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Zusammenfassung

In jlingster Zeit wurden mehrere Autoantikorper neu
identifiziert, die eng mit verschiedenen Formen der Auto-
immun-Enzephalitis assoziiert sind. Die Antikorper richten
sich gegen Strukturen der Zelloberfliche von Neuronen:
Glutamat-Rezeptoren (Typen NMDA und AMPA), GABA-
Rezeptoren sowie die Kaliumkanal(VGKC)-assoziierten Pro-
teine LGI1 und CASPR?2. Sie sind doppelt so hiufig wie die
klassischen paraneoplastischen Antikorper (Anti-Hu, - Yo, -Ri,
-Ma, -CV2, -Amphiphysin), weniger eng mit einem Tumor
assoziiert und die korrespondierenden klinischen Syndrome
sprechen deutlich besser auf eine Immuntherapie an. Der
monospezifische Nachweis dieser Autoantikorper in Serum
oder Liquor der Patienten erfolgt vorwiegend durch indirekte
Immunfluoreszenz, unter Verwendung transfizierter HEK293-
Zellen, welche die Membran-assoziierten Zielantigene
rekombinant exprimieren. Aufgrund symptomatischer Uber-
lappungen der verschiedenen Krankheitsentititen ist es
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sinnvoll, alle diese Parameter bei jedem Patienten parallel zu
bestimmen (Autoantikorper-Profile). Eine rasche Diagnose-
stellung (maBgeblich unterstiitzt durch das serologische
Labor), der unmittelbare Beginn immuntherapeutischer
Intervention und, im Falle einer paraneoplastischen
Atiologie, die Entfernung des Tumors entscheiden die Prog-
nose. Nach eigenen Untersuchungen findet man bei den neu
identifizierten Autoimmun-Enzephalitis-Formen Antikorper
gegen Glutamat-Rezeptoren (Typ NMDA) mit 42% am
hiufigsten. Ein Drittel der positiven Reaktionen wurde in der
Laborpraxis durch einen Autoantikorper verursacht, dessen
Bestimmung vom Kliniker nicht angefordert war: Das unter-
streicht die Notwendigkeit, fiir diesen Diagnostik-Bereich
wegen der gebotenen Eile multiparametrische serologische
Testsysteme einzusetzen.

Schliisselworter: AMPA-Rezeptor; Autoimmun-Enzepha-
litis; BIOCHIP-Mosaik; CASPR2; Differentialdiagnostik;
GABA,-Rezeptor; indirekte  Immunfluoreszenz; LGIl;
Neuropil-Antikorper; NMDA-Rezeptor; spannungsabhédngige
Kaliumkanile (VGKC).

Abstract

Recently, several novel autoantibodies have been identified
which are closely associated with different subtypes of auto-
immune encephalitis. These antibodies are directed against
structures located on the neuronal cell surface: glutamate
receptors (types NMDA and AMPA), GABA, receptors, as
well as the voltage-gated potassium channel-associated pro-
teins LGI1 and CASPR2. They are much more common
than the classical paraneoplastic antibodies (anti-Hu, -Yo,
-Ri, -Ma, -CV2, -amphiphysin), less frequently associated
with a tumour, and the corresponding clinical syndromes
respond significantly better to immunotherapy. Mono-
specific detection of these autoantibodies in the serum or
cerebrospinal fluid of patients is primarily performed by
indirect immunofluorescence using transfected HEK293 cell
lines recombinantly expressing the membrane-associated
target antigens. Owing to the symptom overlap of the
respective disorders, itis highly appropriate to determine these
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parameters in parallel for each patient (autoantibody profiles).
Early diagnosis (substantially supported by the serological
laboratory), the immediate initiation of immunotherapeutic
intervention and, in cases of paraneoplastic aetiology, tumour
resection are crucial for prognosis. In our own investigations,
antibodies against glutamate receptors (type NMDA) are
most frequently found among the newly identified forms
of autoimmune encephalitis, accounting for 42% of cases.
In laboratory practice, one-third of positive reactions were
caused by an autoantibody whose determination was not
requested by the clinician. Considering the clinical sig-
nificance of a positive result, these findings substantiate the
need to implement multiparametric serological test systems
in this diagnostic area.

Keywords: AMPA receptor; autoimmune encephalitis;
BIOCHIP mosaic; CASPR2; differential diagnosis; GABA
receptor; indirect immunofluorescence; LGI1; neuropil
antibodies; NMDA receptor; voltage-gated potassium channel
(VGKO).

Einleitung

Die autoimmune limbische Enzephalitis ist klinisch von
Gedichtnisdefiziten, neuropsychiatrischen Symptomen und
epileptischen Anfillen gekennzeichnet und geht mit Auf-
filligkeiten in MRT und EEG einher. Noch vor wenigen
Jahren assoziierte man diese Erkrankung vorrangig mit
paraneoplastischen Autoantikdrpern gegen intrazelluldre
neuronale Antigene (Hu, Ma, CV2, Amphiphysin), die durch
zugrunde liegende Tumoren mit ektoper Expression der
Neuronenantigene induziert werden. Als hochspezifische
pathognomonische Marker ermoglichen diese Antikorper
oftmals die friihzeitige Diagnose eines bislang unbekannten
Tumorleidens. Bei Nachweis der Reaktivititen Anti-Hu,
Anti-Amphiphysin, Anti-CV2 oder Anti-Ma ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass zum Zeitpunkt der Befunderhebung oder
innerhalb der kommenden fiinf Jahre ein Tumor nachgewiesen
werden kann, grofer als 95% [1]. Eine Tumorentfernung kann
zur Stabilisierung oder klinischen Besserung der betroffenen
Patienten beitragen. Die Wirksamkeit immuntherapeutischer
Interventionen hingegen ist begrenzt, da bei diesen paraneo-
plastischen Syndromen zytotoxische T-Zell-Reaktionen mit
resultierender Neuronenzerstérung als mafBgeblich fiir die
Pathogenese anzusehen sind [2—-10].

Mit steigendem Bekanntheitsgrad des Krankheits-
bildes der autoimmunen limbischen Enzephalitis wurden
im vergangenen Jahrzehnt zunehmend mehr Patienten
diagnostiziert, bei denen sich trotz typischer Symptomatik
keiner dieser klassischen paraneoplastischen Autoantikdrper
nachweisen lie. Stattdessen stellte man vielfach Antikorper
gegen Antigene der Zelloberfliche von Neuronen fest, ins-
besondere im Bereich des Hippocampus-Neuropils und
des Cerebellum [11-13]. Mittlerweile wurden Glutamat-
Rezeptoren (Typen NMDA und AMPA), GABA,-Rezep-
toren sowie die Kaliumkanal(VGKC)-assoziierten Proteine
LGI1 und CASPR?2 als spezifische Zielantigene identifiziert

[14-19]. Antikorper gegen diese neuronalen Oberflichen-
antigene sind in einigen Fillen ebenfalls mit Malignomen
assoziiert, bei der Mehrzahl der Patienten findet sich jedoch
kein Tumor (fakultativ paraneoplastische Antikorper)
(Tabelle 1). Im Gegensatz zu den klassischen paraneoplas-
tischen Antikorpern wird Autoantikorpern gegen neuronale
Oberflichenantigene eine direkte pathogene Rolle zuge-
sprochen. Diese beruht auf ihrer unmittelbaren Interaktion
mit prd- oder postsynaptischen Zielstrukturen (Tabelle 2),
die durch eine Beeintrichtigung der synaptischen Signal-
transduktion schwere neuropsychiatrische Defizite hervor-
ruft [59]. Da Immuntherapien und, in den paraneoplastischen
Fillen, eine Tumorresektion, hédufig zu einer signifikanten
Besserung der potentiell reversiblen Symptomatik fiihren,
ist eine frithe Diagnose prognostisch entscheidend. Zu
dieser trdgt nicht nur die kontinuierliche Weiterentwicklung
diagnostischer Methoden bei, sondern auch die zunehmende
differentialdiagnostische Beriicksichtigung und die immer
umfangreichere klinische Charakterisierung der assoziierten
Enzephalitis-Subtypen [2—4, 60-62].

