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Abstract (Deutsch)

Hintergrund:
Neuronale Autoantikérper kdénnen bei klassischen paraneoplastischen neurologischen

Syndromen, jedoch auch auBerhalb von Tumorerkrankungen auftreten. Sie kénnen gegen
intra- oder extrazellulare Antigene gerichtet sein und unterscheiden sich im
Pathomechanismus, der Tumorassoziation und dem Therapieansprechen. Antikdrper gegen
extrazellulare neuronale Oberflachenproteine wurden bei einer groBen Anzahl von Patienten
mit Tumorerkrankungen, einschlieB3lich dem malignem Melanom, gefunden. Ihr Auftreten war
dabei mit kognitiven Defiziten assoziiert und es fanden sich insbesondere Antikérper gegen
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDAR) vom IgA- und IgM-Isotyp. Bisher wurden diese
Antikérper bei Patienten mit unklassifizieten Demenzen, aber auch bei gesunden
Kontrollprobanden und bei anderen neurologischen Erkrankungen beschrieben. Prospektive
systematische Untersuchungen Uber deren Auswirkungen auf kognitive Funktionen liegen
bislang nicht vor.

Methodik:

In dieser Querschnittsstudie sollte an 157 Patienten mit malignem Melanom die Seropravalenz
neuronaler Autoantikérper untersucht werden. Zur Testung auf neuronale Antikérper im Serum
wurden Zell-basierte Immunfluoreszenz-Verfahren mit Human-Embryonic-Kidney(HEK)293-
Zellen und neuronale Gewebsfarbungen verwendet. Ein Teil der Patienten erhielt zudem eine
detaillierte neurologische und neuropsychologische Untersuchung, wobei Patienten mit
potentiellen Stérfaktoren fir die kognitive Leistung (Hirnmetastasen, Depression oder
Schlaganfall) ausgeschlossen wurden.

Ergebnisse:
Neuronale Antikérper konnten bei 22,3% der Melanom-Patienten nachgewiesen werden.

Insgesamt traten bei 17,8% der Patienten Antikérper gegen neuronale Oberflachenantigene
auf. Am haufigsten lagen Antikérper gegen NMDAR vom IgA- und IgM-Isotyp vor (bei
insgesamt 15,9%). Antikbrper gegen intrazellulare Antigene fanden sich bei 6,5% der
Patienten. Nach den Kriterien der International Cognition and Cancer Task Force (ICCTF)
hatten 36,9% der 84 neuropsychologisch getesteten Patienten eine kognitive
Beeintrachtigung. Interessanterweise zeigten Antikdrper-positive Patienten haufiger eine
kognitive Beeintrdchtigung gegenuber Antikdrper-negativen Patienten (57,1% vs. 30,2%,
Odds Ratio: 3,1, 95%Cl: 1,1-8,6; p=0,037). Antikdrper-positive Patienten wiesen dariiber
hinaus im Vergleich zu AntikGrper-negativen Patienten signifikant h&ufiger Defizite in
kognitiven Untertests sowie einen signifikant geringeren kognitiven Gesamtscore auf.

Betroffene kognitive Doménen waren dabei das visuelle Gedéchtnis, das Arbeitsgedachtnis



sowie Aufmerksamkeits- und Exekutivfunktion. Ahnliche Ergebnisse folgten aus einer
Subgruppenanalyse mit den NMDAR-Antikdrper-positiven Patienten. Bei diesen Patienten
wurde zusatzlich eine Titer-abhangige Zunahme des Auftretens kognitiver Beeintrachtigungen
erkennbar. Eine positive Anamnese fir Autoimmunerkrankungen war signifikant haufiger mit
einem NMDAR-Antikérper-Nachweis assoziiert. Auch wiesen Patienten unter der Therapie mit
dem Immuncheckpoint-Inhibitor Ipilimumab signifikant haufiger neuronale Antikérper auf.
Antikérper gegen intrazelluldre Antigene waren dagegen mit Auffalligkeiten in der
neurologischen Untersuchung verbunden.

Schlussfolgerung:

Zusammenfassend zeigte sich, dass neuronale Antikdrper einen mdglichen Faktor in der
Pathogenese von Tumor-assoziierten kognitiven Defiziten darstellen. AuBerdem lasst sich
schlussfolgern, dass bei kognitiven und neurologischen Auffalligkeiten bei Melanom-Patienten
eine neuronale Antikérperdiagnostik in der diagnostischen Aufarbeitung erwogen werden
sollte.

Abstract (English)

Background:
Neuronal autoantibodies can occur in classical paraneoplastic neurologic syndromes with

tumors but also without an underlying tumor disease. They can be directed against intracellular
or extracellular antigens. Recently, a high frequency of antibodies against extracellular
neuronal surface antigens has been identified in a retrospective study of tumor patients
including melanoma patients. Antibody occurrence was associated with cognitive deficits. Most
frequently detected antibodies were directed against N-methyl-D-aspartate-receptors
(NMDAR) and consisted of the IgA and IgM isotypes. Prior to that, these antibodies had been
found in patients with unclassified dementias but also in healthy control groups or patients with
other neurologic diseases. So far, there are no systematic prospective investigations about
their effects on detailed cognitive functions.

Methods:

In this cross-sectional study including 157 patients with malignant melanoma the prevalence
of neuronal autoantibodies was examined by serum testing using cell-based
immunofluorescence assays with human embryonic kidney(HEK)293 cells and neuronal tissue
staining. Additionally, a neuropsychological and a neurologic examination was performed in a
subgroup of patients. Antibody-positive and antibody-negative patients were compared after
exclusion of patients with confounders for the cognitive performance (brain metastases,

depression or stroke).



Results:

Neuronal antibodies were found in 22.3% of melanoma patients. Antibodies against neuronal
surface antigens were observed in 17.8% of all patients and mainly consisted of IgA or IgM
antibodies against NMDAR (15.9%). Antibodies against intracellular antigens were present in
6.5% of the patients. In the group of the 84 neuropsychologically tested patients 36.9% had
cognitive impairment following the International Cognition and Cancer Task Force (ICCTF)
criteria. Interestingly, there was a higher risk for cognitive impairment in antibody-positive
patients compared to antibody-negative patients (57.1% vs. 30.2%, odds ratio: 3.1, 95%Cl:
1.1-8.6; p=0.037). Antibody-positive patients had significantly more deficits in cognitive
subtests and a significantly lower composite cognitive score versus antibody-negative patients.
Affected cognitive domains included visual memory, working memory, attention and executive
function. Similar results were present in a subgroup analysis of the NMDAR-antibody-positive
patients. These patients also showed a titer-dependent increase of cognitive impairment.
Neuronal antibodies were associated with coexisting autoimmune diseases and a therapy with
the checkpoint inhibitor Ipilimumab. On the other hand, antibodies to intracellular antigens
were significantly related to deficits in the neurologic exam.

Conclusion:

In summary, neurologic antibodies seem to contribute to the pathogenesis of cancer-related
cognitive impairment. Furthermore, melanoma patients should be tested for neuronal
antibodies in the diagnostic workup if there are signs for cognitive of neurologic deficits.



Manteltext

1 Einleitung

Antikérper gegen neuronale Antigene koénnen im Rahmen von paraneoplastischen
neurologischen Syndromen (PNS), jedoch auch auBerhalb von Tumorerkrankungen auftreten.
Sie kénnen eingeteilt werden in Antikdrper gegen neuronale Oberflachenstrukturen (neuronal
surface antibodies, NSAbs) und Antikérper gegen intrazellulare Antigene (antibodies against
intracellular antigens, AICAbs) [1]. Beim Nachweis von klassischen onkoneuralen AICAbs im
Rahmen eines PNS liegt in Gber 95% der Félle eine Krebserkrankung vor [2][3]. Zu den AICAbs
gehodren beispielsweise Anti-Hu-Antikérper oder Anti-Ma1-Antikérper, welche zumeist bei
Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom auftreten. Bei Patientinnen mit Anti-Yo-
Antikdrpern liegen wiederum in der Regel ein Mammakarzinom oder andere gynakologische
Tumoren vor [1]. Zu den auftretenden klassischen paraneoplastischen Syndromen (z.B. bei
Anti-Hu, Anti-Ma1/Ma2) zahlen u.a. die limbische Encephalitis, die paraneoplastische
Hirnstammencephalitis, die paraneoplastische Neuropathie oder die paraneoplastische
cerebelldre Degeneration (z.B. bei Anti-Yo, Anti-Ri, Anti-Tr).

