgG AGA Tests mit GD1a (1/1), GD2 (1/1), GT1a(1/1) und GT1b (1/1),
bei dem GD1b IgM AGA mit dem GM1 AGA (1/1), dem GT1a AGA (1/1) und dem
GQ1b AGA (1/1), bei dem GD2 IgG AGA mit dem GD1a AGA (1/1), dem GD1b
AGA (1/1), dem GT1a AGA (1/1) und dem GT1b AGA (1/1), bei dem GT1a IgM
AGA mitdem GQ1b AGA (3/3), bei dem GT1b IgG AGA mit dem GD1a AGA (2/2)
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und dem GT1a AGA (2/2) und bei dem GQ1b AGA mit dem GT1a AGA (3/3)

ermittelt.

Die GQ1b und GT1a IgG AGA erreichen jeweils miteinander 82% (9/11)
Kreuzansprechen. Der GD3 IgG AGA zeigt mit dem GT1a und GQ1b AGA jeweils
75% (3/4) Kreuzansprechen. Ein Kreuzansprechen von 67% zeigt der GM1 IgM
AGA mitdem GT1a (2/3) und dem GQ1b AGA (2/3), der GD1a IgG AGA mit dem
GT1a (2/3) und dem GT1b AGA (2/3) sowie der GT1a und der GQ1b IgM AGA
jeweils mit dem GM1 AGA (2/2).

27%
5]
82% 100%
) 3

oooooooooooo pro
und Ig-Klasse " 3

Abbildung 18: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Miller-Fisher-Syndrom (MFS): Auf der oberen X-
Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in 1I9G- und IgM-
Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden Ganglioside und auf
der unteren X-Achse befindet sich die absolute Zahl an Serumtests pro
Gangliosid und Antikorperklasse der Diagnosegruppe MFS . Die Ergebnisse sind
farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem negativen
Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale Positivrate.

In Bezug auf die gesamte Stichprobe erreichen die Tests der MFS

Diagnosegruppe insgesamt 69% des gesamten Kreuzansprechen von GQ1b I1gG
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AGA Tests mit GT1a (9/13), 50% bei GD2 mit GD1a (2/2), GD1b (2/2), GT1a
(2/2) und GT1b (2/2) sowie 45% bei GT1a IgG mit GQ1b.
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Abbildung 19: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Miller-Fisher-Syndrom (MFS): Auf der oberen X-
Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in 1I9G- und IgM-
Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden Ganglioside und auf
der unteren X-Achse befindet sich die absolute Zahl an Serumtests pro
Gangliosid und Antikorperklasse der gesamten Stichprobe. Die Ergebnisse sind
farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem negativen
Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale Positivrate.

Multifokale motorische Neuropathie:

Innerhalb der Diagnosegruppe MMN zeigten mehrere AGA ein Kreuzansprechen
von 100%: Der GM1 IgG AGA mit dem GD1b AGA (1/1), der GM3 IgG AGA mit
dem GM1 (1/1), dem GM2 (1/1) und dem GM4 AGA (1/1), der GM4 IgG AGA mit
dem GM1 (1/1), dem GM2 (1/1) und dem GM3 AGA (1/1) und der GD1b IgG AGA
mit dem GM1 AGA (1/1) sowie der GT1a IgM AGA mit dem GQ1b AGA (1/1).

66,7% Kreuzansprechen erreichte der GM2 IgM AGA mit dem GM1 AGA (2/3)
und 50% der GQ1b IgM AGA mit dem GM1 (1/2) und GT1a (1/2) AGA.
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Abbildung 20: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Multifokale motorische Neuropathie (MMN): Auf
der oberen X-Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in
IgG- und IgM-Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden
Ganglioside und auf der unteren X-Achse befindet sich die absolute Zahl an
Serumtests pro Gangliosid und Antikorperklasse der Diagnosegruppe MMN. Die
Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem
negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale
Positivrate.

Mit der gesamten Stichprobe verglichen erreicht die Diagnosegruppe MMN beim
GM4 IgM lediglich 25% aller Kreuzansprechen fur die GM1, GM2 und GM3 AGA
(je 1/4) und nur 20% beim GM3 IgM AGA mit dem GM1, dem GM2 und GM4 AGA
(je 1/5).
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Abbildung 21: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Multifokale motorische Neuropathie (MMN): Auf
der oberen X-Achse befinden die 11 getesteten Ganglioside jeweils unterteilt in
IgG- und IgM-Tests. Auf der Y-Achse befinden sich die entsprechenden
Ganglioside und auf der unteren X-Achse befindet sich die absolute Zahl an
Serumtests pro Gangliosid und Antikorperklasse der gesamten Stichprobe. Die
Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte Felder entsprechen einem
negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher ist die prozentuale
Positivrate.

Chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie:

In der Diagnosegruppe der C/IDP konnte ein Kreuzansprechen von 100% fur den
GM3 IgM AGA mit dem GM4 AGA (1/1), fir den GD1a IgM AGA mit dem GM1
(1/1) und dem GT1b AGA (1/1), fur den GD1b IgG AGA mit dem GM1 AGA (1/1)
und dem GD2 AGA (1/1), fur den GD1b IgM AGA mit dem GM1 AGA (2/2), fur
den GD2 IgG AGA mit dem GM1 (1/1) und den GD1b AGA (1/1), fur deb GD3
IgM AgA mit dem GM4 AGA (1/1) und fur den GT1a IgM AGA mit GT1b AGA
(1/1) gezeigt werden.

50%iges Kreuzansprechen zeigte der GM4 IgM AGA mit dem GM3 AGA (1/2)
und dem GD3 AGA (1/2) sowie GT1b IgM mit dem GM1 AGA (1/2), dem GD1a
AGA (1/2) und dem GT1a AGA (1/2).
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Abbildung 22: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Chronisch inflammatorische demyelinisierende
Polyneuropathie (CIDP): Auf der oberen X-Achse befinden die 11 getesteten
Ganglioside jeweils unterteilt in IgG- und IgM-Tests. Auf der Y-Achse befinden
sich die entsprechenden Ganglioside und auf der unteren X-Achse befindet sich
die absolute Zahl an Serumtests pro Gangliosid und Antikorperklasse der
Diagnosegruppe CIDP . Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefullte
Felder entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher
ist die prozentuale Positivrate.