Autoimmun-Enzephalitis mit Autoantikérpern
gegen neuronale Oberflachenantigene

Anti-Glutamat-Rezeptor-(Typ NMDA)-Enzephalitis Die
2007 erstmals beschriebene Anti-Glutamat-Rezeptor-(Typ
NMDA)-Enzephalitis ist assoziiert mit Autoantikdrpern
gegen extrazellulire Epitope der NRI1-Untereinheit von
Glutamat-Rezeptoren (Typ NMDA) [13, 14]. Diese sind nicht
identisch mit Autoantikorpern gegen die NR2-Untereinheit, die
vereinzelt als Hinweis auf eine neurologische Beteiligung bei
SLE (neuropsychiatrischer Lupus) diskutiert wurden [63]. Die
Anti-Glutamat-Rezeptor-(Typ NMDA)-Enzephalitis wurde
initial bei jungen Frauen mit Ovarialteratomen beobachtet,
wird aber in zunehmendem Mafle auch bei Frauen ohne
Tumor, bei Minnern, Jugendlichen und Kindern diagnostiziert
[20-22, 62, 64-67]. Fiir diese relativ hdufige Form einer
schweren aber potentiell reversiblen Enzephalitis ist ein
nahezu stereotyper, in Phasen gegliederter klinischer Verlauf
charakteristisch. Einer grippedhnlichen Prodromalphase
(subfebrile Temperaturen, Kopfschmerz, Abgeschlagenheit)
folgt bei 100% der Betroffenen ein psychotisches Stadium
mit schweren Verhaltens- und Personlichkeitséinderungen,
Wahn, Denkstérungen und Halluzinationen. Infolge dieser
Auffilligkeiten gelangt ein grofler Teil der Patienten
zundchst in psychiatrische Behandlung. In der Folgezeit
entwickeln sich Bewusstseinsstorungen, Hypoventilation,
epileptische Anfille, autonome Instabilitdt, Dyskinesien
und unwillkiirliche repetitive Bewegungsmuster. Aufgrund
der Schwere der Erkrankung (Koma, Status epilepticus
etc.) miissen die Betroffenen oft iiber ldngere Zeit
intensivmedizinisch behandelt werden [13, 14, 20-22,
67-79]. Ungefihr die Hilfte der Patienten zeigt Auffilligkeiten
im zerebralen MRT, wihrend das EEG bei iiber 90% der
Erkrankten pathologisch verdndert ist. Die Untersuchung
des Liquors ergibt in 90% der Fille eine milde lymphozytire
Pleozytose, in 33% eine intrathekale EiweiBlerhohung und
in 25% oligoklonale Banden [13, 14, 20, 74, 78]. Ist die
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Tabelle 1 Charakterisierung autoimmuner Enzephalitiden mit Autoantikdrpern gegen neuronale Zelloberflichenantigene.

Referenzen

Assoziierte Tumoren

Paraneoplastische

Fille

Hiufige Symptome

Klinisches Syndrom

Autoantikorper

[14,20-24]

Ovarialteratom; seltener: Testisteratom, Mammakarzinom,

Psychose, Gedidchtnis-/Sprachdefizite, 35%—-40%
neuroendokriner Ovarialtumor, ovarialer Keimstrang-

Anti-Glutamat-

Anti-Glutamat-Rezeptor

(Typ NMDA)

(abhingig von

Anfille, Bewusstseinsstorung, Dyskinesien,

Bewegungsstorungen, Dysautonomie,

Hypoventilation

Rezeptor-(Typ

Stromatumor, pseudopapillare Pankreas-Neoplasie, SCLC,

Neuroblastom, Hodgkin-Lymphom

Geschlecht, Alter,

Ethnizitit)
70%-75%

NMDA)-Enzephalitis

[15, 25, 26]

SCLC und non-SCLC, Thymom, Mammakarzinom

Gedichtnisdefizite, Verwirrtheit, Desorientiertheit,

Anfille, Agitation, aggressives Verhalten

Limbische Enzephalitis,
atypische Psychose

Anti-Glutamat-Rezeptor

(Typ AMPA)

[16,27]

SCLC, Thymuskarzinoid

50%-80%

Anfille, Verwirrtheit, Gedichtnisdefizite,

Limbische Enzephalitis

Anti-GABA -Rezeptor

Verhaltensauffilligkeiten, Paranoia, Halluzinationen

[17, 19, 28]

Schilddriisenkarzinom, Thymom, SCLC,

Nierenzellkarzinom, Ovarialteratom

0%-10%

epileptische Anfille, Gedichtnisdefizite,

Limbische Enzephalitis

Anti-LGII

Verwirrtheit, Desorientiertheit, Hyponatrimie,

Myoklonus, Dysautonomie

[18, 19, 29]

Thymom, endometriales Adenokarzinom

0%-35%

periphere neuronale Hyperexzitabilitit,

Neuromyotonie,

Anti-CASPR2

Muskelkrampfe/Faszikulationen/Myokymien,
Anfille, Gedichtnisdefizite, Verwirrtheit,

Morvan-Syndrom,

Limbische Enzephalitis

Desorientiertheit, neuropathische Schmerzen,

Schlafstorungen, Dysautonomie, Gewichtsabnahme

SCLC, small-cell lung carcinoma.

Anti-Glutamat-Rezeptor-(Typ NMDA)-Enzephalitis  mit
einem Tumor assoziiert, handelt es sich um ein
paraneoplastisches Syndrom. Die Wahrscheinlichkeit einer
zugrunde liegenden Neoplasieliegt bei 35% bis40% und ist von
Alter, Geschlecht und ethnischer Herkunft abhéngig (Tabelle
1). Am hiufigsten findet man bei Patientinnen zwischen 13
und 42 Jahren Ovarialteratome [13, 14, 20, 21, 68, 70, 78].
Diese enthalten Tumorzellen, welche Glutamat-Rezeptoren
(Typ NMDA) exprimieren und dadurch die Synthese der
rezeptorspezifischen Autoantikorper induzieren [14, 80].
Bei Minnern, Patient(inn)en im fortgeschrittenen Alter und
Kindern treten Tumore seltener auf [14, 20, 21, 66, 67].
Interessanterweise werden Teratome insgesamt hidufiger bei
Frauen afroamerikanischer Herkunft gefunden [20]. Es ist
davon auszugehen, dass die Anti-Glutamat-Rezeptor-(Typ
NMDA)-Enzephalitis gegenwirtig stark unterdiagnostiziert
ist. Die Erkrankung stellt, insbesondere bei Patienten mit
Enzephalitis ohne Erregernachweis und bei jungen Frauen
mit epileptischen Erstanfillen (de-novo-Epilepsie), eine
wichtige Differentialdiagnose dar [73, 77].