NSAbs sind im Gegensatz zu AICAbs nur teilweise mit Tumoren assoziiert. Zu den NSAbs
gehoéren beispielweise die N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor(NMDAR)-Antikérper vom 1gG-
Isotyp. Deren Auftreten wurde erstmalig 2005 von Dalmau et al. bei Patientinnen mit
Ovarialteratomen und Enzephalitis im Liquor und Serum beschrieben [4]. Dabei ist die
Tumorassoziation bei dieser Antikdrper-vermittelten Enzephalitis im Vergleich zu klassischen
AICADs seltener und altersabhangig mit einer Haufung der Ovarialteratome zwischen dem 12.
und 45. Lebensjahr der betroffenen Frauen (bei circa 50%) [5][6]. Die Entdeckung der NMDAR-
Enzephalitis fuhrte in den darauf folgenden Jahren zu einer Expansion des Wissens um
autoimmunologisch vermittelte Enzephalitiden [7]. Im Zuge dessen wurden weitere, gegen
neuronale Oberflachenproteine gerichtete Antikérper identifiziert, welche sich haufig in Form
von spezifischen klinischen Syndromen présentieren [1]. Die unter den autoimmunen
Enzephalitiden am  h&ufigsten vorkommende NMDAR-Enzephalitis folgt einem
charakteristischen Verlauf. Zundchst kommt es oft zum Auftreten von Prodromalsymptomen
ahnlich einer viralen Infektion. Daraufhin folgen Verhaltensanderungen, Wahnvorstellungen,
Halluzinationen, epileptische Anfélle, Dyskinesien, Bewusstseinsminderung, Sprachstérungen
sowie autonome und kognitive Dysfunktionen (wie z.B. Gedéachtnisstérungen). Die Erkrankung
betrifft Frauen viermal haufiger als Manner. Sie tritt in 95% vor dem 45. Lebensjahr auf und
betrifft haufig auch Kinder [8]. Die Symptome kdnnen unter adaquater immunsuppressiver
Therapie vollstandig remittieren [9]. Bei einem groBBen Teil der Patienten kénnen jedoch

langfristige kognitive Defizite und auch strukturelle und funktionelle ZNS-Veranderungen



bestehen bleiben [10][11]. Weitere Beispiele flir NSAbs mit Tumorassoziationen sind
Antikdrper gegen Leucine-rich Glioma Inactivated 1 (LG-[1) und Gamma-
Aminobuttersdure(GABA)s-Rezeptoren. LG-I1-Antikérper, welche im Kontext einer limbischen
Enzephalitis mit faziobrachial-dystonen Anféllen auftreten, sind in 5-10% der Falle mit
Thymomen assoziiert [5]. Wiederum kann bei 50% der Patienten mit GABAg-Rezeptor-
Antikérpern und limbischer Encephalitis die Diagnose eines kleinzelligen Bronchialkarzinom
gestellt werden [5].

Die den neuronalen Antikdrpern zugrundeliegenden pathogenen Mechanismen unterscheiden
sich zwischen den Patienten mit NSAbs und denen mit AICAbs. Die bei Patienten mit
klassischen PNS auftretenden AICAbs zeigen keine direkte pathogene Aktivitat, sondern sind
vielmehr Surrogatparameter einer T-Zell-vermittelten antineuralen Immunreaktion [1].
AuBerdem werden bei Antikdrpern gegen intrazellulare synaptische Antigene wie Amphiphysin
oder Glutaminsaure-Decarboxylase 65 (GAD65), welche beim Stiff-person-Syndrom
vorkommen, auch direkte zytotoxische Effekte auf neuronale Zellen diskutiert [1].
Die pathogenen Effekte der NSAbs werden hingegen hauptséchlich durch direkte selektive
Bindung an die entsprechenden neuronalen Oberflachenstrukturen vermittelt. Dabei kommt es
bei IgG-Antikdrpern gegen NMDAR nach Bindung und Cross-Linking der Rezeptoren zu einer
zellularen Rezeptor-Internalisierung mit konsekutiver Verminderung der NMDAR-vermittelten
synaptischen Strédme [12]. Der Effekt ist nach Entfernung der Antikérper reversibel. Dieser
Pathomechanismus bedingt eine gestdrte synaptische Transmission der ubiquitar im Gehirn
vorkommenden NMDAR mit hoéchster Dichte im Hippocampus [13][14]. Eine Antikorper-
bedingte Stérung der NMDAR-Funktion beeintrachtigt den Mechanismus der
Langzeitpotenzierung und hat so Auswirkungen auf Verhalten und kognitive Funktionen wie
Lernen und Gedachtnis [15]. Aus der Stérung dieser NMDAR-vermittelten Funktionen lassen
sich auch die Symptome der NMDAR-Enzephalitis ableiten, deren klinisches Bild
Ahnlichkeiten zu Situationen mit NMDAR-Hypofunktion aufweist wie bei Anwendung des
NMDAR-Antagonisten Ketamin oder beim Vorliegen einer Schizophrenie [6].

Gegenliber den gut charakterisierten NMDAR-Antikérpern vom IgG-Isotyp werden auch
NMDAR-Antikorper vom IgA- und IgM-Isotyp beschrieben, welche beispielsweise bei einem
Teil von Patienten mit ,slow cognitive impairment® und unklassifizierten Demenzen
nachweisbar sind [16][17][18]. In retrospektiven Studien, welche das Auftreten neuronaler
Antikdrper bei verschiedenen Demenzformen untersuchten, fielen in den Untergruppen der
unklassifizierten Demenzen erhéhte NMDAR-Antikdrper-Préavalenzen auf (bei 60%, n=20 [17]
bzw. bei 100%, n=11) [18]). Diese Untergruppen zeichneten sich durch einen irregularen
Krankheitsverlauf mit subakutem Auftreten der Symptomatik, Symptom-Fluktuation oder
schneller -Progression sowie durch Liquorauffélligkeiten wie Pleozytose, gestdrter Blut-Hirn-



Schranke oder oligoklonaler Banden aus. Diese Zusammenhange und weitere atypische
Auffalligkeiten in der Bildgebung (begleitende Leukenzephalopathie, fokale oder schnell
progressive Atrophie, Glukose-Hypometabolismus ohne Atrophiezeichen) sprachen dabei
gegen die Zugehorigkeit zu einer der etablierten Demenzformen. Auch hatten NMDAR-
Antikdrper-positive Patienten signifikant seltener eine positive Familienanamnese fir Demenz
[17]. Bei einigen dieser Patienten mit hohem NMDAR-Antikdrpertiter war ein positives
Ansprechen der klinischen Symptomatik, funktioneller MRT-Parameter (Reduktion der zuvor
gesteigerten Konnektivitat des default mode network) und der metabolischen Funktion auf eine
Immuntherapie zu verzeichnen. In einer weiteren Fallsammlung von Patienten mit ,slow
cognitive impairment* unklarer Atiologie mit vorherrschenden  Stérungen des
Kurzzeitgedachtnisses, der  Aufmerksamkeits- und  Exekutivfunktionen  wurden
zugrundeliegende IgA-NMDAR-Antikérper in Serum und Liquor der Patienten beschrieben
[16]. Es konnte auch gezeigt werden, dass Serum von Patienten mit dem IgA-Isotyp ebenfalls
in der Lage war, NMDAR und weitere synaptische Proteine von der Oberflache muriner
hippocampaler Neurone zu entfernen und NMDAR-vermittelte Membranstréme zu hemmen.
Auch ergab sich nach Beginn einer immunsuppressiven Therapie eine partielle klinische
Remission sowie eine teilweise Verbesserung des cerebralen Glukosemetabolismus. In einer
weiteren Studie wurde darlUber hinaus beschrieben, dass IgA-, IgM- sowie IgG-NMDAR-
Antikérper bei Patienten mit Herpes-Encephalitis auftreten kénnen, wahrscheinlich als Folge
eines Immunmechanismus auf NMDAR-Antigen, welches im Rahmen der viralen Zelllyse
freigesetztes wird [19]. In dieser Arbeit wurde auch festgestellt, dass IgM-NMDAR-Antikérper
ebenso NMDAR und weitere synaptische Proteine von der neuronalen Membran reduzieren
kénnen. Auch Untersuchungen an induzierten humanen kortikalen Neuronen und murinen
kortikalen Neuronen konnten eine NMDAR-Internalisierung nach Inkubation mit IgA- und IgM-
NMDAR-Antikdrper-positivem humanen Serum nachweisen und es fanden sich reduzierte
Membranstrome Uber NMDAR in Xenopus laevis-Oozyten [20][21]. Eine andere Studie
konnten hingegen eine Bindung von IgA- und IgM-NMDAR-Antikérpern an lebende kultivierte
Neurone nur bei 4 von 11 positiv getesteten Seren neurologisch erkrankter Patienten
detektieren [22]. Es fand sich auch keine Antikdrper-bedingte Reduktion der NMDAR-Dichte
auf der Dendritenoberflache. Im Gegensatz zu IgG-NMDAR-Antikérpern bei der NMDAR-
Enzephalitis, welche gegen die aminoterminale Domé&ne des NMDAR in der Region
N368/G369 gerichtet sind, haben IgA/IgM-NMDAR-Antikérper eine variable Epitop-Spezifitat
[17][22][23]. In serologischen Untersuchungen an gesunden Probanden zeigten sich NMDAR-
Antikérper-Pravalenzen von 2,5% (nur IgM) [24] bis 7,0% (IgA, IgM, IgG) [25], in anderen
Untersuchungen an Blutspendern wiederum von 8,5% bis 10,8% der Untersuchten (IgA, IgM,
lgG) [20][26]. Bei weiteren Grunderkrankungen wie Schizophrenie, affektiven Stérungen und