Bei dem GD1a IgM AGA erreicht die Diagnosegruppe CIDP 100%
Kreuzansprechen mit dem GM1 AGA (1/1) und mit dem GT1b AGA (1/1) in der
gesamten Stichprobe. Weiterhin erreicht sie 50% Kreuzansprechen der
gesamten Stichprobe fur den GD2 IgG AGA mit dem GM1 AGA sowie dem GD1b
AGA.
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Abbildung 23: Kreuzansprechen der 11 getesteten AGA untereinander im Serum
innerhalb der Diagnosegruppe Chronisch inflammatorische demyelinisierende
Polyneuropathie (CIDP): Auf der oberen X-Achse befinden die 11 getesteten
Ganglioside jeweils unterteilt in IgG- und IgM-Tests. Auf der Y-Achse befinden
sich die entsprechenden Ganglioside und auf der unteren X-Achse befindet sich
die absolute Zahl an Serumtests pro Gangliosid und Antikorperklasse der
gesamten Stichprobe. Die Ergebnisse sind farbskaliert. Helle nicht-ausgefulite
Felder entsprechen einem negativen Ergebnis. Je roter ein Feld ist, desto hoher
ist die prozentuale Positivrate.
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht

In dieser retrospektiven 10-jahres Studie wurden Daten zu AGA von 3560 Tests
von 1342 Patientinnen und Patienten in Blutserum und Liquor hinsichtlich ihrer
allgemeinen Positivitat, ihrer Positivitat bezogen auf die Probenart sowie in Bezug
auf 14  Erkrankungsgruppen untersucht. AnschlieBend wurde das
Kreuzansprechen der AGA untereinander untersucht. Die Erhebung der Daten
erfolgte im regularen Betrieb der Universitatsklinik Tubingen, weswegen von
einer groBen Nahe zur klinischen Realitat ausgegangen werden kann.

Zusammengefasst bestehen folgende Hauptergebnisse:

- Die Gesamtpositivrate der AGA war sowohl bei Patientinnen und
Patienten mit neurologischen und nicht-neurologischen Erkrankungen
niedrig. 4 neurologische Erkrankungsgruppen lie3en sich allerdings mit
hohen Positivraten verschiedener AGA assoziieren: AMAN, MFS, MMN
und CIDP. Zu der weiteren Bestatigung dieser Assoziationen sowie der
Bestimmung der jeweiligen Spezifitat und Sensitivitat bedarf es

Folgestudien.

- Die Positivrate der Liquorproben lag <1% und somit noch bedeutend unter
der der Serumproben (5,8%). Aullerdem gab es zu jedem positiven
Liquortest einen positiven Serumtest. Somit ist die Verwendung
beziehungsweise die Gewinnung von Liquorproben im Risiko-Nutzen-
Verhaltnis im Vergleich zu Serumblutproben deutlich schlechter und somit

am ehesten als obsolet einzustufen.

- Die hochsten Positivraten des Kreuzansprechens bei beiden Ig-Typen
haben insbesondere 2 AGA involviert: GM1 (GM1-GD1b und GM1-GT1b)
und GT1a (GT1a—GD1a und GT1a-GQ1b). Dies konnte aufgrund ihrer
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strukturellen Ahnlichkeit mit den jeweiligen AGA, mit denen sie reagiert

haben, auf eine biochemische Verbindung hinweisen.

In der folgenden Diskussion wird insbesondere auf die Fragen aus der
Zielsetzung eingegangen (siehe 1.3).

4.2 Niedrige Gesamtpositivraten

Die Gesamtpositivrate fur alle Tests unabhangig von Diagnosegruppe oder
Probenart war mit 4,4% sehr gering. Diese Studie ist in ihrem Design die erste,
die 14 Diagnosegruppen umfasst, im alltaglichen klinischen Arbeiten
durchgefuhrt wurde, einen Line-Dot-Test verwendet und Uber 10 Jahre eine so
grof3e Zahl von Patienten miteinbezogen hat. Vorherige Studien zu AGA sind in
der Regel auf einige wenige Diagnosen beschrankt (Cats et al., 2010; Chiba et
al., 1993; lvanova & Zakharova, 2017; Lleixa et al., 2021; Naik et al., 2017;
Simone et al., 1993; Stevens et al., 1992, 1993). Zusatzlich wurde bei diesen
Studien erst eine klinische Diagnose gestellt und dann eine AGA-Testung
vorgenommen, wahrend in dieser Studie bereits auf klinischen Verdacht und als
Screening eine Testung erfolgte. Aufgrund des retrospektiven Designs dieser
Studie lieRen sich die genauen Indikationen, die die behandelnden Arztinnen und
Arzte zum Zeitpunkt der Probenentnahme stellten, nicht im Einzelnen
nachvollziehen. Die Betrachtung der Daten und medizinischen Dokumentation
legt jedoch nahe, dass die AGA wahrscheinlich nicht selten als ein Screeningtest
durchgefuhrt wurde. Die Testung wurde haufig zu Beginn der Symptomatik

vorgenommen, als die Symptomatik noch moéglicherweise unspezifisch war.

Ein weiterer groRer Unterschied zu vorherigen Studien ist die Verwendung von
eines Line-Dot-Tests, wahrend die groRe Mehrzahl in friheren Studien eine
ELISA-Testung durchgefuhrt hat. Aufgrund dieses Umstandes besteht der
Grol3teil der im Folgenden aufgefuhrten Literaturvergleiche aus Studien, in denen
mit ELISA-Verfahren getestet wurde.