Durch adidquate immunmodulatorische Therapie sowie,
im Falle einer paraneoplastischen Atiologie, mdglichst
frithzeitige Tumorerkennung und -resektion bessert sich
die Prognose der Betroffenen [13, 14, 22, 70-72, 81].
Ein frither Beginn der Immuntherapie ist mit einem sig-
nifikant besseren Langzeitverlauf assoziiert als ein spiter
Beginn [14, 62]. Auch bei schweren Fillen von Anti-
Glutamat-Rezeptor-(Typ NMDA)-Enzephalitis wihrend
der Schwangerschaft konnen sofortige Therapiemal3-
nahmen einen guten Ausgang fiir Mutter und Neugeborenes
bewirken [82]. Da der Krankheitsprozess vornehmlich
durch intrathekal gebildete Autoantikdrper aufrecht
erhalten wird, besteht eine gute Korrelation zwischen der
Besserung der klinischen Symptome und einem Absinken
der spezifischen Antikorpertiter im Liquor. Im Serum hin-
gegen konnen diese auch in der Remissionsphase iiber einen
ldngeren Zeitraum persistieren [14, 20, 22, 73, 81, 83]. Der
Genesungsprozess kann langere Zeit beanspruchen (bis zu
Jahren), aber selbst dann noch in einer Riickbildung von
frontotemporaler Atrophie und Hypoperfusion resultieren
[84]. Als Ursache besonders schwerer und langwieriger
Krankheitsverldufe werden Autoantikorper-produzierende
Plasmazellinfiltrate im Gehirnparenchym der betroffenen
Patienten angesehen, die therapeutisch schwer zu erreichen
sind [20, 65, 85]. Generell kann bei etwa 75% aller
Patienten eine weitgehende Riickbildung der Symptomatik
erzielt werden. 25% der Betroffenen erleiden jedoch
schwere neurologische Defizite oder sterben. Bei den Uber-
lebenden bleibt ein Gedichtnisverlust (Amnesie) fiir die
Dauer der Erkrankung sowie die Gefahr von Rezidiven
des enzephalitischen Syndroms bestehen, letzteres ins-
besondere dann, wenn der Tumor spédt bzw. nicht entfernt
wurde oder kein Tumor gefunden werden konnte [13, 14,
20, 22, 68, 74, 78].

Das Auftreten der rezeptorspezifischen Autoantikorper,
deren Korrelation mit dem Krankheitsverlauf, immun-
pathologische Befunde und die Reversibilitit der
Erkrankung bei immuntherapeutischer Intervention legen
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Tabelle 2 Charakterisierung neuronaler Oberfldchenantigene.

NMDA-Rezeptoren gehoren zu den ionotropen Glutamat-Rezeptoren und wurden entsprechend ihrer Aktivierbarkeit durch die synthetische
Aminosidure N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) benannt. In der postsynaptischen Membran lokalisiert, bilden sie Kationenkanile mit zentraler
Bedeutung fiir synaptische Ubertragung und Plastizitit [30, 31]. Die Rezeptoren sind tetramere Komplexe, bestehend aus zwei Glycin-
bindenden NRI1-Untereinheiten und zwei Glutamat-bindenden NR2-Untereinheiten (NR2A-NR2D), deren heteromere Assemblierung
mehrere Rezeptor-Subtypen mit unterschiedlicher synaptischer Lokalisation sowie verschiedenen physiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften erzeugt [32]. Ihre Aktivitdt wird reguliert durch die Bindung von Liganden wie Glutamat, dem wichtigsten exzitatorischen
Neurotransmitter. Lokalisation diagnostisch relevanter Epitope: extrazelluldre Region von NR1 [14].

AMPA-Rezeptoren gehoren zu den ionotropen Glutamat-Rezeptoren und haben eine hohe Affinitit fiir Glutamat und fiir den synthetischen
Glutamat-Agonisten AMPA (0.-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionséure). Sie sind vorrangig in der postsynaptischen Membran
gluatamaterger Synapsen lokalisiert und werden insbesondere im Hippocampus, Cerebellum, zerebralen Kortex sowie in den Basalganglien
exprimiert. Als ligandengesteuerte Kationenkanile vermitteln AMPA-Rezeptoren die schnelle exzitatorische Neurotransmission im
ZNS, sind von Bedeutung fiir die Modulation synaptischer Plastizitdt und damit fiir neurophysiologische Mechanismen, die Lern- und
Gedachtnisprozessen zugrunde liegen. Die Rezeptoren sind aus vier Untereinheiten zusammengesetzt (GluR1 bis GluR4), deren Kombination
lokal variieren und lIonenspezifitit sowie kinetische Eigenschaften der Rezeptoren beeinflussen kann [33-36]. Lokalisation diagnostisch
relevanter Epitope: GluR1 und GluR2 [15].

GABA ;-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren, die spezifisch den inhibitorischen Neurotransmitter y-Amino-Buttersiure (GABA)
binden. Im gesamten ZNS, insbesondere im Hippocampus, Thalamus und Cerebellum, liegen sie an pri- und postsynaptischen Membranen als
heteromere Komplexe vor, bei denen jeweils zwei GABA - und GABA  ,-Untereinheiten ein Tetramer bilden. Dieses ist mit zwei Tetrameren
von KCTD-Proteinen (potassium channel tetramerization domain-containing proteins) assoziiert, deren jeweilige Subtypen die kinetischen
und pharmakologischen Eigenschaften des Rezeptors bestimmen [37, 38]. Die Bindung von GABA an die GABA , -Untereinheiten fiihrt zur
Rezeptoraktivierung. Ihr schlie3t sich eine G-Protein-vermittelte Transduktionskaskade zur Regulation synaptischer Kationenkanile sowie
zur Hemmung der prisynaptischen Transmitterfreisetzung an [37, 39]. GABA ;-Rezeptoren wird aulerdem eine Rolle bei der Modulation
synaptischer Plastizitit zugeschrieben [40, 41]. Lokalisation diagnostisch relevanter Epitope: GABA, [16].

Spannungsabhingige Kaliumkaniile (VGKC) finden sich in neuronalen Zellmembranen, insbesondere in paranodulédren und terminalen
Regionen myelinhaltiger Nerven. Sie sind u.a. fiir die Membranrepolarisation nach Aktionspotentialen verantwortlich.

Leucin-reiches Gliom-inaktiviertes Protein 1 (LGI1) wird primér von Neuronen in spezifischen Bereichen des Neokortex und des
limbischen Systems (z.B. Hippocampus, Amygdala, Putamen, Medulla, Frontallappen, Temporallappen) exprimiert [42, 43]. Den Namen
verdankt es seiner umstrittenen Rolle als Tumorsuppressor in der Gliomprogression [43—46], und einer N-terminalen LRR(leucin-
rich repeat)-Domine mit Bedeutung fiir die Interaktion zu anderen Proteinen [43, 47]. Gemeinsam mit den pri-/postsynaptischen
Rezeptoren ADAM23/ADAM?22, priasynaptischen Kaliumkanélen (VGKC), Scaffold-Proteinen (z.B. PSD-95) und weiteren Faktoren
bildet sekretiertes LGII einen transsynaptischen Proteinkomplex und reguliert vermutlich die VGKC-Inaktivierung sowie die AMPA-
Rezeptor-vermittelte synaptische Signaltransduktion [48-51]. Aufgrund sogenannter ,,EPTG repeats* im C-Terminus wird LGI1 einer
Superfamilie von Proteinen zugeordnet, welche in kausalem Zusammenhang mit Epilepsie und anderen neurologischen Erkrankungen
stehen [52].

Contactin-assoziiertes Protein-2 (CASPR2), ein Transmembranprotein mit Expression im ZNS und in peripheren Nerven, gehort zur
Neurexin-Superfamilie synaptischer Zelladhdsionsmolekiile, deren Mutationen im Zusammenhang mit Autismus und Schizophrenie stehen
[53,54]. CASPR2ist Bestandteil von Adhdsionskomplexen der neuronalen Zelloberfliche, welche mitden Untereinheiten spannungsabhidngiger
Kaliumkanile (VGKC) interagieren und fiir die VGKC-Lokalisierung im Bereich der Juxtaparanodien myelinisierter Axone des zentralen
und peripheren Nervensystems essentiell sind [55-58].

eine immunvermittelte Pathogenese der Anti-Glutamat-
Rezeptor-(Typ NMDA)-Enzephalitis nahe. Zytotoxische
T-Zell-Mechanismen und Komplementreaktionen sind hin-
gegen von geringer Relevanz [20, 59, 69, 80, 85]. Fiir eine
pathogene Rolle der Antikorper spricht auch die Antikorper-
vermittelte Dysfunktion glutamaterger Synapsen [86].
In Zellkulturexperimenten an hippocampalen Neuronen
konnte zudem demonstriert werden, dass die Bindung der
Antikorper eine reversible, titerabhdngige Verringerung
von Glutamat-Rezeptoren (Typ NMDA) auf der neuronalen
Zelloberfliche induziert [14, 87]. Des Weiteren wurden bei
pharmakologischer Blockade der Rezeptoren mit NMDA-
Antagonisten klinische Symptome dhnlich denen der Anti-
Glutamat-Rezeptor-(Typ NMDA)-Enzephalitis beobachtet,
insbesondere Psychosen [88, 89].