Morbus Parkinson fanden sich Pravalenzen von circa 10% [20][26]. Dem gegeniber wurde in



einer retrospektiven Analyse von Liquor- und Serumproben von 323 Patienten mit
Tumorerkrankungen eine erh6hte NMDAR-Antikérper-Pravalenz von 16,7% gefunden [24].
Dabei traten auch Uberwiegend die IgA- und IgM-Isotypen der NMDAR-Antikérper auf.
Insgesamt konnten sogar bei 24,5% dieser Tumorpatienten Antikdrper gegen neuronale
Antigene festgestellt werden. In der Untergruppe der 7 untersuchten Patienten mit malignem
Melanom wiesen 3 Patienten (43%) NMDAR-Antikérper auf. AuBerdem war mit dem Nachweis
neuronaler Autoantikdrper das Auftreten von kognitiven Defiziten verbunden, welche mithilfe
von Screening-Tests detektiert wurden (Mini-Mental-Status-Test, MOCA etc.).

Die klinische Relevanz von Serum-NMDAR-Antikdrpern vom IgA- und IgM-Isotyp ist bisher
allerdings noch unzureichend untersucht. Wahrend Antikérper vom IgG-Isotyp spezifisch far
die Anti-NMDAR-Enzephalitis sind [22], bleiben IgA- und IgM-NMDAR-Antikérper nicht auf
eine Krankheitsentitat oder Patientenpopulation beschrankt. Ihr Auftreten ist u.a. mit h6herem
Alter, genetischen Polymorphismen, Infektionen (Influenza A) und Tumorerkrankungen
assoziiert [20][21][24][27]. Sie kdnnen auch koinzidentiell im Kontext der NMDAR-Enzephalitis
auftreten. IgA-NMDAR-Antikorper kénnen dabei bei Nachweis im Liquor neben IgG-
Antikérpern hinweisend auf einen zugrundeliegenden Ovarialtumor sein [28]. IgA/IgM-
NMDAR-Antikérper wurden bereits vielfach mit kognitiven Defiziten in Verbindung gebracht,
jedoch wurden Patienten mit diesen Antikérpern bisher nicht systematisch kognitiv und
neurologisch untersucht. Ziel dieser Arbeit soll es daher sein, bei Patienten mit malignem
Melanom in einer Querschnittsstudie die Pravalenz von neuronalen Autoantikbrpern
einschlieBlich der Antikérper gegen NMDAR zu ermitteln. AuBerdem sollen die Auswirkungen
der Antikérper auf kognitive und neurologische Funktionen mittels standardisierter
neuropsychologischer und neurologischer Untersuchungen beschrieben werden. Weiterhin
sollen die zugrundeliegenden demographischen und klinischen Charakteristika der Patienten,
z.B. Vorerkrankungen, Tumorstadien und Tumortherapie, genauer untersucht werden, um
mogliche Risikofaktoren fir das Auftreten neuronaler Antikérper zu identifizieren. Es werden
dabei nur Patienten ohne mdégliche konfundierende Faktoren fir eine kognitive Dysfunktion,
d.h. relevante neurologische und psychiatrische Vorerkrankungen, Hirnmetastasen oder
sedierende Medikation, untersucht.

Weitere Ziele dieser Arbeit sind folgende: (1) Mittels objektiver neuropsychologischer Testung
sollen Aussagen Uber die Haufigkeit von kognitiven Defiziten bei Patienten mit Melanom
getroffen werden, da bei diesen bisher nur wenige Untersuchungen der kognitiven Leistung
vorliegen. Diese beschranken sich bisher auf Therapiestudien und Studien zur Erfassung der
Lebensqualitat [29][30][31]. (2) Es sollen mdgliche Risikofaktoren flr eine kognitive
Beeintrachtigung (unabhangig von Hirnmetastasen) identifiziert werden. (3) Das Auftreten von
mdglichen paraneoplastischen neurologischen Syndromen bei Patienten mit malignem
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Melanom soll untersucht werden, da hierzu systematische Ubersichtsarbeiten fehlen und nur
Fallberichte von Patienten mit cerebellarer Degeneration [32], limbischer Encephalitis [33],
Guillain-Barré  Syndrom, Melanom-assoziierter-Retinopathie [34] und  chronischer
inflammatorischer demyelinisierender Polyneuropathie (CIDP) [35] vorhanden sind. (4) Die
Arbeit soll weitere Erkenntnisse hinsichtlich der Pathogenese der krebsbedingten kognitiven
Beeintrachtigung (,Cancer-related-cognitive-impairment“ (CRCI)) [36] geben, indem die Rolle
neuronaler Antikérper in diesem Zusammenhang diskutiert wird.

2 Methodik

2.1 Studiendesign und Patientenrekrutierung

Zwischen Februar 2015 und September 2015 wurden 157 Patienten mit malignem Melanom
in der dermatologischen Abteilung und der Tumorambulanz der Charité - Universitatsmedizin
Berlin nach entsprechender Aufklarung Uber Zweck, Nutzen, Risiken der Studie, den
Datenschutz und nach schriftlichem Einversténdnis rekrutiert. Die Studie wurde im Dezember
2014 von der Ethikkommission der Charité bewilligt. Es handelt sich um eine
Querschnittsstudie mit einmaliger Patientensichtung, Aufklarung, Blutentnahme und
Uberpriifung auf Erfiillung von gegebenen Ein- und Ausschlusskriterien fir die kognitive
Testung. AnschlieBend erfolgten die neuropsychologische Testung und die neurologische
Untersuchung.

Die Einschlusskriterien fir die Studie umfassten die folgenden Punkte:

= Patienten mit histopathologischem Nachweis eines malignen Melanoms
der Stadien 0-1V nach AJCC, 7. Edition [37]

Die rekrutierten Patienten befanden sich im Rahmen der regularen Tumortherapie oder
-nachsorge. Es lagen keine Altersbeschrankungen oder Einschrankungen der Rekrutierung in
Abhéngigkeit vom Tumorstadium oder von der vorangegangenen Therapie vor, um den
Zusammenhang der serologischen Antikdrperergebnisse mit diesen Faktoren beurteilen zu

kdnnen.