52



Bei der ELISA-Testung von Lleixa et al., 2021 wurden 100 Patientinnen und
Patienten mit GBS, aufgeteilt in die Subtypen wie AMAN und MFS mit 90
Patientinnen und Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen und einer
gesunden Vergleichsgruppe verglichen. Mit 27% Positivitat fur GM1 IgG AGA bei
GBS inklusive aller Subtypen lag der Wert bei Lleixa et al. deutlich hoher als
derjenige, der in dieser Studie gemessen wurde und bei 5,2% fur GM1 IgG lag.
Selbst bei Miteinbezug der Gruppen AMAN und MFS in der hier prasentierten
Studie bleibt der Wert mit 5,1% in einem ahnlichen Bereich. Lleixa et al. berichtet
bei GD1b und GQ1b IgG AGA aufRerdem von Positivitaten von 30% und 21%,
welche auch bei Zusammenfassung der GBS-, AMAN- und MFS-Gruppen in
dieser Studie mit 5,1% fur GD1b I1gG und 11% fir GQ1b IgG nicht erreicht
werden. Zusatzlich wird die Positivitat fur GQ1b IgG AGA in der Subgruppe MFS
von Lleixa et al. mit 80% angegeben, welche in dieser Studie mit 57,9% ebenfalls
nicht erreicht wird. Die Grunde fur die unterschiedlichen Ergebnisse der
einzelnen AGA in den verschiedenen Gruppen zwischen dieser Studie und der
von Lleixa et al. lassen sich nicht in Ganze bestimmen. Ein mdglicher Grund ist
die unterschiedliche prozentuale Zusammensetzung der GBS-Gruppen aus den
Subtypen. Dies allein wurde allerdings nicht die Diskrepanz zwischen den MFS-
Gruppen erklaren. Ein weiterer moglicher Grund sind die verschiedenen
Testverfahren mit ELISA auf der einen Seite und dem Line Dot Verfahren auf der
anderen Seite. Ebenso konnte der Zeitpunkt der Abnahme eine Rolle gespielt
sowie die regionalen Unterschiede der Subtypen beziehungsweise der Erreger,
die ein molecular mimicry herbeigeflihrt haben konnten. Weitere Studien werden
bendtigt, um die genauen Grunde der Diskrepanzen zu eruieren und weitere
Schlusse hinsichtlich der Anwendbarkeit der Testverfahren fur verschiedene
Patientenkollektive zu ziehen. Dennoch stimmen die Ergebnisse der Studie mit
den Empfehlungen der European Academy of Neurology (Van Doorn et al., 2023)
Uberein, die nicht dazu rat, Patienten mit Verdacht auf GBS auf AGA zu testen.
Ebenfalls sollte auf GQ1b AGA getestet werden, wenn die Verdachtsdiagnose
MFS im Raum steht. Zusatzlich dazu konnte eine Testung von anti-GD3 IgG, anti-
GD1a IgG, anti-GM1 IgM und anti-GT1a IgG/IgM dazu beitragen, ein AGA-Profil
fur MFS zu erhalten.
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Das MFS ist mit hoher GQ1b AGA Positivitat assoziiert. Neben Lleixa et al. (s.0.)
haben Ito et al., 2008 ebenfalls eine hohe Positivitat von 83% fur GQ1b IgG AGA
bei 466 MFS Patientinnen und Patienten mittels ELISA ermitteln konnen. Wie
oben erwahnt, lag bei der hier vorgestellten Untersuchung die Positivitat bei
57,9%. Auch hier kann Teil der Erklarung fur den Unterschied der Werte wieder
das unterschiedliche Testverfahren sein oder auch eine unterschiedliche
Verteilung der Serotypen des MFS. Vor diesem Hintergrund schlugen Shahrizaila
and Yuki, 2013 die Definition des ,Anti-GQ1b antibody syndrome® vor. Dieses
Syndrom schliel3t sowohl MFS als auch Bickerstaff-Enzephalitis Erkrankungen
mit ein, die sich ein immunologisches AGA-Profil teilen. Dieses ist durch die
Prasenz von GQ1b AGA definiert und wirde zu einer Gruppierung der
Erkrankungen durch sowohl Symptomatik als auch Antikorpertestung fuhren. Die
hier gezeigte Studie zeigt, dass eine Testung mittels Line Dot in der
Routinediagnostik dafur eingesetzt werden konnte. Um Sensitivitat und
Spezifizitat der Testung sowie den klinischen Nutzen einer neuen Unterteilung in
Hinblick auf bessere Diagnostik oder Behandlungsmethoden abschatzen zu
konnen, bedarf es allerdings weiterer intensiver Forschung.

GQ1b-AGA-positive Tests sind haufig ebenfalls fur GT1a-AGA-Tests
positiv(Chiba et al., 1992, 1993; Yuki et al., 1993). In dieser Studie betrug die
Positivitat fur sowohl GQ1b-AGA IgG als auch fur GT1a-AGA IgG jeweils 57,9%.
Bei GQ1b-AGA IgM und GT1a-AGA IgM betrug sie jeweils 15,8%. Eine mogliche
Erklarung sind die ahnlichen Strukturen beider Ganglioside.

Weiterhin wurden Assoziationen von positiven GD3, GD1b und GT1b AGA
Patientinnen und Patienten mit MFS in friheren Studien beobachtet (Nagashima
et al., 2004; Willison, 2001; Willison & O’Hanlon, 1999). In dieser Studie wurden
erhohte Positivraten fur GD3 IgG AGA (21,1%) beobachtet, fur GD1b und GT1b
waren die Werte jedoch nicht Uber der Grenze. Stattdessen wurden erhohte
Positivraten von GM1 IgM und GD1a IgG mit jeweils 15,8% beobachtet. Ito et al.,
2008 schlugen vor, dass verschiedene MFS-Proben verschiedene AGA-Profile
aufweisen konnten, da sich die mikrobiellen Erreger des molecular mimicry
unterscheiden konnten. Diese Studie konnte Hinweise darauf liefern, jedoch kann
sie die Hypothese aufgrund des Studiendesigns, in dem nicht auf mikrobielle
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Erreger getestet wurde, nicht verifizieren. Es werden weitere Studien bendtigt,

die die notwendigen mikrobiologischen und AGA-Testungen durchfuhren.

Die Assoziation zwischen MMN und einem positiven GM1 IgM AGA im Serum
wurden in mehreren Studien gezeigt, die zum Grofteil mit ELISA-Testung
durchgefuhrt wurden (Cats et al., 2010; Nobile-Orazio, 2001; Pestronk et al.,
1988). Die Positivraten dieser Studien bewegten sich zwischen 43% und 64%. In
dieser Studie wurden mittels Line Dot Testung eine Positivitat von 33,3% im
Serum ermittelt. Die Zahl an Patienten war mit 18 Patientinnen und Patienten
relativ gering. Cats et al., 2010 haben 88 Patientinnen und Patienten mit MMN
mittels ELISA untersucht und neben der Positivitat von 43% fur IgM GM1-AGA
aullerdem eine Positivraten von 6% und 9% fur IgM GM2- und GD1b-AGA
festgestellt. In der hier prasentierten Studie befinden sich die Werte in einem
hoherem Bereich fur das IgM GM2-AGA mit 16,7% und einem leicht niedrigerem
Bereich fur das IgM GD1b-AGA mit 5,6%. Diese Diskrepanzen konnten entweder
auf die unterschiedliche GroRe des Patientenkollektives oder auf die
unterschiedlichen Testmethoden zurlckzufiuhren sein. Nichtsdestotrotz konnte
erstmals gezeigt werden, dass eine Line Dot Testung zum AGA-Nachweis in

Patientinnen und Patienten mit MMN verwendet werden kann.