Anti-Glutamat-Rezeptor-(Typ AMPA)-Enzephalitis
Antikorper gegen Glutamat-Rezeptoren (Typ AMPA) sind
Marker fiir eine spezielle Form der limbischen Enzephalitis,
die bislang bei nur wenigen Patienten (>90% Frauen) mit
einem Durchschnittsalter von 60 Jahren (Altersspanne: 38 bis
87) diagnostiziert wurde. Zu den hiufig assoziierten Symp-
tomen gehoren progrediente Gedédchtnisdefizite, Verwirrtheit,
Desorientiertheit, Anfille, Agitation, aggressive Verhaltens-
muster sowie (vereinzelt) Halluzinationen, Nystagmus oder
Lethargie [15, 25, 26]. In einigen Féllen beschrinkt sich das
klinische Bild auf eine akute psychotische Symptomatik mit
schnell fortschreitenden Verhaltensabnormalititen [25]. Bei
etwa 70% bis 75% der Betroffenen liegt ein Bronchialkar-
zinom, Mammakarzinom oder Thymom (mit Expression der
Rezeptor-Untereinheiten GIluR1/GluR2) vor, was auf eine
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paraneoplastische Atiologie des enzephalitischen Syndroms
schlieBen ldsst [15, 25, 26] (Tabelle 1). Bei ca. 50% der Fille
zeigen sich Uberlappungen mit anderen systemischen Auto-
immunerkrankungen (z.B. Stiff-Person-Syndrom, Diabetes
mellitus, Raynaud-Syndrom, Hypothyreose) und zusitzliche
Autoantikorper unter anderem gegen GAD, CV2, VGCC oder
SOXI1. Im zerebralen MRT treten bei 89% der Patienten Sig-
nalintensitdten im Bereich der medialen Temporallappen auf,
wihrend Auffilligkeiten im EEG bei 75% gefunden werden.
Zudem lassen sich fast immer pathologische Verdnderungen
im Liquor feststellen (90% lymphozytire Pleozytose, 70%
intrathekale Eiweilerhohung) [15].

Immuntherapie und, im Falle eines paraneoplastischen
Syndroms, Tumorresektion/Chemotherapie fiihren meistens
zu einer Besserung der Symptomatik [15, 25]. Auffallend ist
aber eine Tendenz (56%) zu schubférmigen Verldufen, wobei
neurologische Rezidive auch in Abwesenheit oder nach Ent-
fernung von Neoplasien ein- bis mehrfach auftreten konnen.
Ohne addquate Behandlung oder bei schlechtem Therapiever-
lauf kann diese Form der limbischen Enzephalitis zum Tod
des Patienten fiihren.

Sowohl der Erfolg immunmodulatorischer Interventionen
als auch die Beobachtung, dass bei kultivierten hippocampalen
Neuronen die Applikation der AntikOrper zu einer rever-
siblen Verringerung der synaptischen Rezeptordichte fiihrt,
sprechen fiir eine Antikorper-vermittelte Pathogenese
[15, 59]. Einzelne Fallbeispiele legen eine Korrelation der
rezeptorspezifischen Antikorpertiter mit der Krankheits-
aktivitdt nahe [15]. Die Mehrheit der bislang untersuchten
Patienten weist eine isolierte Reaktivitit gegen die Rezeptor-
Untereinheit GluR1 (30%) oder GluR2 (60%) auf; seltener
(10%) liegen Antikorper gegen beide Untereinheiten parallel
vor [15].

Anti-GABA -Rezeptor-Enzephalitis Die limbische Enze-
phalitis mit Autoantikdrpern gegen GABA -Rezeptoren wur-
de bislang bei Patienten (68% Minner) im Durchschnittsalter
von 60 Jahren (Altersspanne: 24 bis 75 Jahre) diagnostiziert
[16, 27]. Alle Betroffenen weisen epileptische Anfille, Ver-
wirrtheit und Storungen des Kurzzeitgeddchtnisses auf,
wobei die Anfille das primére klinische Symptom darstellen
(komplex-fokale Anfille mit hdufigem Ursprung im Tempo-
rallappen und sekundérer Generalisierung, Status epilepticus,
non-konvulsive Anfille). Zusitzlich kann es zu Verhaltens-
auffilligkeiten, Psychosen, Wahn, Halluzinationen, Schlaf-
und Bewusstseinsstorungen, Koma sowie letalen Verldufen
kommen. Das Auftreten eines Tumors (meist kleinzelliges
Bronchialkarzinom) bei 50% bis 80% der Patienten ldsst
auf eine hiufige paraneoplastische Atiologie des neurologi-
schen Syndroms schlieBen (Tabelle 1). Nach den Anti-Hu-
Antikorpern stellen Anti-GABA -Rezeptor-Antikorper die
zweithdufigste Immunreaktivitit bei Patienten mit limbischer
Enzephalitis und kleinzelligem Bronchialkarzinom (SCLC)
dar [27]. Bei fast der Hilfte der Patienten finden sich dabei
noch weitere Autoantikorper, z.B. gegen GAD, TPO, VGCC,
VGKC und/oder SOX1, was eine generalisierte autoimmune
Storung nahelegt. In ca. 70% aller Fille zeigt das zerebra-
le MRT Auffilligkeiten (meist erhohte FLAIR/T2-Signale

der medialen Temporallappen), und in mehr als 90% treten
Epilepsie-typische Potentiale im EEG auf. Oftmals sind die
Liquorbefunde pathologisch im Sinne einer lymphozytiren
Pleozytose, einer intrathekalen Eiweilerhhung oder (selten)
oligoklonalen Banden. Durch friihzeitige Syndromerken-
nung, Immuntherapie und gegebenenfalls Tumorresektion/
Chemotherapie kann eine partielle bis vollstindige Genesung
erreicht werden [16].

Der derzeitigen Annahme einer Antikorper-vermittelten
Pathogenese durch Inhibierung oder Zerstérung der GABA,-
Rezeptoren entspricht die spezifische Bindung von Patienten-
antikdrpern an GABA-Rezeptoren hippocampaler Neurone
[16], der Erfolg immunmodulatorischer Interventionen
[16], die Beobachtung von Symptomen &dhnlich denen einer
limbischen Enzephalitis bei GABA} - und GABA,,-Null-
mutanten im Mausmodell (z.B. spontane epileptische Anfille,
Gedichtnisdefizite, Angstzustinde, gesteigerte Schmerzemp-
findlichkeit, iibermidBige Bewegungsaktivitit) [90-93], sowie
ein erhohtes Risiko fiir Temporallappenepilepsie bei Patienten
mit GABA -Rezeptor-Polymorphismus [94]. Die hiufige
Assoziation mit kleinzelligen Bronchialkarzinomen und
deren Fihigkeit zur Expression synaptischer Proteine spricht
fiir die Moglichkeit einer Tumor-induzierten Immunantwort
gegen GABA-Rezeptoren und die damit einhergehende
Ausbildung der beschriebenen Symptomatik. Im Serum
oder Liquor aller bislang identifizierten Patienten lieSen sich
Antikdrper gegen die GABA, -Untereinheit nachweisen,
wihrend zusétzliche Anti-GABA - Antikorper nur in Einzel-
fillen vorlagen [16]. Dementsprechend ist anzunehmen, dass
die relevanten Epitope primér in den GABA,, -Untereinheiten
lokalisiert sind, welche fiir die Substratbindung und Rezep-
torfunktion essentiell sind [37].