Als Ausschlusskriterien von der kognitiven Untersuchung waren folgende zur Reduktion von
Storfaktoren fiir die kognitive Leistung festgesetzt:

= Vorliegen von Hirnmetastasen

= Erfolgte ZNS-Bestrahlung

= Vorliegen einer neurologischen Vorerkrankung mit potenzieller Auswirkung auf die
kognitive Leistung (z.B. Schlaganfall)
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= Vorliegen einer relevanten psychiatrischen Vorerkrankung oder Depression.
Symptome einer Depression wurden mittels Beck Depression Inventory - Fast Screen
(BDI-FS; Aaron T. Beck, 1. Auflage, 2013) Gberprift und Patienten mit einem Score
von = 4 Punkten (Cut-off fir milde depressive Symptomatik) wurden ausgeschlossen.
* Relevante sedierende Medikation (z.B. Opiate)

» Keine ausreichende Beherrschung der deutschen Sprache (Standardisierung der
kognitiven Tests auf Deutsch)

Die Patientenrekrutierung erfolgte nach folgendem Flussschema:

157 Patienten
mit Beitrag einer Serum- >
probe zur Antikdrperanalyse

Neurologische Untersuchung
bei 110 Patienten

Ablehnung der kognitiven
Testung (31)

Y

42 Patienten ausgeschlossen:
v - Hirnmetastasen (11)

Ausschlu§sk;iterien Ja > Eﬁ:bargizf:::/dgp\ ©)
erfillt? Deutschkenntnisse (5)
Nein - Symptome einer Depression
Y (= 4 points in BDI-FS) (20)
Neuropsychologische
Testung

\ 4
84 Patienten in statistische
Untersuchung der
neuropsychologischen
Daten eingeschlossen

Abb. 1: Flussdiagramm der Patientenrekrutierung

Von den 157 eingeschlossenen Patienten stellten sich 110 der neurologischen Untersuchung
zur Verflgung. 31 Patienten lehnten die neuropsychologische Untersuchung ab und 42
Patienten erflllten die Ausschlusskriterien fir eine kognitive Testung. Vor der
neuropsychologischen Testung wurden zundchst Patientenstammdaten, Bildungsgrad in
Form von Bildungsjahren, Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), Karnofsky-Index,
allgemeine  Anamnese, Tumoranamnese, Familienanamnese, Informationen aus
durchgefuhrter Bildgebung (cMRT) und vorausgehende Tumortherapie erhoben.

2.2 Neuropsychologische Untersuchung

FUr die kognitive Testung der Patienten wurde eine umféngliche, im Klinikalltag gebrauchliche,
gut standardisierte Testbatterie herangezogen, welche circa 2 Stunden dauerte.
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Zur Testung des anterograden Gedéachtnisses wurde der Verbal Learning Memory Test
(VLMT) (Helmstaedter, Lendt, Lux, 2001, 1. Auflage, Version A) verwendet. In diesem Test
sollen sich die Patienten in 5 Durchgangen 15 verschiedene, unzusammenhangende
Substantive einer Wortliste A einpragen und abrufen. Die erinnerte Wortanzahl nach jeder
Runde wird dokumentiert und die addierte Wortzahl aller fliinf Durchgange ergibt den ,sum
score”. Die Abrufkapazitat nach dem ersten Durchgang entspricht dem ,immediate recall®, der
Lernerfolg nach dem 5. Durchgang dem ,best learning“. Nach einmaligem Vortragen und dem
Abruf einer Interferenzliste B mit weiteren 15 Woértern soll ohne wiederholtes Héren der
Wortliste A diese erneut abgerufen werden. Dies beurteilt die ,Suszeptibilitdt gegentber
Interferenz®. Nach 30 Minuten erfolgt dann ein erneuter Abruf der Wortliste A (,delayed recall®).
AuBerdem sollen die Patienten in einer Rekognitionsaufgabe aus einer weiteren Wortliste mit
50 Wortern, in der Worter der Listen A und B sowie weitere dhnliche Worter auftreten, nur die
Worter aus Liste A wiedererkennen. Dies spiegelt die Diskriminierbarkeit des Gelernten von
neuem ablenkenden Inhalt wieder. Die richtig wiedererkannten Worter abziglich falsch-positiv
genannter Worter ergeben den Wert ,recognition® [38].

Der Rey-Osterrieth Complex Figure (ROCF) Test (Osterrieth, 1944) wurde zur Untersuchung
des visuordaumlichen Gedéachtnisses angewendet. In diesem Test wird eine komplexe
geometrische Figur aus vielen Einzelelementen von dem Patienten zunachst abgezeichnet.
Nach Entfernung der Vorlage wird der Patient nun aufgefordert, die Figur mdglichst
detailgetreu aus dem Gedéachtnis erneut zu zeichnen (Frihabruf). Nach 30 Minuten wird der
Patient wiederholt aufgefordert, die Figur zu zeichnen, ohne erneut die Vorlage zu sehen
(Spatabruf). Als BewertungsmaBBstab dienen standardisierte Vorlagen, welche den

rekonstruierten Figurelementen Punkte zuordnen.

Zur Beurteilung des Kurz- und Arbeitsgedachtnisses wurden die Tests ,Zahlenspanne
vorwarts“ (digit span forwards) und ,Zahlenspanne rickwarts® (digit span backwards) aus dem
Wechsler Gedéchtnistest - revidierte Fassung (WMS-R) (Harting et al., 2000) verwendet. Im
ersten Test sollen die Patienten vorgelesene, aus 2 bis 8 Ziffern bestehende Zahlenreihen
wiederholen. Im zweiten Test sollen aus 2 bis 8 Ziffern bestehende Zahlenreihen dann
rickwarts wiedergegeben werden. Damit wird die Leistung des Arbeitsgedachtnisses
evaluiert. Abgebrochen wird der Test bei falscher Wiederholung von zwei Zahlenreihen der
gleichen Lange und die Anzahl der bearbeiteten Reihen wird dokumentiert.

Far die Beurteilung der Aufmerksamkeitsfunktion diente die computerbasierte Testbatterie zur
Aufmerksamkeitsprifung (TAP) (Zimmermann, Fimm, 2012). Es wurden die Untertests
.Tonische Alertness” und ,Phasische Alertness®, ,Geteilte Aufmerksamkeit® und zur
Beurteilung der Exekutivfunktion der Untertest ,Go Nogo“ verwendet. Im Untertest ,Tonische

Alertness” sollen die Patienten Gber mehrere Durchgange auf ein erscheinendes Kreuz
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moglichst schnell per Tastendruck reagieren. Dabei wird die Reaktionszeit gemessen. Im
Untertest ,Phasische Alertness” wird den Patienten vor Erscheinen des Kreuzes in variablem
Abstand zuvor ein Signalton préasentiert. Bei der Aufgabe ,Geteilte Aufmerksamkeit® sollen die
Patienten in einem 4x4-Raster mit darauf wechselnd erscheinenden Kreuzmustern per
Kopfdruck reagieren, sobald die Kreuze ein Quadrat bilden. Gleichzeitig soll in dem auditiven
Testanteil darauf reagiert werden, wenn der gleiche Ton zweimal hintereinander zu héren ist.
Es werden die Reaktionszeiten auf die visuellen und auditiven Stimuli gemessen und die
Anzahl der Fehler und der Auslassungen dokumentiert. Der Untertest ,Go Nogo*“ erfordert von
den Patienten das korrekte Wiedererkennen von 2 von 5 hintereinander prasentierten
ahnlichen Mustern, wobei auf die Reaktionszeit, Fehleranzahl und Anzahl der Auslassungen
als MaBstab fir die Exekutivfunktion geachtet wird.

Des Weiteren wurde zur Prifung der Exekutivfunktion der Farb-Wort-Interferenztest (Stroop-
Test) (Strauss, Spreen, A Compendium of Neuropsychological Tests: Administration, Norms,
and Commentary. New York: Oxford University Press; 2006) angewendet. In diesem Test sind
Farbenwdrter in jeweils nicht-entsprechenden Farben auf einer Seite gedruckt und die
Patienten sollen die gedruckte Farbe anstelle des geschriebenen Farbenwortes nennen. Als
Bewertungsmafstab fungiert die Bearbeitungszeit fiir den gesamten Bogen. Als weiteren Test
fur die Bewertung der Exekutivfunktion sowie der Verarbeitungsgeschwindigkeit wurde der
Regensburger Wortfliissigkeitstest (Aschenbrenner, Tucha, Lange, 2001) durchgefihrt, in
welchem in einer Minute mdglichst viele Tiere genannt werden sollen und die Anzahl gezahlt

wird.