Uncini, Notturno und Capasso, 2013 haben die Vermutung aufgestellt, dass
AMAN und MMN die gleiche Pathogenese zugrunde liege, da beide
Erkrankungen mit GM2- und GQ1b-AGA assoziiert wurden. Obwohl in dieser
Studie die Positivraten bei beiden Erkrankungen sowohl fur das IgM GM2- als
GQ1b-AGA als relevant positiv betrachtet werden, unterscheiden sich die Werte
jedoch deutlich mit 33,3% (AMAN) gegenuber 16,7% (MMN) fur den IgM GM2-
AGA und 33,3% (AMAN) und 11,1% (MMN) fiir den IgM GQ1b-AGA. Dies kénnte
in der geringen Probenzahl der AMAN-Gruppe begrindet sein. Dennoch

unterstutzen diese Ergebnisse die Vermutung von Uncini et al. nicht.

Die Assoziation zwischen AGA und der CIDP bis heute nicht eindeutig. Nobile-
Orazio et al., 2008 untersuchten 539 Patientinnen und Patienten, davon 57 mit
der Diagnose CIDP, mittels ELISA und fanden Positivraten fur IgM GM1-, GM2-,
GD1a- und GD1b-AGA von 10,5%, 1,7%, 1,7% und 3,4%. In dieser Studie zeigte
der IgM GM1-AGA eine Positivrate von 10% fur die Diagnosegruppe CIDP, die
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sich damit etwas Uber dem Grenzwert fur IgM von 8,1% befindet. Die Werte fur
die IgM GM2-, GD1a- und GD1b-AGA sind jeweils in einem sehr ahnlichen
Bereich. Moglicherweise ist der in dieser Studie errechnete Grenzwert auch auf
die Ergebnisse von Nobile-Orazio et al. anwendbar.

Trotzdem ist die breite diagnostische Anwendung der IgM GM1-AGA-Testung bei
Verdacht auf CIDP wahrscheinlich nicht sinnvoll, wenn nur jeder 10. Patient einen
positiven Wert zeigt. Dies deckt sich auch mit der Richtlinie der European
Academy of Neurology (Van Den Bergh et al., 2021), die keine Routinetestung
von AGA bei der CIDP-Diagnostik empfiehlt. Gegebenenfalls konnte eine
Testung in besonders diagnostisch anspruchsvollen oder unklaren Fallen sinnvoll

sein.

4.3 Anti-Gangliosid-Antikorper im Liquor

Die Ergebnisse dieser Studie hinsichtlich der Testung von AGA im Liquor mittels
Line Dot zeigte, dass diese kritisch zu betrachten sind. Zum einen lag die
Positivitat aller Liquortests lediglich bei 0,43% (n=4/924) und war damit Uber den
Faktor 10 geringer als bei den Serumtests, zum anderen existierte zu allen
positiven Tests aus Liquor ein positives Aquivalent in dem dazugehdrigen

Serumtest.

Der Literaturvergleich gestaltete sich als herausfordernd, da es nur wenige
Studien zu der Frage nach AGA-Testung im Liquor gibt und die vorhandenen

Studien haufig lediglich Probengrof3en unter 100 umfassen.

In einer etwas groeren Studie haben beispielsweise Mata et al., 2006 unter
anderem 73 Patienten mit GBS (AIDP und AMAN) auf AGA in Serum und Liquor
getestet. Es wurden keine Anzeichen einer intrathekalen Synthese von AGA in
den GBS-Patientinnen und -Patienten beobachtet. Dies deckt sich mit den
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Ergebnissen der hier prasentierten Studie, in der die Positivitat der AGA im Liquor
von GBS-Patienten bei 0% lag.

Im Gegensatz dazu berichten Simone et al., 1993 davon, dass in den von ihnen
getesteten Liquorproben von 23 Patientinnen und Patienten mit GBS und 10 mit
CIDP die GM1 AGA Positivitat hoher war, als in den dazugehorigen
Serumproben. Dies steht in direktem Kontrast zu den hier prasentierten
Ergebnissen sowie denen von Mata et al.. Sowohl Mata et al. als auch Simone et
al. nutzen eine ELISA-Testung. Somit scheint eine unterschiedliche Testmethode
als ausschlaggebender Faktor als unwahrscheinlich. Ein Unterschied ist
allerdings der Abnahmezeitpunkt. Wahrend in dieser Studie sowie bei Mata et al.
die Proben in den Anfangsstadien abgenommen wurden, sind die Proben von
Simone et al., die die erhohten GM1 AGA Spiegel zeigen, zu einem spateren
Zeitpunkt abgenommen worden. Die Autoren berichten, dass der hochste Liquor
AGA Spiegel ein Monat nach dem Erkrankungsbeginn gemessen wurde,
wahrend der hochste Serum AGA Spiegel sein Maximum fraher erreicht habe.
Simone et al. vermuten, dass die Erhdhung des AGA Spiegels nicht durch
intrathekale Synthese zustande kommt, sondern Einschwemmung aus dem
peripheren Blut. Mata et al. vermuteten in ihrem Paper bereits, dass das GBS die
Blut-Liquor-Schranke schwachen konnte. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen von Simone et al.. In dieser Studie wurde bestatigt, dass die Line
Dot in der Anfangsphase der aller Erkrankungen aul3er MFS zu keinen relevanten
Positivraten fuhrt. Allerdings konnte die Line Dot Testung analog zu Simone et
al. in einer spateren Phase der Erkrankungen mdglicherweise als
Verlaufsparameter genutzt werden. Zur weiteren Klarung dieser Fragestellung
sind allerdings Folgestudien notig, die Patienten Uber die Initialphase der
Erkrankung hinaus begleiten und im Verlaufe mehrere Liquor- und Serumproben

sammeln.