Enzephalitis mit Autoantikorpern gegen spannungs-
abhangige Kaliumkanale (VGKC) und VGKC-assoziierte
Proteine: LGI1 und CASPR2 Als Autoantikdrper gegen
spannungsabhingige Kaliumkanile (VGKC) bezeichnet man
die Gesamtheit aller Antikorper, die VGKC-Komplexe, wel-
che mit dem Schlangengift '*I-a-Dendrotoxin markiert sind,
aus Hirn-Homogenaten priizipitieren kénnen. '*I-co-Dendro-
toxin bindet spezifisch an die a-Untereinheiten K 1.1, K 1.2
und K 1.6 der Kaliumkanile. Erst 2010 stellte sich heraus,
dass die bei Patienten mit ,,VGKC-Antikorper-assoziierten®
Syndromen nachgewiesenen Autoantikorper nur in ca. 3%
direkt gegen diese Kaliumkanal-Untereinheiten gerichtet
sind [95-101]. Tatsdchlich sind die relevanten Epitope zu
etwa 80% in VGKC-assoziierten Proteinen lokalisiert, die
bei der konventionellen Antikdrperbestimmung koprézipitiert
werden. Hierbei handelt es sich vorrangig um LGI1 (leucine-
rich glioma-inactivated protein 1) und CASPR2 (contactin-
associated protein 2), seltener um TAG]1 (transient axonal
glycoprotein/contactin-2). Etwa 15% bis 20% der Antikorper
binden an noch nicht identifizierte Antigene oder sind mit
den bislang verfiigbaren Testsystemen nicht monospezifisch
nachweisbar [17-19, 29, 102].

Autoantikorper gegen LGI1 finden sich nahezu aus-
schlieflich bei Patienten mit limbischer Enzephalitis (ca.
65% Minner, Durchschnittsalter 60 Jahre). Hauptsymptome
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sind epileptische Anfille, Gedidchtnisdefizite, Verwirrtheit
und Desorientiertheit. Zusétzlich kommt es zum Auftreten
von Hyponatridmie, Myoklonien, Schlafstérungen und
(seltener) zu Dysautonomien, neuropathischen Schmerzen,
Neuromyotonie oder Gewichtsverlust [17, 19, 103]. Bei
einer relativ geringen Anzahl von Patienten treten im Pro-
dromalstadium kurze, myokloniforme Bewegungen im
Bereich des Gesichtes sowie der Arme und Beine auf, vor
deren Beginn, &hnlich wie bei tonischen Anfillen, eine
Abnahme der Amplituden im Video-EEG feststellbar ist
[28, 104]. Diese Episoden konnen bereits friihzeitig einen
diagnostischen Hinweis auf das Vorliegen einer Anti-LGI1-
assoziierten Enzephalitis geben, so dass (einhergehend mit
der serologischen Verifizierung) durch einen unverziiglichen
Therapiebeginn der Progression des Syndroms entgegen-
gewirkt werden kann. Im Vergleich zu Enzephalitisformen mit
anderen Antikorperspezifititen ist bei Anti-LGI1-Positivitit
die Hiufigkeit von Tumoren (Schilddriisenkarzinom, klein-
zelliges Bronchialkarzinom, Nierenzellkarzinom, Ovarial-
teratom und Thymom) mit 0% bis 10% gering (Tabelle 1).
Bei mehr als der Hilfte der Betroffenen zeigen sich T2-
Signalintensititen des medialen Temporallappens im MRT
(56%—-84%) sowie EEG-Abnormalititen (76%). Der
Liquorbefund ist in der Regel unauffillig, nur selten findet
sich eine lymphozytire Pleozytose oder Eiweilerhdhung.
Immuntherapien bewirken in etwa 80% der Fille eine weit-
gehende bis vollstandige Riickbildung der Symptome, wobei
die Antikorpertiter mit der sinkenden Krankheitsaktivitit
korrelieren. Die Wahrscheinlichkeit von Rezidiven liegt unter
20% und die Letalitétsrate betrdgt ca. 2 bis 6% [17, 19, 28].

Pathophysiologisch konnte die Antikorper-vermittelte
Beeintrichtigung der LGI1-Funktion zu einer gesteigerten
Erregbarkeit fiihren und entsprechend der vorrangig
hippocampalen Lokalisation des Antigens in der Symptomatik
einer limbischen Enzephalitis resultieren. In Entsprechung
hierzu sind Mutationen im LGI/-Gen, die eine Sekretions-
bzw. Funktionsstorung von LGI1 verursachen, mit einem
erblichen epileptischen Syndrom (ADLTE bzw. ADPEAF)
assoziiert [42, 105-107]. Dariliber hinaus geht die Inak-
tivierung des LGII-Gens mit letaler Epilepsie sowie einer
Hypomyelinisierung im peripheren und zentralen Nerven-
system einher [48, 108].

Autoantikorper gegen CASPR2 finden sich ebenfalls
bei Patienten mit limbischer Enzephalitis, treten aber
mehrheitlich im Zusammenhang mit einer erworbenen
Neuromyotonie oder dem Morvan-Syndrom auf. Betroffen
sind vor allem Ménner (ca. 85%) im Alter von durchschnitt-
lich 60 Jahren. Kernsymptom der Neuromyotonie ist die
periphere neuronale Hyperexzitabilitit, die beim Morvan-
Syndrom zudem mit zentralnervésen Stérungen wie Gedécht-
nisdefiziten, Anfillen, Verwirrtheit, Desorientiertheit,
Halluzinationen, Schlaflosigkeit, Gewichtsverlust und einer
Hyponatramie vergesellschaftet ist [18, 19, 29]. Angaben
zur Héufigkeit assoziierter Tumore (meist Thymome) diver-
gieren in unterschiedlichen Untersuchungskollektiven (0 bis
35%) (Tabelle 1). Bei Patienten ohne Tumor fiihren immun-
modulatorische Interventionen und symptomatische Behand-
lung in der Regel (80%) zu einer erheblichen Besserung von

Symptomen und Prognose [18, 19, 62]. Paraneoplastische
Fille scheinen hingegen mit geringem oder ausbleibendem
Therapieerfolg und einer schlechten Prognose mit moglichem
letalen Verlauf verbunden zu sein. [19].

Hinsichtlich der Pathophysiologie wird vermutet, dass
CASPR2-Autoantikérper zu einer quantitativen Abnahme
von CASPR2-VGKC-Komplexen auf den Axonen peripherer
Nerven und somit zu der fiir Neuromyotonie typischen
neuromuskulidren Hyperexzitabilitit fithren [19, 109]. In Ent-
sprechung hierzu treten im Zusammenhang mit Mutationen
oder Polymorphismen des CASPR2-kodierenden Gens
(CNTNAP2) Symptome #hnlich denen von Anti-CASPR2-
positiven Patienten auf, beispielsweise fokale Epilepsie oder
neuropsychiatrische Veridnderungen [110, 111].

Diagnose

Die Diagnostik der limbischen Enzephalitis mit Auto-
antikorpern gegen neuronale Oberflichenantigene basiert
zundchst auf der Kombination aus dem charakteristischen
klinischen Bild sowie gegebenenfalls stiitzenden Befunden
aus MRT (temporomediale FLAIR-/T2-Signalanhebung),
EEG (temporaler Fokus oder generalisierte Verlangsamung)
und Liquoruntersuchung (lymphozytire Pleozytose, Pro-
teinerhdhung, oligoklonale Banden). Aufgrund der Uber-
lappung Kklinischer Symptome erfolgt die endgiiltige
Diagnosestellung durch den monospezifischen Nachweis
von Serum- oder Liquorantikorpern gegen Glutamat-Rezep-
toren (Typen NMDA und AMPA), GABA ,-Rezeptoren, LGI1
oder CASPR2. Ein positiver serologischer Befund sollte
immer eine intensive Tumorsuche nach sich ziehen (Tabelle
1). Da die Moglichkeit besteht, dass bei initial negativem
onkologischen Befund ein Tumor erst Monate nach den
ersten neurologischen Symptomen oder einhergehend mit
Rezidiven identifiziert wird, sollten iiber einen Zeitraum
von mindestens zwei Jahren periodische Wiederholungen
von MRT- und Ultraschall-Untersuchungen ein Bestandteil
der Nachsorge sein [14, 21, 68]. Eine friihzeitige Diagnose-
stellung einschlieBlich addquater Laboranalyse ist von hoher
prognostischer Relevanz, da die meisten Patienten gut auf
frithe immuntherapeutische Maflnahmen (Corticosteroide,
Plasmapherese, intravendse Immunglobuline, Rituximab,
Cyclophosphamid u.a.) und, im Falle von Neoplasien, auf die
Tumorentfernung ansprechen [14-20, 62, 73].