Als MaBstab fir die fluide Intelligenz diente der Subtest 3 des Leistungspriifsystems (LPS)
(Horn, 1983). In diesem Test soll in definierter Zeit aus mdglichst vielen Figurenreihen mit
logischer Anordnung eine jeweils der Sequenz nicht zugehdrige Figur identifiziert werden. Das
pramorbide Bildungsniveau bzw. die kristalline Intelligenz wurden mit dem Mehrfachwahi-
Wortschatz-Intelligenztest, Version A (MWT-A) (Lehrl, 2005) evaluiert. Die Aufgabe des Tests
besteht darin, aus Reihen mit jeweils 5 Wortern das einzig tatséchlich existierende Wort zu
identifizieren. Aus dem MWT-A kann anhand normativer Daten der Intelligenzquotient

abgeleitet werden.

Im Anschluss an die kognitive Testung wurde von den Patienten der Fragebogen Functional
Assessment of Chronic lliness Therapy - Fatigue (FACIT-F) (Cella, Yount, Sorensen,
Chartash, Sengupta, Grober, 2005) zur Messung einer vorliegenden Fatigue-Symptomatik
bearbeitet, wobei eine hdéhere Punktzahl fir eine geringere Beeintrachtigung steht. Die
kdrperliche und psychische Lebensqualitat wurde mit Hilfe des Fragebogens Short-Form 12
(SF-12) (Kirchberger, Bullinger, 1998) erhoben, wobei héhere Punkizahlen fiir bessere
Lebensqualitat kodieren.
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Der Zeitpunkt der neuropsychologischen Testung erfolgte zeitlich vor der Antikérperdiagnostik,
wodurch Patient und Untersucher zum Untersuchungszeitpunkt gegentber den
Antikdrperergebnissen verblindet waren.

2.3 Auswertung der neuropsychologischen Rohdaten

Nach Erhebung und Dokumentation der Rohwerte der Ergebnisse der kognitiven Tests wurden
diese mittels Normtabellen der entsprechenden Testsysteme in alterskorrigierte Normwerte
umgewandelt. Die Normtabellen sind kommerziell verflgbar und entstammen den
Ergebniserhebungen der zur Standardisierung dieser Tests untersuchten gesunden
Normkohorten. Entsprechend der Normtabellen wurden beim VLMT, bei der TAP, bei den
Zahlenspannen und beim Regensburger WortflUssigkeitstest die Rohwerte in Prozentrange
umgewandelt. Bei der ROCF und beim LPS (Untertest 3) erfolgte die Umwandlung in T-Werte
und beim Stroop-Test in C-Werte, wobei bei letzterem die Rohwerte zusétzlich eine Korrektur
fir den Bildungsgrad erfuhren.

2.4 Definition von kognitiven Defiziten und kognitiver Beeintrdchtigung

Zur Definition einer kognitiven Beeintrachtigung (cognitive impairment) wurden die Kriterien
der International Cancer and Cognition Task Force (ICCTF) angewendet [39]. Eine kognitive
Beeintrachtigung entspricht darin dem Vorhandensein von = 2 kognitiven Tests mit einem
individuellen Testergebnisses unterhalb der 1,5fachen Standardabweichung der Leistung der
Normkohorte des Testsystems. Ein  Testergebnis unterhalb der 1,5fachen
Standardabweichung wird dabei als ein Defizit gewertet und ist &quivalent zu einem
Prozentrang von <6,7, einem T-Wert von <35 und einem C-Wert von <2 [39].

2.5 Berechnung der kognitiven Gesamtleistung

Aus den Rohwerten der 22 durchgefihrten Tests wurde zudem ein kognitiver Gesamtscore
(composite cognitive score) berechnet, indem die Rohwerte z-transformiert und einheitlich
skaliert wurden, sodass hohere z-Werte immer eine bessere kognitive Leistung darstellen.
Dies gelang durch Multiplikation der Testwerte, bei denen hdhere Werte fir schlechtere
Leistung stehen (wie Bearbeitungs- oder Reaktionszeiten), mit dem Faktor -1. Die Z-
Transformation wurde so durchgefihrt, dass der fir die Berechnung zugrundeliegende
Mittelwert und die Standardabweichung aus der Kohorte der Antikérper-negativen Patienten
entstammten. So ergab sich als z-Wert fir die Antikérper-negative Gruppe der Mittelwert 0 und
der Wert 1 fur die Standardabweichung. Dies ermdglichte den direkten Bezug der kognitiven
Leistung der Antikdrper-positiven Patienten auf die Leistung der Antikdrper-negativen
Patienten als Kontrollgruppe. Fir die Berechnung des kognitiven Gesamtscores und zur
Festlegung einer kognitiven Beeintrachtigung wurde der MWT-A nicht mit einbezogen, da
dieser Test das pramorbide Bildungsniveau und die kristalline Intelligenz abbildet. Der MWT-
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A wurde daher zur Evaluation der Vergleichbarkeit hinsichtlich der Vorbildung der
Patientengruppen durchgefihrt.

2.6 Serologische Untersuchung auf neuronale Antikorper

Die Analyse der Serumproben auf neuronale Antikérper erfolgte in Kooperation mit dem Institut
far experimentelle Immunologie der Euroimmun AG, Libeck, Deutschland. Zur Anwendung
kam ein etabliertes Detektionsverfahren auf der Grundlage von indirekter Immunfluoreszenz
an Biochip-Mosaiken, einem Zell- und Gewebe-basiertem Assay. Hierbei handelt es sich um
das aktuelle Standardverfahren fir neuronale Antikdrperdiagnostik, das auch im klinischen
Alltag angewendet wird und bereits in anderen Arbeiten ausfihrlich beschrieben wurde [3][40].
Dafir werden Human Embryonic Kidney(HEK)293-Zellen mit Plasmiden transfiziert. Die
Plasmide enthalten die Gene flir die zu exprimierenden neuronalen Antigene, gegen die die
im Serum zu detektierenden Antikdrper gerichtet sind. Zu diesen Antigenen z&hlen NMDAR-
NR1, GABA-b (GABAR-B1/B2), GABA-a (GABARA1+GABARB3), AQP4, LGI1, CASPR2,
MOG, DPPX, IgLON5, AMPA1/2, GRM1, GRM5, DNER, Yo, ZIC4, ARHGAP26, GAD65,
GAD67, Amphiphysin, CV2, Hu, Ri, CARPVIII, ITPR1, Homer3, Recoverin, pre-GLRA1b und
Ma2. Diese rekombinanten Zellen werden mit Aceton fixiert, getrocknet und auf
Reaktionsfelder von Objekttragern platziert. Auf diese Tragerplatte werden auBerdem
histologische Gefriergewebsschnitte von Affencerebellum, Rattenhippocampus und
Rattencerebellum Gbertragen. Die Reaktionsfelder werden dann mit verschiedenen
VerdUnnungsstufen des Patientenserums inkubiert (1:10, 1:32, 1:100, 1:320 usw.), gewaschen
und mit einem Fluorescein-Isothiocyanat-markierten Ziegen-Anti-Human-Sekundarantikdrper
gegen 1gG, IgM (nur bei NMDAR) oder IgA (nur bei NMDAR) geféarbt. Zur Beurteilung der
Antikérper-Bindung dienen nicht-transfizierte HEK293-Zellen als Negativkontrolle. Flr die
Diagnostik von Antikérpern gegen intrazellulare Antigene (Amphiphysin, CV2, Ma2, Ri, Yo,
Hu, Recoverin, SOX1, Zic4, GAD65, DNER) erfolgte bei positiver Immunfluoreszenz im Zell-
basierten Assay oder bei Vorliegen eines charakteristischen Farbungsmusters in der
Immunhistochemie zusétzlich ein Immunoblot-Verfahren zur Bestatigung (Euroline,

Euroimmun) mittels rekombinanter, auf Teststreifen geblotteter Antigene.