Bei Betrachtung der Positivraten der Liquortests in dieser Studie zeigte nur die
Diagnosegruppe MFS relevante Ergebnisse. Der IgG GT1a AGA zeigte ein
Positivitat von 42,9% und die IgG GD1a, GD1b und GT1b AGA zeigten eine
Positivrate von 14,3%. Im Gegensatz dazu konnten Spatola et al., 2016 eine
20%ige Positivrate bei einer Patientengruppe von 10 fur GQ1b zeigen. GQ1b
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AGA waren in der hier prasentierten Studie im Liquor zu 0% positiv. Auf der einen
Seite konnte dies durch ein Kreuzansprechen der Testantikdrper verursacht sein,
da die Rate des Kreuzansprechens zwischen z.B. GQ1b IgG und GT1a IgG mit
45,5% sehr hoch ist. Auf der anderen Seite konnte es auch in den
unterschiedlichen Abnahmezeitpunkten oder an den unterschiedlichen
Testmethoden begrundet sein. Spatola et al. haben mit ELISA getestet.
Gegebenenfalls ist der Line Dot Test, der in dieser Studie verwendet wurde, auch
nicht ideal geeignet, um Liquor auf AGA zu testen. Ein spezifischer Line Dot
Liquortest ist allerdings nicht bekannt.

4.4 Kreuzansprechen

Das Kreuzansprechens ist ein neues Konzept im Bereich der Forschung uber
AGA. Es ist eine Betrachtung fur die gleichzeitige Positivitat mehrerer AGA in
einem Test. Es ist eine klinische Bezeichnung, da Kreuzansprechen immer
angewendet werden kann, auch wenn nicht klar ist, ob es sich um eine
Kreuzreaktion oder eine gleichzeitige Reaktion zweier AGA auf einen Test
handelt. Dementsprechend existiert zu diesem definierten Begriff auch noch

keine Literatur, obwohl er aus der klinischen Perspektive sehr praktikabel ist.

In dieser Studie zeigte sich Kreuzansprechen in jedem 2. bis 3. Test.
Insbesondere bei Betrachtung der hochsten prozentualen Kreuzansprechen fallt
auf, dass eine enge Strukturverwandheit zwischen den Gangliosiden besteht,
gegen die die AGA gerichtet sind.

71,4% aller GT1b positiven IgM AGA Tests zeigten ebenfalls ein positives
Ergebnis fur GM1 und somit per definitionem ein Kreuzansprechen. Die beiden
Zielganglioside unterscheiden sich lediglich in 2 N-Acetylneuraminsaureresten
(Vgl. Abb. 1). Bei GD1b, dessen IgM AGA Test ein Kreuzansprechen mit GM1
IgM von ebenfalls 71,4% zeigt, liegt der Unterschied lediglich in einem N-
Acetylneuraminsaurerest (Vgl. Abb. 1). Genauso verhalt es sich mit GD1a und
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GM1 (IgM: 100%), GD1a und GT1b (IgM:100%) und GQ1b und GT1a ( IgG
76,9%; IgM 88,9%).

GD2 und GD1b zeigen ebenfalls ein Kreuzansprechen der AGA von 100%,
unterscheiden sich allerdings um 1 Galactosemolekul (Vgl. Abb. 1).

Ein Kreuzansprechen von mehr als 30% wurde nur bei AGA gegen Ganglioside
beobachtet, die sich in maximal 2 N-Acetylneuraminsaureresten oder einem
Galctosemolekul unterscheiden. AGA gegen Ganglioside mit groReren
Strukturunterschieden zeigten keine so hohen Raten des Kreuzansprechens.
Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass die AGA im Sinne einer Kreuzreaktion
reagiert haben konnten.

Unklar bleibt allerdings, warum die AGA anderer Ganglioside, die ahnlich nahe
strukturverwandt sind, kein Kreuzansprechen zeigen. AufRerdem bleibt auch
unklar, warum manchmal die IgG- und manchmal die IgM-Klasse ein solches
Kreuzansprechen zeigen, sich jedoch kein Muster erkennen lasst. Um diese
Fragen zu klaren und die Bedeutung hinter dem Kreuzansprechen zu klaren,

bedarf es weiterer Studien.

4.5 Starken und Limitationen

Die hier prasentierte Studie und die damit einhergehende Arbeit hat Starken und
Schwachen. Zu den Starken kann man folgendes zahlen: 1. Die Daten wurden
uber einen langen Zeitraum gesammelt, 2. die Test- und Patientenzahl ist grof3,
3. die hierverwendete Testmethode des Line Dots wurde in vorherigen Studien
extrem selten verwendet, hat jedoch durch die Mdglichkeit der gleichzeitigen
Testung mehrerer AntikOrper einen praktischen Vorteil zum herkdmmlichen
ELISA und 4. hat eine intensive Auswertung der AGA und Diagnosegruppen
unter verschiedensten Aspekten stattgefunden.
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Die Zahl von 3560 Serum- oder Liquortests von 1342 Patienten ist
verhaltnismallig grol3 und bietet einen breiten Einblick in das neurologische
Patientenklientel einer groRen Universitatsklinik. Zusatzlich hat der Groldteil der
relevanten, grolen AGA Studien das ELISA-Testverfahren verwendet. Eine so
diverse Einteilung von Diagnosegruppen in einer derartig grof3en Studie ist
ebenfalls nicht bekannt, da sich die meisten Studien auf ein bis drei Erkrankungen
festlegten. Hier wurde ein Blick auf die Anwendung von Line Dots bei einer
grofRen, diversen Patientenzahl geworfen. Zusatzlich haben entsprechend des
Studiendesigns die behandelnden Arzte in der jeweiligen individuellen Situation
entscheiden kdnnen, ob sie eine Testung vornehmen. Dies ist sehr nah an jeder
klinischen Realitat und kann sowohl der Forschung als auch den Klinikern neue,
reale Einblicke hinsichtlich der Anwendung von Line Dot Tests im medizinischen
Alltag geben.

Das Studiendesign birgt ebenfalls alle Limitationen, die mit einer retrospektiven
Studie verbunden sind. Die Hauptlimitation war die beschrankte Dokumentation
des weiteren Krankheitsverlaufes und anderer Informationen, die eine

Miteinbeziehung zusatzlicher Aspekte in die Analyse ermdglichen hatte konnen.

Weiterhin variierten die Diagnosegruppen in ihrer GroRe. Sowohl die
unterschiedlichen GroBen als auch die zum Teil kleinen absoluten
Gruppengrolden schranken die Aussagekraft mancher Teilergebnisse ein. Eine
Angleichung der GruppengrofRen ware allerdings mit einer groRen Umstellung
des Studiendesigns verbunden gewesen. Dies hatte andere Teilergebnisse, die
einen groReren Erkenntnisgewinn erbracht haben, allerdings nicht verwertbar
gemacht, weswegen diese Veranderungen von Anfang an abgelehnt wurden.