Als Differentialdiagnosen miissen vor allem infektitse
Enzephalitiden (z.B. HSV-Enzephalitis) [112, 113] sowie
diverse autoimmune Atiologien mit neuropsychiatrischen
Manifestationen in Betracht gezogen werden. Zu letzteren
zdhlen neben Enzephalitiden mit klassischen paraneo-
plastischen  Autoantikdrpern (gegen intrazelluldre
onkoneuronale Antigene: Hu, Ma, CV2, Amphiphysin) auch
der neuropsychiatrische Lupus, das Sjogren-Syndrom, die
Hashimoto-Enzephalopathie, das Anti-Phospholipidsyndrom,
metabolische Enzephalopathien, das Korsakow-Syndrom,
die primire Angiitis des ZNS und andere [2, 3, 61, 62, 114].
Nicht selten fiihren die Symptome zur Verdachtsdiagnose
einer drogen- oder medikamenteninduzierten Psychose (z.B.
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malignes neuroleptisches Syndrom). In Féllen von Anti-
Glutamat-Rezeptor-(Typ NMDA)-Enzephalitis wurde das
Krankheitsbild zunichst als ,,idiopathische Enzephalitis mit
psychiatrischen Manifestationen und Dyskinesien® oder als
“Enzephalitis lethargica* klassifiziert [20, 115, 116].

Serologische Labordiagnostik

Fluoreszenz- oder lichtmikroskopische Immunhistochemie
und Immunzytochemie sind die primdr angewandten
Methoden zur Bestimmung von Autoantikdrpern gegen
Antigene der neuronalen Zelloberflache. Die Prisenz dieser
Antikorper in Serum- oder Liquorproben erzeugt (i) auf Gewe-
beschnitten des Rattenhirns eine charakteristische Anfirbung
(Cerebellum, Hippocampus, ,,Anti-Neuropil-Antikorper®),
(ii) eine Oberflachenfirbung kultivierter Hippocampus-
Neuronen (Anti-CASPR2-Antikorper: Fiarbung der Juxta-
paranodien peripherer Nerven) und (iii) Reaktivitit mit
spezifisch transfizierten humanen embryonalen Nierenzellen
(HEK) (Abbildung 1) [14-19, 74].

Die Gewebe- und Zellsubstrate neuronalen Ursprungs
(i, ii) enthalten die in nativer Form exprimierten Zielmolekiile
mit in-situ-Lokalisation an der Neuronenoberfliche, ver-
bunden mit maximal authentischer Antigen-Darstellung
(Konformationsepitope), charakteristischem Bindungsmuster
und hoher diagnostischer Sensitivitit. Ein eindeutiger Riick-
schluss auf das jeweilige Zielantigen bzw. eine zuverldssige
Differenzierung der unterschiedlichen Autoantikorper ist
mittels dieser Substrate jedoch nicht uneingeschrinkt moglich,
da sich die Bindungsmuster zum Teil nur geringfiigig von-
einander unterscheiden und die Musterinterpretation durch
mogliche parallele Autoreaktivititen gegen andere neuronale
oder nukledre Targets (z.B. ANA) erschwert sein kann. Die
Kenntnis des Zielantigens ist jedoch von groBer klinischer
Bedeutung, da das therapeutische Vorgehen und die Tumo-
rassoziation zwischen den verschiedenen Enzephalitisformen
variieren (Tabelle 1).

Rekombinante humane Zelllinien (iii), welche das zu unter-
suchende Antigen auf der Zelloberfldche exprimieren, sind fiir
den hochsensitiven, monospezifischen Antikdrpernachweis
optimal als Substrat geeignet. Die Ziel-Molekiile benétigen
als Membran-assoziierte Proteine (Rezeptoren/lonenkanile
und assoziierte Faktoren) hinsichtlich ihrer Synthese und
Prisentation ein moglichst authentisches Expressions- und
Detektionssystem. Fiir maximale Sensitivitdt und Spezifitit
lasst man die transfizierten Zellen selektiv diejenigen Antigen-
komponenten exprimieren, welche die immunologisch
relevanten Epitope enthalten: die NRI1-Untereinheit von
Glutamat-Rezeptoren (Typ NMDA) [14, 22], GluR1- und
GluR2-Untereinheiten von  Glutamat-Rezeptoren (Typ
AMPA) [15], die B1- Untereinheit von GABA,-Rezep-
toren [16] sowie die VGKC-assoziierten Proteine LGI1 und
CASPR2 [17-19]. Die rekombinanten zellbasierten Assays
waren frilher nur wenigen spezialisierten Forschungs-
laboren vorbehalten, da diese Methode mit aufwendigen
molekularbiologischen und immunologischen Techniken
verbunden ist. Zudem sind die Langzeitkultivierung der

Zelllinien und deren Transfektion zu Beginn jeder Testreihe
nicht nur arbeits- und zeitintensiv, sondern konnen auch die
Reproduzierbarkeit der Analysen beeintrichtigen. Durch die
Entwicklung standardisierter Testsysteme auf BIOCHIP-
Basis kann das Nachweisverfahren mittlerweile aber in
jedem Labor angewandt werden, in dem die indirekte Immun-
fluoreszenz etabliert ist [74, 117-120]. Eine umfassende
Serodiagnostik mit transfizierten Zellen und ZNS-Geweben
als Zielsubstraten ermoglicht einerseits die Differenzierung
der symptomatisch iiberlappenden Enzephalitis-Subtypen,
andererseits deren differentialdiagnostische Abgrenzung zur
infektiosen Enzephalitis und zu Syndromen mit klassischen
paraneoplastischen Autoantikérpern oder anderen auto-
immunen Atiologien.

Eine diagnostische Besonderheit betrifft den Nachweis
von Antikorpern gegen Antigene des VGKC-Komplexes.
Da diese zu ca. 80% gegen die VGKC-assoziierten Pro-
teine LGI1 oder CASPR2 gerichtet sind, empfiehlt es sich,
die Patientenproben zunichst monospezifisch mittels rekom-
binanter Zellsubstrate auf ihre Reaktivitit gegen LGI1 bzw.
CASPR?2 zu untersuchen. Fillt dieser Nachweis negativ aus,
ist zusétzlich ein Radioimmunoassay durchzufiihren, d.h. eine
Immunprizipitation '»I-o-Dendrotoxin-markierter VGKC-
Komplexe aus Hirn-Homogenaten. Auf diese Weise werden
zusitzlich auch solche Antikorper erfasst, die sich gegen die
Kaliumkanal-Untereinheiten K 1.1, K 1.2 und K 1.6 oder
gegen weitere, bislang nicht identifizierte VGKC-Komplex-
Proteine richten [19].

Eine Quantifizierung der Antikorpertiter bzw. ein Titerver-
gleich zwischen Verlaufsproben kann anhand der spezifischen
Fluoreszenzintensititen im indirekten Immunfluoreszenztest
(ITFT) vorgenommen werden. Héufig geht eine Verringerung
der Antikorpertiter mit der klinischen Besserung einher
[14, 15, 20, 22, 28, 73]. Da die Moglichkeit einer intra-
thekalen Antikorpersynthese bei gleichzeitig niedrigem oder
negativem Serumtiter besteht, sollten Serum- und Liquor-
proben stets parallel analysiert werden. Die Einbeziehung
des Liquors ist von besonderer Bedeutung bei der Unter-
suchung von Antikorpern gegen Glutamat-Rezeptoren (Typ
NMDA), sowie generell bei Patienten mit bereits begonnener
Plasmapherese-Therapie [14, 16, 65].