2.7 Statistische Analyse

Es wurden zwei unabhangigen Patientengruppen verglichen, d.h. Antikdrper-positive
Patienten versus Antikérper-negative Patienten. FUr stetige Variablen wurden dabei t-Tests
angewendet, welche bei Varianzinhomogenitat (signifikanter Test nach Levene) angepasst
wurden. Fur kategorielle Daten wurden Pearson’s Chi-Quadrat Test oder bei Unterschreiten
der kritischen Erwartungswerte in der Kontingenztabelle Fisher's exakter Test angewendet.
Logistische Regressionsanalysen wurde durchgefihrt, um einen Alterseffekt auf das Auftreten

von neuronalen Antikérpern zu testen und um den Effekt von Multimorbiditat auf die Variable
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,kognitive Beeintrachtigung“ zu untersuchen. Zur Konstruktion eines Modells fir die
Abhangigkeit der gesamt-kognitiven Leistung (composite cognitive score) von unabhangigen
Variablen wurde eine multiple lineare Regression mittels Einschlussverfahren mit zuvor

detektierten Risikofaktoren flr kognitive Defizite unter Maximierung von R? angewendet.

Neben der Hauptanalyse mit dem Vergleich von Antikérper-positiven gegen Antikdrper-
negative Patienten wurde eine Subgruppenanalyse von Patienten mit NMDAR-Antikdrpern
vom IgA- oder IgM-Isotyp versus den Antikdrper-negativen Patienten durchgefihrt, um den
Effekt dieser Antikdrper herauszuarbeiten. In dieser Subgruppenanalyse wurden Patienten mit
anderen Antikérpern, welche nicht gegen NMDAR gerichtet waren, ausgeschlossen, es sei
denn, diese anderen Antikérper lagen koinzidentiell mit NMDAR-Antikérpern vor (bei 2
Patienten: IgA-NMDAR-AK 1:10 + MOG-AK 1:10, IgM-NMDAR-AK 1:10 + GAD65-AK 1:320).

Aufgrund des explorativen Charakters der Arbeit und zur Generierung von neuen Hypothesen
wurden die ermittelten p-Werte nicht flr multiples Testen korrigiert. Durch die oben
beschriebene Ermittlung eines kognitiven Gesamt-Scores und die Definition der kognitiven
Beeintrachtigung unter Zusammenschluss aller Einzeltests wird jedoch die Problematik eines
erhéhten Fehlers erster Art durch multiples Testen reduziert. Alle statistischen Tests waren
zweiseitig und statistische Signifikanz wurde angenommen, wenn p<0,05 betrug. Die Software
zur Durchfiihrung der statistischen Untersuchungen war SPSS Statistics fur Windows, Version
22 (IBM Corp., Armonk, NY; USA).

3 Ergebnisse

3.1 Haufigkeit neuronaler Antikorper

Neuronale Autoantikdrper konnten bei 22,3% der Patienten mit Melanom festgestellt werden.
17,8% der Patienten wiesen Antikdrper gegen neuronale Oberflachenantigene (NSAbs) auf
und 6,5% der Patienten hatten Antikdrper gegen intrazellulare Antigene (AICAbs) (siehe Abb.
2, Seite 18; Tabelle 1 der Publikation, Seite 38). Der groBte Anteil der NSAbs hatte NMDAR
als Zielantigen und war vorwiegend vom IgA- oder IgM-Isotyp. Bei zwei Patienten wurden 1gG-
NMDAR Antikdrper nachgewiesen, ohne dass das klinische Bild einer Enzephalitis vorlag.
Insgesamt waren 15,9% der Patienten positiv fir mindestens einen NMDAR-Antikérper.
Weitere NSAbs kamen in geringeren Frequenzen vor (darunter Antikérper gegen MOG, pre-
GLRA1b und IgLONS5) und waren allesamt vom IgG-Isotyp. Zu den detektierten AICAbs
zahlten Antikérper gegen GAD65, Homer3, Recoverin, ARHGAP26, Amphiphysin, Hu sowie
ITPR1. In der Gruppe der neuropsychologisch untersuchten Patienten waren die gefundenen
Antikérperhaufigkeiten vergleichbar zu denen in der Gesamtkohorte (siehe Tabelle 1 der
Publikation, Seite 38). Die Antikorpertiter lagen im Bereich von 1:10 bis zu 1:10000, wobei
Antikdrper gegen NMDAR im Titerbereich von 1:10 bis 1:320 auftraten.
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Abb. 2: Antikérperpravalenz in der gesamten Kohorte von Patienten mit malignem Melanom

3.2 Neuronale Gewebefarbungen

Bei 10,8% der Serumproben zeigte sich eine positive immunhistochemische Anfarbung von
neuronalem Gewebe, darunter Farbungen von Ratten-Hippocampusgewebe (5,1%), Ratten-
Cerebellumgewebe (8,3%) und Affen-Cerebellumgewebe (10,2%). Das Vorliegen einer
positiven Gewebsfarbung war signifikant h&ufiger mit einem positiven Antikdrperstatus
verbunden (positive Gewebefarbung bei Antikdrper-positiven: 8/35 (22,9%) vs. 9/122 (7,4%)
bei Antikérper-negativen, Fisher's exakter Test: p=0,026). Dies galt jedoch nur fir die
Gesamtkohorte und die Patienten mit AICADbs (positive Gewebefarbung bei AICAbs-Positiven:
4/10 (40%) vs. AICAbs-Negative: 13/147: 8,8%, p=0,013) und nicht fir die Patienten mit
NMDAR-Antikérpern (positive Gewebeféarbung bei NMDAR-AK-Positiven: 4/25 (16%) vs.
NMDAR-AK-Negative: 13/132 (9,8%), p=0,479). Bei 9 von 157 (5,7%) Patienten konnte eine
positive Gewebsimmunfluoreszenz festgestellt werden, ohne dass ein zugrunde liegender
Antikdrper im Serum identifiziert wurde.

3.3 Klinische Charakteristika der Kohorte

Von besonderem Interesse dieser Studie waren die Identifizierung mdglicher Risikofaktoren

und Tumorcharakteristika fur das Auftreten von neuronalen Antikdrpern. Dazu wurden die
demographischen und klinischen Daten der Patienten (Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen,
Tumorcharakteristika  (Staging, Lokalisation, Hirnmetastasierung, = Tumorhistologie,
Tumorinfiltration mit Immunzellen, Eindringtiefe nach Breslow, Mutationsstatus), Tumormarker
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und Tumortherapie erhoben und auf einen statistischen Zusammenhang mit dem Antikérper-
Auftreten Uberprift (siehe Tabelle 1 im Supplement, Seite 43). Ein signifikanter
Zusammenhang zeigten sich dabei lediglich zwischen Antikdrper-Positivitdt und einer
aktuellen oder zurlckliegenden Therapie mit dem Immuncheckpoint-Inhibitor Ipilimumab
(siehe Tabelle 1 im Supplement, Seite 43; Abb. 5B im Supplement, Seite 57). In der
Subgruppenanalyse zeigte sich dartber hinaus ein signifikant haufigeres anamnestisches
Bestehen von Autoimmunerkrankungen bei Patienten mit IgA/IgM-NMDAR-Antikérpern
gegenulber Patienten ohne Antikérper (siehe Abb. 5A im Supplement, Seite 57).

3.3.1 Vergleich der neuropsychologisch untersuchten und nicht untersuchten Patienten

In Bezug auf Alter, Geschlechterverteilung, Antikérper-Auftreten, Tumortherapie und
Vorerkrankungen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen der neuropsychologisch
untersuchten Patientengruppe (n=84) und den nicht neuropsychologisch getesteten Patienten
(n=73) (siehe Tabelle 2 im Supplement, Seite 46). Lediglich in der Stadienverteilung lag bei
der nicht untersuchten Gruppe signifikant hdufiger ein Stadium IV vor, was durch den
Ausschluss von Patienten mit Hirnmetastasen von der neuropsychologischen Testung zu
erklaren ist. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die untersuchte Untergruppe
einen reprasentativen Teil der Gesamtkohorte abbildet.