4.6 Conclusio

Bei Betrachtung der alltaglichen Versorgung an einer grof3en Klinik wurden die
Serum Line Dot Tests bedeutend haufiger durchgefuhrt als Liquor Line Dot Tests.
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Die Serumtests wiesen eine 10fach hohere Positivrate auf, waren fur die meisten
Diagnosegruppen wie GBS jedoch nicht relevant positiv genug. Fur AMAN, MFS,
MMN und CIDP zeigten sich relevante Positivraten, die zu einer verbesserten
Diagnostik beitragen konnten. Liquortests sind hochstwahrscheinlich obsolet, da
sie in keinem Fall einen diagnostischen Mehrwert gegenuber den
entsprechenden Serumtests zeigen konnten und mit einem deutlich erhdhten
Risiko bei der Probengewinnung verbunden sind.

Ein Kreuzansprechen trat bei ungefahr 40% aller Serumtests auf. Es zeigten sich
Haufungen von AGA gegen strukturverwandte Ganglioside. Aufgrund des
Studiendesigns ist allerdings nur eine Beschreibung und keine Differenzierung
zwischen moglichen Kreuzreaktivitaten und gleichzeitigen Positivwerten moglich.
Um in diese Differenzierung durchzufihren und die daraus folgenden Schlisse
zur Einschatzung der hier prasentierten Daten zu ziehen, sind weitere Studien
dringend notwendig.
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5 Zusammenfassung

Anti-Gangliosid-Antikorper (AGA) wurden in der Vergangenheit mit der
Atiopathogenese von verschiedenen neurologischen Erkrankungen, unter
anderem dem Guillain-Barré-Syndrom (GBS) und dem Miller-Fisher-Syndrom
(MFS), in Verbindung gebracht. Grof3e Studien, die nahe an der klinischen
Realitat designt wurden und ein Line Dot Testverfahren verwenden, gibt es
jedoch nicht. Aufierdem wurden Kreuzansprechen (die gleichzeitige Positivitat
mehrerer AGA in einem Test) bisher ebenfalls nur oberflachlich untersucht.

In der hier prasentierten Arbeit wurden 3560 Immunoglobulin(lg) G- und M-Tests
von Liquor- und/oder Serumproben von 1342 Patientinnen und Patienten aus 10
Jahren untersucht. Diese Tests wurden mit dem Generic Assays Anti-
Ganglioside Dot Kit getestet und anschlieBend retrospektiv auf ihre AGA-
Positivitat in 14 Diagnosegruppen und auf ihr Kreuzansprechen analysiert.

Von 3560 Test erreichten die Serumtests eine Positivitat von 5,8% (158/2636)
und die Liquortests 0,4% (4/924).

Fur IgG Serumtests zeigten MFS (GD3, GD1a, GT1a und GQ1b) und die akute
motorische axonale Neuropathie (AMAN) (GM1, GD1a und GT1a) eine
Positivrate Uber 15,6%, die der Standardabweichung entspricht. Fur IgM
Serumtests konnten Positivraten von Uber der Standardabweichung von 8,1 %
fur AMAN (GM2, GT1a und GQ1b), MFS (GM1, GT1aund GQ1b), die
multifokale  motorische Neuropathie (MMN) (GM1, GM2 und GQ1b) und die
chronische inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) (GM1)
gezeigt werden. Ein Kreuzansprechen wurde bei 39,6% aller positiven
Serumtests gezeigt.

Zusammenfassend fuhrt die Testung von AGA im klinischen Alltag selten zu
positiven Ergebnissen. Im Serum ist die Positivrate bereits niedrig und im Liquor
noch geringer. Lediglich die Diagnosegruppen AMAN, MFS, MMN und CIDP

konnten hohere relevante Positivraten erreichen.

Ein Kreuzansprechen fand haufig statt, jedoch sind die Daten zu unspezifisch,

um direkte Schliisse daraus ziehen zu konnen.
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7 Anhang

Gebrauchsanweisung des Anti-Ganglioside Dot kits (GA Generic Assays
GmbH) ( Mit freundlicher Genehmigung der GA Generic Assays GmbH vom
19.09.2024):
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Phone.: +49 3370892860
Fax: +49 33708 4417 25
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1 Intended Purpose

The Anti-Gangliosid Dot is a qualitative line immunoassay for the
determination of IgG or IgM antibodies against gangliosides in
human serum.

The Anti-Ganglicsid Dot is intended as an aid in the diagnosis of
peripheral neurological discrders in conjunction with other clinical
and laboratory findings.

The immunoassay is designed for manual professional in vitro
diagnostic use.

2 Diagnostic Relevance

Inflammatory neuropathies of the peripheral nervous system are
characterized by numerous clinical symptoms ranging from slight
weariness and uncharacteristic indisposition to neuromuscular
disorders and functional deficiency like respiratory paralysis and
cardiac arrest. Recently autoantibodies to ganglicsides have
been identified in patients suffering from disorders of the
peripheral nervous system. Gangliosides belong to the group of
acid glycolipids containing a lipid (ceramide), oligosaccharide
and sialic acid. Gangliosides are components of cell membranes
and especially found in the central and peripheral nervous
system. Ganglioside-like structures also appear on the surface of
microorganisms.  Inflammatory  neuropathies often occur
following an infection with Campylobacter jejuni, Cytomegalo-
virus, Epstein-Barr virus, Mycoplasma pneumoniae or Haemo-
philus influenzae. Antibodies to ganglioside structures of the
microorganisms may cross-react to gangliosides of the myelin
sheath or neurofibre and induce inflammation processes with
subsequent demyelination.

3 Test Principle

Line immunoassays are frequently used for the determination of
specific antibodies directed against multiple antigens. The test
strips are coated with various antigens in consistent intervals. If
antibodies are present in the patient’s sample, they bind to the
respective antigens. A secondary antibody conjugated with the
enzyme horseradish peroxidase detects the generated immune
complexes. A colorless substrate is converted into a colored,
insoluble product. The signal intensity of the precipitated reaction
product is proportional to the antibody activity in the sample.

4 Test Components

Component Description
Test strips 20 test strips (ready-to-use),
A

each strip coated with highly
20 pieces purified

- GM1,
- GM2,
- GM3,
- GM4,
- GD1a,
. - GD1b,
| -GD2,
- GD3,
-GT1a,
- GT1b,
-GQ1b
- Sulfatide,

as well as positive control

Colored dilution of human serum
(ready-to-use; contains sodium
azide)

The antibody activity is indicated
on the qual\ty control certificate.

Colored dilution of human serum
(ready-to-use; contains sodium
| azide)
| The antibody activity is indicated
__| on the quality control certlf cate.