Pravalenz anti-neuronaler Autoantikérper

Um die relative Haufigkeit von Antikérpern gegen neuronale
Oberflachenantigene zu untersuchen, wurden im klinisch-
immunologischen Laboratorium des Letztautors im Zeitraum
von Oktober bis Dezember 2010 sédmtliche Befunde ana-
lysiert, die aus 2716 Einsenderauftrigen zur Bestimmung
anti-neuronaler Autoantikorper resultierten. Der Nachweis der
Autoantikorper (IgG) in Serum- und Liquorproben erfolgte
mit multiparametrischen Testsystemen im IIFT (Abbildung
2). Zur Herstellung monospezifischer Zellsubstrate wurden
cDNS-Fragmente generiert, welche fiir die jeweiligen
Zielantigene kodieren: Glutamat-Rezeptor (Typ NMDA;
Untereinheit NR1), Glutamat-Rezeptor (Typ AMPA; Unter-
einheiten GluR1/GluR2), GABA-Rezeptor (Untereinheit
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A Anti-NMDAR- B Anti-AMPAR: C Anti-GABAgR: D Anti-LGI1: E Anti-CASPR2:
Enzephalitis Limbische Limbische Limbische Neuromyotonie
Enzephalitis Enzephalitis Enzephalitis

Hippocampus

Cerebellum

NMDAR (NR1)

AMPAR (GIuR2)

GABAgR

LG

CASPR2

Abbildung 1 Nachweis von Autoantikorpern gegen neuronale Oberflichenantigene durch indirekte Immunfluoreszenz. Antigensubstrate:
Hippocampus (Gefrierschnitt; Ratte), Cerebellum (Gefrierschnitt; Ratte), transfizierte HEK293-Zellen mit Oberflichenexpression der rekom-
binanten Zielantigene.

(A) Autoantikorper gegen Glutamat-Rezeptoren (Typ NMDA): Fluoreszenz des Stratum moleculare des Hippocampus (Neuropilfirbung)
sowie der Neuronenkerne des Stratum granulosum des Cerebellum, monospezifischer Nachweis mit NR1-transfizierten HEK293-Zellen. (B)
Autoantikorper gegen Glutamat-Rezeptoren (Typ AMPA): Fluoreszenz des Stratum moleculare des Hippocampus (Neuropilfirbung), der
Strata moleculare und granulosum des Cerebellum sowie der Purkinjezellen; monospezifischer Nachweis mit GluR1/GluR2-transfizierten
HEK293-Zellen. (C) Autoantikorer gegen GABA,-Rezeptoren: grobgranulire Fluoreszenz des Stratum moleculare des Hippocampus
(Neuropilfarbung) und des Cerebellum; zusitzlich fleckige Fluoreszenz des Stratum granulosum des Cerebellum; monospezifischer
Nachweis mit GABA, -transfizierten HEK293-Zellen. (D) Autoantikorper gegen LGI1: feingranuldre Fluoreszenz des Stratum moleculare
des Hippocampus (Neuropilfirbung) und des Cerebellum; duBlere Molekularschicht des Hippocampus reagiert stirker als die innere; zusitz-
lich fleckige Fluoreszenz des Stratum granulosum des Cerebellum; monospezifischer Nachweis mit LGI1-transfizierten HEK293-Zellen. (E)
Autoantikorper gegen CASPR2: Fluoreszenz des Stratum moleculare des Hippocampus (Neuropilfarbung) und des Cerebellum; zusétzlich
fleckige Fluoreszenz des Stratum granulosum des Cerebellum; monospezifischer Nachweis mit CASPR2-transfizierten HEK293-Zellen.
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A BIOCHIP-Mosaik
Anti-neuronale Antikorper

Hippocampus
Cerebellum

Nerv

Gewebeschnitte

Darm

GADG65

NMDAR (NR1)
AMPAR (GIuR1)
AMPAR (GIuR2)
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LGN
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CASPR2
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Objekt- und Reagenztrager

C Inkubationsprinzip

Abbildung 2 Multiparametrischer Nachweis anti-neuronaler Autoantikorper.

(A) BIOCHIP-Mosaik mit Gewebeschnitten und transfizierten Zellen. Die Mosaiken sind reihenformig auf den Stegen eines Objekttragers
angeordnet. (B) Diese Stege ragen nach unten in die zehn rinnenférmigen Reaktionskammern eines Reagenztrigers, so dass die BIOCHIP-
Oberflachen und Antigensubstrate mit den Reagenzien in Kontakt kommen (Aufsicht). Auf diese Weise konnen zehn Patientenproben parallel
inkubiert werden. (C) Die Inkubation erfolgt auf einem Wippschiittler, um eine kontinuierliche Konvektion der Reagenzien und eine gleich-
miBige Benetzung aller BIOCHIPs zu gewihrleisten (EUROTIDE-Prinzip, seitliche Ansicht). Dies fiihrt zu verkiirzten Reaktionszeiten,
verstirkten Fluoreszenz-Signalintensititen, einheitlicher Anfirbung und zur Reduktion von Inkubationsartefakten. (GAD65: Glutamat-
Decarboxylase Isoform 65; AQP4: Aquaporin-4; GlyR: Glycin-Rezeptor).

B1), LGI1 (membranstindiges Fusionsprotein), CASPR2,
GADG65, Aquaporin-4 und Glycin-Rezeptor. Nach Insertion
der ¢cDNS in eukaryotische Expressionsvektoren wurden
HEK?293-Zellen mit den Plasmiden transfiziert, auf Deck-
gldsern ausgesit und nach 48 Stunden fixiert. Anschlieend
erfolgte die Unterteilung der Deckglidser in millimetergrofle
Fragmente (BIOCHIPs), die auf den Stegen von Objekt-
trigern reihenformig zu Mosaiken zusammengesetzt wurden.
Das Substratspektrum der Mosaiken beinhaltete neben den
verschiedenen rekombinanten Zelllinien auch Gefrierschnitte
neuronaler Gewebe (Hippocampus, Cerebellum, Nerv und
Darm) [117-119]. Optimierte Reaktionsbedingungen bei
der Assay-Inkubation wurden durch die EUROTIDE-Tech-
nologie gewihrleistet, bei der die Reaktion im Analyseansatz
durch eine forcierte Konvektion unterstiitzt wird (Abbildung
2) [121].

Die Identifizierung klassischer paraneoplastischer Auto-
antikorper (Anti-Hu, -Yo, -Ri, -Ma, -CV2, -Amphiphysin)
basierte auf dem Vorliegen des jeweils charakteristischen
Fluoreszenzmusters auf verschiedenen diagnostisch relevan-
ten Geweben (IIFT) parallel zur Reaktivitidt im monospezi-
fischen Linienblot-Assay. In die Auswertung einbezogen
wurden nicht nur die entsprechend Analyseauftrag angefragten
Parameter (Hauptbefunde), sondern auch anti-neuronale

Reaktivititen, die stattdessen oder zusitzlich nachgewiesen
wurden (Nebenbefunde).

Unter den 2716 Serum-/Liquorproben fanden sich 108
Fille mit anti-neuronalen IgG-Antikérpern, davon 68 mit
Antikorpern gegen eines der neuronalen Oberflachen-
antigene (Gruppe A, 63%), 33 mit Antikorpern gegen ein
intrazelluldres onkoneuronales Antigen (Gruppe B, 31%) und
7 mit Antikorpern gegen mehrere Zielantigene (Gruppe C,
6%) (Tabelle 3, Abbildung 3). Bezogen auf diese positiven
Proben betrug die Hiufigkeit von Reaktivititen gegen
Antigene der Neuronenoberfliche (Gruppen A und C) 67%
(72/108) und entsprach somit fast der zweifachen Privalenz
klassischer paraneoplastischer Autoantikérper (Gruppen B
und C), die nur 35% (38/108) der Positivbefunde ausmachten.
Ein moglicher Bias aufgrund der Laborspezialisierung sowie
des Neuheitscharakters der Gruppe-A-Parameter kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden.