3.3.2 Charakteristika innerhalb der neuropsychologisch untersuchten Patientengruppe:

Vergleich der Antikdrper-positiven mit den Antikdrper-negativen Patienten

Die Gruppe der Antikdrper-positiven Patienten unterschied sich weder signifikant hinsichtlich
des Alters, des Bildungsgrades, der Inteligenz noch des Performance-Status
(ECOG/Karnofsky) gegentber den Antikérper-negativen Patienten (siehe Tabelle 3 im
Supplement, Seite 48). Weder eine Fatigue-Symptomatik (FACIT-Fatigue) noch eine
depressive Symptomatik (BDI-FS) war signifikant unterschiedlich zwischen beiden Gruppen.
Aufgrund der Gleichverteilung dieser Faktoren zwischen den beiden Gruppen kann eine
dadurch bedingte Abweichung der Ergebnisse der kognitiven Testung ausgeschlossen
werden. Auch bezlglich der physischen und psychischen Lebensqualitat (SF-12)
unterschieden sich Antikdrper-positive und -negative Patienten nicht signifikant. Es war jedoch
eine signifikant reduzierte physische Lebensqualitdt bei NMDAR-Antikdrper-positiven
Patienten im Vergleich zu Antikdrper-negativen Patienten erkennbar (siehe Tabelle 3 im
Supplement, Seite 48; Abb. 4 im Supplement, Seite 51). Bezlglich der demographischen
Daten wie Alter und Geschlecht, den Vorerkrankungen, den Tumor-Eigenschaften, dem
-Staging und der -Therapie fanden sich keine signifikanten Abweichungen zwischen den
verglichenen Gruppen bis auf ein signifikant haufigeres Auftreten pulmonaler Vorerkrankungen
bei Antikdrper-positiven Patienten (siehe Tabelle 5 im Supplement, Seite 52).
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3.3.3 Logistische Regression: Antikdrperstatus in Abhingigkeit vom Alter

Die logistische Regressionsanalyse ergab keinen Zusammenhang zwischen Lebensalter und
Antikorperstatus (x2=0,039, p=0,844; Waldstatistik=0,039, p=0,844, Nagelkerkes R?=0,000),
auch nicht bei Patienten mit IgA/IgM-NMDAR-Antikérpern  (x2=0471, p=0,493;
Waldstatistik=0,459, p=0,498, Nagelkerkes R2=0,006) (siehe Abb. 6 im Supplement, Seite 58).

3.4 Neuropsychologische Ergebnisse

3.4.1 Kognitive Beeintrichtigung und kognitive Defizite in Abhdngigkeit vom Antikbrperstatus

Nach Anwendung der ICCTF-Kriterien lag bei 36,9% aller 84 neuropsychologisch
untersuchten Melanom-Patienten eine kognitive Beeintrachtigung vor. Bei der Antikdrper-
positiven Patientengruppe fand sich im Vergleich zu den Antikdrper-negativen Patienten
signifikant haufiger eine kognitive Beeintrachtigung (57,1% vs. 30,2%; p=0,037). Dies
entsprach einem 3,1fachen Odds Ratio bzw. einem 1,9fachen relativen Risiko flr eine
kognitive Beeintrachtigung bei Antikdrper-Positivitat (sieche Abb. 1A der Publikation, Seite 39).
Der gleiche Effekt war auch in der Untergruppe der Patienten mit IgA/IgM-NMDAR-Antikérpern
zu beobachten, jedoch aufgrund geringerer Fallzahl ohne statistische Signifikanz (kognitive
Beeintrachtigung bei IgA/IgM-NMDAR-AK+: 53,3% vs. AK-: 30,2 %, Odds Ratio: 2,6, relatives
Risiko: 1,8, p=0,131; siehe Abb. 1A der Publikation, Seite 39). Antikérper-positive Patienten
wiesen dariber hinaus insgesamt signifikant hdufiger Defizite in kognitiven Untertests auf als
Antikdrper-negative Patienten (2,2 vs. 1,4 Defizite, p=0,045, siehe Abb. 1B der Publikation,
Seite 39). In der Untergruppe der Patienten mit IgA- oder IgM-NMDAR-Antikdrpern konnte
zudem ein signifikanter Anstieg der Haufigkeit einer kognitiven Beeintrachtigung mit
steigendem Antikérpertiter festgestellt werden (AK-: 30,2%, NMDAR-AK+ 1:10: 28,6%, 1:32:
66,7%, 1:100: 100%, p=0,007, siche Abb. 1C der Publikation, Seite 39). Dieser Anstieg konnte
schon ab vergleichsweise niedrigen Titern von 1:32 nachgewiesen werden, wobei bei
Patienten mit Titern von 1:10 eine kognitive Beeintrachtigung gleichermafBen haufig war wie
bei Antikbrper-negativen Patienten.

3.4.2 Ergebnisse aus den kognitiven Einzeltests und kognitive Gesamtleistung

Die detaillierten Ergebnisse aller kognitiven Einzeltests der Haupt- und Subgruppenanalyse
sind der Tabelle 3 des Supplements zu entnehmen (Seite 48). Im Vergleich der Antikérper-
positiven mit den Antikérper-negativen Patienten zeigte sich ein signifikant schlechteres
Ergebnis im Frihabruf der ROCF als Zeichen fiir ein gestortes visuordumliches Gedachtnis.
Eine geringere Zahlenspanne rickwarts war hinweisend auf eine reduzierte Funktion des
Arbeitsgedachtnis. Auch wiesen Patienten mit neuronalen Antikérpern im Vergleich signifikant
langere Reaktionszeiten bei der visuellen geteilten Aufmerksamkeit auf (siehe Abb. 2 der
Publikation, Seite 39). In der Subgruppenanalyse der Patienten mit IgA- oder IgM-NMDAR-
Antikdrpern waren zusatzlich die Reaktionszeiten in der phasischen Alertness (als Hinweis auf
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eine beeintrachtigte Aufmerksamkeitsfunktion) sowie im ,Go Nogo“-Test (als Zeichen einer
reduzierten Exekutivfunktion) signifikant verlangert (siehe Abb. 2 der Publikation, Seite 39).

Der aus den Untertests berechnete kognitive Gesamtscore (composite cognitive score) war
bei Antikdrper-positiven Patienten gegentber Antikérper-negativen Patienten signifikant
geringer (AK+:-0,38 + 0,69 vs. AK-: 0,00 = 0,56, p=0,014, sieche Abb. 3A der Publikation, Seite
40). Dies galt ebenso fir die Untergruppe der IgA/IgM-NMDAR-Antikérper-positiven Patienten
(IgA/IgM-NMDAR-AK+: -0,40 = 0,71 vs. AK-: 0,00 + 0,56, p=0,023, siche Abb. 3B der
Publikation, Seite 40). Insgesamt war die kognitive Leistung der Antikdrper-positiven Patienten
in 20 von 22 Untertests schlechter als bei den Antikdrper-negativen Patienten, was flr eine
Doménen-Ubergreifende globale kognitive Beeintrachtigung spricht.

3.4.3 Weitere Einflussfaktoren auf die kognitive Funktion

Es wurden Angaben zu Vorerkrankungen bei den Patienten untersucht, welche bereits als
Risikofaktoren flir eine gestorte kognitive Funktion beschrieben wurden [41][42][43][44].
Informationen zum Tumor-Staging und zur -Therapie, wie eine durchgefihrte Chemotherapie
oder Immuntherapie, wurden ebenfalls ausgewertet, da diese bereits in Verbindung mit CRCI
gebracht wurden [29][45][46][47]. Ergebnisse siehe in Tabelle 1:

Tabelle 1: Risikofaktoren fiir eine gestdrte kognitive Funktion bei Patienten mit Melanom

Prozent mit kognitiver
Beeintrachtigung Odds Relatives
Potenzieller Risikofaktor p

Risikofaktor vorhanden Ratio Risiko

Nein Ja
Neurologische Vorerkrankung* 31,5 % 72,7 % 5,8 2,3 0,016
Kardiologische Vorerkrankung 32,4 % 56,3 % 2,7 1,7 0,090
Pulmologische Vorerkrankung 32,9 % 75,0 % 6,1 2,3 0,047
Schilddriisenerkrankung 30,9 % 62,5 % 3,7 2,0 0,024
Autoimmunerkrankung 34,6 % 66,7 % 3,8 1,9 0,187
Arterieller Hypertonus 25,5 % 51,4 % 3,1 2,0 0,020
Diabetes mellitus 34,2 % 80,0 % 7,7 2,3 0,060
S100-cut-off Uberschritten 34,6 % 100,0 % / 2,9 0,018
Metastasen (keine Hirnmetastasen) 33,8 % 71,4 % 4,9 2,1 0,095
Entfernte Lymphknotenmetastasen 34,6 % 100,0 % / 2,9 0,047
Chemotherapie in Anamnese 37,0 % 33,3 % 0,9 0,9 1,000
Immuntherapie in Anamnese 35,5 % 50,0 % 1,8 1,4 0,459