Concentrated solution
(10x)

Negative control

N | CONTROL | -

1x0.1mL, green cap

Positive control

P | CONTROL | +

1x 0.07 mL, red cap

Buffer
1 x 15 mL, white cap

Con ugate Ig G
(o] CONJ | G

| 1x 1.2 mL, red cap

| Conjugate IgM s
D [ CONJ | M

1x 1.2 mL, green cap

Solution of polyclonal anti-

| human IgG antibody conjugated |
to haorseradish peroxidase |
| (contains Kathon CG)

Solution of polyclonal anti-
human IgM antibody conjugated
to horseradish peroxidase
(contams Kathon CG)

SN Tetramethylbenmdme
(ready-to-use)

| Substrate

|E [ SOLN|TMB |

1 X 11 mL, blue cap
Incubation tray

Incubation tray

| 2 pieces = | or 12 test strips
Interpretatlon 1emplate Interpretatson tempiate
L 1 __p_|et_;e 7joriglumg of process

Lot-specific
| interpretation card
11 piece

| ac certificate
1 piece

Instructions for Usé laE
1 piece

| For demonstrating a
| positions and cut-off intensity
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5§ Materials required but not provided

- Common laboratory equipment

- Precision pipettes (5 — 1000 pL) and disposable tips
- Graduated cylinders (100 — 1000 mL)

- Refrigerator or a cold room

- Rocking or horizontal plate shaker

- Plastic pincers

- Adsorbent paper or paper towel

- Distilled or de-ionized water

6 Storage and Stability

Upon receipt, all test components must be stored at 2 °C to 8 °C,
preferably in the original kit box. If stored properly in their original
containers, all components are stable until their expiry date. All
components are stable for at least 2 months after opening when
stored properly at 2 °Cto 8 °C.

7  General Information

This product is for in vifro diagnostic use only. The instructions
for use must be carefully read before use. They are valid only for
the present product with the given composition and must be
strictly followed to ensure reliable test results. Deviations can
lead to erroneous test results. Components must not be
exchanged by test reagents of different lots or of other
manufacturers.

Contamination of reagents must be avoided by use of aseptic
techniques when removing aliquots from the vials. After use,
reagent vials must be tightly closed with their corresponding
caps.

Cross-contamination of samples or reagents can lead to
inconsistent test results and must be avoided by use of
consistent pipetting techniques.

Exposure of reagents to strong light must be avoided throughout
theentiretast procedure-and-storag

Insufficient washing will result in poor precision and elevated
measurement signals. After each washing step any residual fluid
has to be removed completely.

8 Preparation

8.1  Preparation of Reagents

All liquid components must be mixed gently to ensure
homogeneity. The first incubation and washing steps (sample
and conjugate incubation) are performed at 2 °C to 8 °C with
cooled reagents (sample diluent, washing solution, conjugate).
The second wash step (after incubation of the conjugate) must
be performed at room temperature (RT: 18 °C to 25°C).
Therefore, the reagents (washing solution, substrate) must be
brought to room temperature before use.

8.1.1  Test Strips

The test strips are provided within a plastic tube. Unused test
strips should always be stored refrigerated and protected from
meoisture within the original tube.

8.1.2  Controls

The positive and the negative controls are ready-to-use and must
not be diluted any further. Controls must be used in each test run.
Laboratories can also validate their own control samples and use
them alternatively.

8.1.3  Buffer

The buffer is concentrated and must be diluted 1:10 with distilled
water before use (e. g. 10 mL + 80 mL). A sufficient amount of
washing solution must be prepared. The diluted buffer solution
can be stored at 2 °C to 8 °C up to 30 days

814  Conjugate

The conjugate is ready-to-use, final dilution of the concentrated
conjugate to working concentration is dene during the test.

8.1.5  Substrate

The substrate is ready-to-use. Exposure of the substrate solution
to strong light should be avoided.

8.2  Preparation of Samples

8.2.1  Sample Material

The use of freshly collected serum from blood taken by
venipuncture is recommended. The use of icteric, lipemic,
hemolytic or bacterially contaminated samples should be
avoided. Inscluble substances must be removed from the sample
by centrifugation. Samples must not be thermally inactivated.

8.22  Sample Storage

Samples may be kept at 2 °C to 8 °C up to three days. Long-term
storage requires -20 °C. Repeated freezing and thawing should
be avoided. For multiple use, samples should be aliquoted and
kept at -20 °C.

9 Test Performance

9.1 Procedure

Touch test strips with a plastic pincer only. The entire procedure
has to be performed in incubation trays on a rocking or horizontal
plate shaker. After each addition of solution to the wells, agitate
the incubation tray manually to ensure strips are completely
immersed and to remove any air bubbles which may be trapped
under the strip. The indicated incubation times and temperatures
must be adhered to and significant time shifts during pipetting
samples and reagents must be avoided.

Step Description

1. Addition of Add 1.0 mL cold buffer solution into
buffer solution  the respective wells of the incubation
and test strips | tray. Place the strips with the reactive

side down onto the liguid surface.
- Avoid remaining air bubbles below the
strips. |

2. Addition of Add 10 pL of undiluted samples and
samples and controls to the respective wells
controls

3. Incubation | Incubate the strips for 120 min. 2t 2 °C |
| 1o 8°C while shaking |

4 Washoycle  Decant or aspirate the soldtion
carefully and wash once for 5 min.
with 1.0 mL cold buffer solution at 2 °C
to 8 °C while shaking.

Decant the solution carefully.
Remaining liquid has to be removed
ke with an abscrbent paper.

5. Addition of | Add 1.0 mL cold buffer solution into

buffer solution  each well.

6. Addition of Add 50 pL IgG or IgM conjugate to

conjugate each well, in case of IgG/IgM

screening test add 50 LL of IgG and
IgM conjugate each

' Incubate the strips for 60 min. at2°C |
| to 8 °C while shaking |

Decant or aspirate the solution
carefully and wash once for 5 min. |
with 1.0 mL buffer solution at RT while

| shaking. |
Decant the solution carefully.
Remaining liquid has to be removed
with an absorbent paper.

9. Addition of Add 0.5 mL ready-to-use substrate to |
substrate each well |

10, Incubation _m_-_-i“ncubaté Vthersririfug for 1077—%172 min. at
RT while shaking

7. Incubation

8. Wash cyéle
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11 Wash Decant of aspirate the solution |
carefully and wash once for 2 min. {
with 1.0 mL buffer solution at RT while |

shakir)gi.r A s

Decant or aspirate the solution
carefully and wash once for 2 min.
with 1.0 mL aqua dest. at RT while
shaking to stop the reaction.

j Callect the strips from the welsand |
dry on absorbent paper for
approximately 30 min.