Autoantikorper mit Bindungsspezifitit fiir Glutamat-
Rezeptoren (Typ NMDA) wurden anteilig am hiufigsten nach-
gewiesen (45/108, 42%). Mit absteigender Pridvalenz traten
Reaktionen gegen CASPR2 (13/108, 12%), LGI1 (12/108,
11%), Hu (11/108, 10%), Ri (10/108, 9%), Yo (9/108, 8%),
CV2 (7/108, 6%), GABA-Rezeptor (4/108, 4%), Ma (2/108,
2%), PCA-2 (1/108, 1%) und Amphiphysin (1/108, 1%) auf.
Autoantikorper gegen Glutamat-Rezeptoren (Typ AMPA)
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Tabelle 3 Privalenz anti-neuronaler IgG-Autoantikorper. Die
Angaben (%) beziehen sich auf 108 Positivbefunde in einem
Untersuchungszeitraum von 3 Monaten.

Autoantikorper Positivbefunde (n=108)

A. Autoantikorper gegen neuronale

Oberflichenantigene
NMDAR 41 (38.0%)
AMPAR -
GABA_R 3 (2.8%)
LGII 12 (11.1%)
CASPR2 12 (11.1%)
Gesamt 68 (63.0%)

B. Klassische paraneoplastische

Autoantikorper
Hu 6 (5.6%)
Yo 9 (8.4%)
Ri 10 (9.3%)
Ma 2 (1.8%)
PCA-2 1 (0.9%)
CV2 4 (3.7%)
Amphiphysin 1 (0.9%)
Gesamt 33 (30.6%)

C. Simultaner Nachweis zweier

anti-neuronaler Autoantikorper
NMDAR/GABA R 1 (0.9%)
NMDAR/CASPR2 1 (0.9%)
NMDAR/Hu 2 (1.8%)
Hu/CV2 3 (2.8%)
Gesamt 7 (6.4%)

wurden im zugrundeliegenden Untersuchungszeitraum in
keiner der Proben detektiert (Tabelle 3, Abbildung 3).

Bei 33% (24/72) der Befunde mit Autoantikorpern gegen
neuronale Oberfldchenantigene und 26% (10/38) der Befunde
mit klassischen paraneoplastischen Autoantikorpern wurden

die positiven Reaktionen durch einen anderen als den laut
Analyseauftrag erwarteten Autoantikorper hervorgerufen. Ins-
gesamt stellten 31% (33/108) aller positiven Analyseresultate
derartige Nebenbefunde dar (Tabelle 4). Der grofie Anteil
relevanter Nebenbefunde unterstreicht die Bedeutung einer
multiparametrischen Antikorperdiagnostik bzw. der Erstellung
von Antikorper-Profilen bei der Autoimmun-Enzephalitis:
Ohne eine iiber die erwarteten Parameter (Analyseauf-
trag) hinausgehende Serologie wiren die als Nebenbefunde
festgestellten Reaktivititen nicht erfasst worden. Da der
tiberwiegende Anteil der Nebenbefunde (71%, 24/34) auf
Antikorper gegen neuronale Oberflichenantigene entfiel,
ist zu vermuten, dass diese neuen Parameter aufgrund ihres
eingeschrinkten Bekanntheitsgrades in noch unzureichendem
Mab in Erwidgung gezogen und demzufolge die assoziierten
Autoimmunerkrankungen bislang unterdiagnostiziert werden.
Die hier vorgestellten, vergleichsweise hohen Privalenzen
von Autoantikdrpern gegen Rezeptoren/lonenkandle der
Neuronenoberfliache lassen auf die hohe Relevanz schlief3en,
die ihrem Nachweis im Verdachtsfall einer Autoimmun-
Enzephalitis zukommt. Mit rekombinanten zellbasierten
BIOCHIP-Mosaiken kann die Reaktivitit einer Patienten-
probe auf verschiedenen Substraten im selben Ansatz
untersucht und differentialdiagnostisch relevante Auto-
antikorper sofort erfasst bzw. ausgeschlossen werden.

Fazit und Ausblick

Seit vor vier Jahren die Anti-Glutamat-Rezeptor (Typ
NMDA)-Enzephalitis einschlieflich des zur Befunderhebung
notwendigen rezeptorspezifischen Antikorpernachweises
erstmalig beschrieben wurde, haben auch Autoantikorper
gegen weitere neuronale Oberflichenantigene Eingang in
die Diagnostik der autoimmunen limbischen Enzephalitis

Anti-NMDAR/Anti-Hu Anti-Hu/Anti-CV2
Anti-NMDAR/Anti-CASPR2
Anti-NMDAR/Anti-GABAgR —\\ A\ | Anti-Hu

Anti-CASPR2

Anti-LGI1

Anti-GABAgR
Anti-AMPAR

Anti-Yo

Anti-Ri

Anti-Ma
| Anti-PCA-2

) Anti-CV2
" Anti-Amphiphysin

Anti-NMDAR

Abbildung 3 Relative Héufigkeiten anti-neuronaler IgG-Autoantikdrper (n=108; numerische Angaben in Tabelle 3).
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Tabelle 4 Diskrepanzen zwischen angeforderten (Analyseauftrag) und nachgewiesenen anti-neuronalen Autoantikorpern. Bei 33 von 108
untersuchten Proben (31%) zeigte sich in der multiparametrischen Testung ein anderer als der angefragte Autoantikorper.

nachgewiesen  Autoantikorper gegen neuronale Klassiche paraneoplastische Kombination
Oberflachenantigene Autoantikorper

angefordert NMDAR GABA,R LGIl CASPR2 Hu Yo Ri PCA2 CV2 NMDAR/Hu
Autoantikorper gegen (anderes) - 1 1 1 - 2 - - - -
neuronales Oberflichenantigen
(Anderer) klassischer 7 - 1 4 - 2 1 - 1 1
paraneoplastischer Autoantikorper
Sonstige® 6 - - 2 1 - 1 1 - -
*Anti-Aquaporin-4; Anti-Myelin-assoziiertes Glykoprotein.
gefunden. Die Identifizierung der Zielantigene ging mit einer 4. Graus F, Saiz A, Dalmau J. Antibodies and neuronal autoimmune

raschen Entwicklung von standardisierten Testsystemen
einher, unter denen insbesondere Assays mit spezifisch trans-
fizierten Zellsubstraten eine hoch sensitive und spezifische
Antikorperbestimmung in Serum und Liquor ermdglichen.
Als Folge konnen die assoziierten, potentiell fatal ver-
laufenden Erkrankungen bei immer mehr Patienten friihzeitig
diagnostiziert und therapiert werden — mit dem hiufigen
Resultat einer teilweisen bis vollstindigen Genesung, ver-
bunden mit geringeren Letalitdtsraten.

Auch in Zukunft ist es wichtig, den Bekanntheitsgrad
dieser Parameter weiter zu steigern, ihre Beriicksichtigung
bei der neurologischen Differentialdiagnose zu forcieren
und das diagnostische Potential multiparametrischer Test-
systeme zur Erstellung von Antikorper-Profilen stirker zu
nutzen. Angesichts kontinuierlicher Bemiihungen, Ziel-
strukturen auf der Neuronenoberfliche zu erkennen und
priziser zu charakterisieren, ist die diagnostische Etab-
lierung weiterer serologischer Marker zur Differential-
diagnose der Autoimmun-Enzephalitis in absehbarer Zeit
sehr wahrscheinlich.
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