Glue the dried strips onto the
interpretation template and evaluate
using the interpretation card.

12. Wash

13 Drying

: 14.;°\nalysis

9.2  Automation

Automated processing of the immunoassays must be performed
analogous to manual use and validated by the user.

10 Test Evaluation

10.1  Metrological Traceability
The immunoassay is calibrated using internal reference samples.

10.2 Evaluation

The qualitative evaluation of is performed by comparison of the
antigen specific signal intensities of the patient’s sample with the
corresponding antigen lines on the interpretation card. The line
intensities shown on the interpretation card serve as cut off
controls for qualitative evaluation

The test strips are coated with antigens. The color intensity is
proportional to the specific antibody activity in the sample. A
sample is considered to be positive for a specific antigen, if the
coloration of the antigen line shows a mere intense coloration
than the corresponding antigen line on the evaluation template.
Asample is_considared to_he negative for a speci il i
the coloration of the antigen line shows a less intense or equal
coloration compared to the corresponding antigen line on the
evaluation template.

Example of the interpretation card

Anti-Gangliosid Dot
identification template /
Identifikationsschablone

4 ®

Charge / Lot: P741

10.3 Criteria of Validity

Test runs are only valid if the following criteria of validity are
fulfilled:

- The positive control line must show intensive coloration.

The coloration of these controls ensures that the test has been
performed correctly. If these criteria are not met, the test is not
valid and must be repeated.

10.4 Troubleshooting

In case of an invalid test run, the expiry dates and storage
conditions, incubation times and temperatures, and precise
calibration of all instruments used should be verified. If no reason
for an invalid test run could be identified, please contact the
supplier or manufacturer of the product.

10.5 Reference Ranges

As a result of different seroprevalences in individual regions,
each laboratory should verify the reference ranges by own
analysis and adapt, if necessary.

10.6 Interpretation of Test Resuilts

A positive test result indicates the presence of specific
antibodies. A negative result indicates the absence of specific
antibodies, but does not exclude the possibility of an autoimmune
reaction. In case of a borderline test result, a reliable evaluation
is not possible.

The following ganglioside antibody activities have been cbserved
in patients with neuropathies of the peripheral nervous system:

Disease Antigen Antibody
Class
Guillain-Barré Syndrome GM1, GD1a, 19G (IgM)
| GD1b, GT1a, |
| GT1b, GQ1b |
Miller-Fisher Sy ,GT1a | IgG
Multifocale Musculare GM1,GM2, | IgM
Neuropathy { GM3, GD1a,- -
I GD1b
Chronic Inflammable GM2, GM3, IgM
Demyelinated GD1a, GD1b
Polyneuropathy
Chronic-Atactic | GM3, GD1b, | IgM
Neuropathy (CANOMAD) | GD2, GD3, |
| GT1b, GQ1b

| Acute Atactic-Sensoric GD1b, GD3 [[o]¢]

Neuropathy

| Acute Musculare Axonal | GM1, GD1a | 1gG
Neuropathy |

IgM (IgG]

IgM Paraproteinemia, | Sulfatide
Demyelinating Neuropathy

10.7 Limitations of the Method

The interpretation of test results must always be considered in
combination with the clinical picture of the patient. The diagnosis
should not be based on the results of a sole diagnostic method.
Al clinical and laboratory findings should be evaluated to state a
diagnosis. For confirmation, further investigations should be
carried out.

11 Performance Characteristics

11.1  Analytical Performance Characteristics

11.1.1  Precision

The precision of test results was assessed by the determination
of the intra- and interassay variation by the analysis of multiple
samples with different antibody activities. No differences in the
qualitative evaluation have been observed.
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11.2 Diagnostic Performance Characteristics

11.2.1 Diagnostic Sensitivity and Specificity

Total sensitivity and specificity were assessed by the analysis of
33 samples from patients suffering from autoimmune peripheral
neuropathies (confirmed positive for anti-ganglioside antibodies
by reference methodologies) and 130 non-selected samples

from healthy blood doners.
Sensitivity Specificity

=99 % 97.7 %
>89 % 946 %

| Ig;é.énti-gangiiosides'

| IgM anti-ganglicsides

12 Warnings and Precautions

The product is designed exclusively for in vitro diagnostic use by
qualified, authorized and trained personnel. All test components
and human samples should be handled with care as potentially
hazardous. Good laboratory practices (GLP) and all relevant
regulations should be adhered to

In case the product is damaged or product information including
labelling is wrong or incorrect, please contact the manufacturer
or supplier.

This product contains preparations of human and / or animal
origin. Any material derived from human body fluids or organs
used for the preparation of components were tested and found
negative for HBsAg (Hepatitis B-Virus-surface Antigen) and anti-
HIV as well as anti-HCV antibodies. However, all components
and all patient samples should be handled as potentially
hazardous in accordance with national laws and appropriate
guidelines on biological safety.

As the product contains potentially hazardous materials, the
following precautions should be followed: Do not smoke, eat or
drink while handling kit material or samples. Avoid direct contact
to kit material or samples by wearing protective gloves laboratory
coat and safety glasses. Never pipette material by mouth. Wipe
up spills promptly and wash the affected surface thoroughly with
Some of the reagents contain Kathon CG (< 1.0 %) as a
preservative, may cause skin sensitization (H317) and must not
be swallowed or allowed to come into contact with skin or
mucosa (P280, P333+P313).

Some of the reagents contain sodium azide (< 0.1 %) as a
preservative and must not be swallowed or allowed to come into
contact with skin or mucosa. The possible formation of heavy
metal azides in the drainage has to be prevented by sufficient
rinsing with water.

The information in the safety data sheet on possible hazards, first
aid measures, measures in the event of the unintentional release
of large quantities, handling and storage, personal protective
equipment, information on disposal as well as information on
toxicology must be observed.

Any serious incident that has occurred in relation to the device
shall be reported to the manufacturer and the competent
authority of the member state in which the user and/or the patient
is established.

13 Disposal

For decontamination and disposal the recommendations of the
CDC as well as the relevant local and national environmental
guidelines and regulations should be adhered to. Samples,
potentially contaminated materials and infectious waste must be
decontaminated, e.g. by autoclaving for 20 min. at 121 °C.
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