* Z.n. Meningitis, Z.n, TGA, Restless-legs-Syndrom, Myasthenia gravis, Epilepsie, Meningeom WHO I°, Spinalkanalstenose, BPLS

3.4.4 Multimorbiditat und kognitive Beeintrdchtigung

Zur Quantifizierung von Multimorbiditat wurde die Anzahl der anamnestisch angegebenen und
dokumentierten Vorerkrankungen summiert (,disease count*-Methode) und so ein

Multimorbiditats-Score erstellt [48]. Multimorbiditat war nicht signifikant mit dem Auftreten von
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Antikérpern assoziiert, unabhéngig vom Antikérper-Zielantigen (Multimorbiditéts-Score: AK+:
2,6 £2,0vs. AK-: 24 + 2,2; p=0,641; NMDAR-AK+: 2,8 + 2,0 vs. AK-: 2,4 + 2,2; p=0,485;
AICAbs+: 2,8 £2,7 vs. AK: 2,4 + 2,2; p=0,591). Jedoch ergab eine logistische Regression mit
der stetigen Variable ,Multimorbiditat* und der bindren Variable ,kognitive Beeintrachtigung®,
dass Patienten mit mehr Vorerkrankungen h&ufiger an kognitiver Beeintrachtigung litten
(B=0,445, Waldstatistik=10,07, Exp(B)=1,5, 95%-Kl:1,19-2,06), p=0,002).

3.4.5 Regressionsmodell der gesamt-kognitiven Leistung

Mit dem Risikofaktor ,neuronale Antikorper®, weiteren Risikofaktoren aus Tabelle 1 sowie dem
Faktor ,Alter” als unabhangige Variablen wurde eine multiple Regression zusammen mit der
abhangigen Variable ,kognitiver Gesamtscore® (composite cognitive score) als Maf3 fur die
gesamt-kognitive Leistung in einem Einschlussverfahren durchgefihrt. Bei maximalem R2 von
0,574 konnte ,Antikdrper-Positivitdt neben den ebenfalls signifikant beitragenden
Einflussfaktoren ,Alter, ,arterielle Hypertension®, ,S100-Titer* und ,neurologische
Vorerkrankungen in Anamnese“ als unabhé&ngiger Risikofaktor fir eine schlechtere kognitive
Leistung der Patienten beschrieben werden (siehe Tabelle 4 im Supplement, Seite 52).
Tumorstadium, Multimorbiditat und Chemotherapie verbesserten das Modell nicht signifikant.

3.5 Ergebnisse der neurologischen Untersuchung

Im Gruppenvergleich zwischen den Antikérper-positiven und -negativen Patienten konnten in
Bezug auf die Haufigkeit neurologischer Symptome in der klinischen Untersuchung keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Hirnnervenbefund, Motorik, Sensibilitat,
Koordination) (siehe Tabelle 6 im Supplement, Seite 56). In einer Subgruppenanalyse der
Patienten mit AICAbs wiesen diese in der neurologischen Untersuchung im Vergleich zu
Antikérper-negativen signifikant haufiger Symptome einer Polyneuropathie, einer Gangataxie
und einer abnormen Okulomotorik auf. In der Untergruppe der NMDAR-Antikdrper-positiven
Patienten waren gegentber der Antikdrper-negativen Gruppe keine signifikant haufigeren
Auffalligkeiten in der neurologischen Untersuchung zu beobachten.

4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie konnten bei 22,3% der Patienten mit malignem Melanom neuronale Antikérper
im Serum nachgewiesen werden. Der Hauptanteil der Antikérper war gegen NMDAR gerichtet
und vom IgA- oder IgM-Isotyp. Dabei war die NMDAR-Antikérper-Pravalenz bei Melanom-
Patienten im Vergleich zu Voruntersuchungen mit kognitiv gesunden Kontrollprobanden und
Blutspendern erhéht (15,9% vs. 2,5% bzw. 8,5%) [24][26]. Die Pravalenz entsprach derer von

vorbeschriebenen Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen [24]. Interessanterweise
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wurde deutlich, dass Patienten mit neuronalen Antikérpern entsprechend den ICCTF-Kriterien
ein signifikant erhéhtes Risiko flr eine kognitive Beeintrachtigung und flr kognitive Defizite
gegenuber Antikérper-negativen Patienten aufwiesen. Die betroffenen kognitiven Doméanen
beinhalteten das visuordumliche Gedachtnis, das Kurzzeitgedachtnis, die Aufmerksamkeits-
und die Exekutivfunktion. Insgesamt schlossen Antikdrper-positive Patienten in 20 von 22
kognitiven Tests schlechter ab als Antikérper-negative. Auch der ermittelte kognitive
Gesamtscore war signifikant schlechter bei Antikérper-positiven gegenlber den Antikérper-
negativen Patienten. Neuronale Antikérper waren dabei in einem multiplen Regressionsmodel
ein unabhéangiger Risikofaktor fUr eine schlechtere kognitive Funktion. Patienten mit
Storfaktoren fiir die kognitive Leistung, wie ein stattgehabter Schlaganfall oder eine depressive
Symptomatik, wurden in dieser Studie ausgeschlossen. Antikdrper-positive Patienten
unterschieden sich hier nicht bezlglich einer Fatigue-Symptomatik, Depressivitat oder
Einschrankung der Lebensqualitat von Antikérper-negativen Patienten. Beide Gruppen waren
auch in Bezug auf Vorbildung, Vorerkrankungen und Tumorcharakteristika vergleichbar. Die
in der Hauptanalyse betrachtete Gesamtgruppe der Antikérper-positiven Patienten wies
Antikérper gegen ein heterogenes Antigenprofil auf (n=21). Um Aussagen zu den Effekten der
am héaufigsten vorkommenden IgA/IgM-NMDAR-Antikérpern treffen zu kénnen, wurde eine
Subgruppenanalyse mit den dafir positiven Patienten durchgefiihrt (n=15). In dieser wurde
erkennbar, dass der gréBte Anteil des Effekts auf die Kognition von dieser Subgruppe getragen
wurde, da deren kognitiver Gesamtscore und die Uberwiegende Anzahl der z-Scores der
kognitiven Einzeltests gleich ausfielen wie in der Gesamtgruppe. AuBerdem hatte die IgA/IgM-
NMDAR-Antikérper-positive Subgruppe ahnliche haufig kognitive Defizite und eine kognitive
Beeintrachtigung wie die Gesamtgruppe der Antikérper-positiven Patienten, was jedoch
aufgrund der geringeren Fallzahl nicht signifikant wurde. Patienten mit NMDAR-Antikérpern
zeigten darlUber hinaus eine reduzierte physische Lebensqualitat gegentber Antikérper-
negativen Patienten bei gleicher psychischer Gesundheit, wobei die Ursache hierfir unklar
bleibt. Bei Patienten mit AICAbs konnten gegenlber Patienten mit NSAbs oder ohne
Antikérper haufiger Auffalligkeiten in der neurologischen Untersuchung gefunden werden.

4.2 Pathophysiologie der neuronalen Antikdrper und klinische Zusammenhange:

Einordnung der Methodik und der Ergebnisse im Kontext von Voruntersuchungen

Vorausgehende Studien hatten bereits ergeben, dass ein serologischer Antikérpernachweis
bei Tumorpatienten mit einem haufigeren Auftreten von kognitiver Beeintréachtigung assoziiert
ist [24]. Jedoch beruhen diese Daten auf einer retrospektiven Studie mit Auswertung von
kognitiven Screening-Tests. Hier wurden die Patienten hingegen prospektiv rekrutiert und
einer umfangreichen standardisierten neuropsychologischen Testung unterzogen. Auch
andere Publikationen weisen darauf hin, dass IgA/IgM-NMDAR-Antikdrper im Rahmen von

»Slow cognitive impairment“ [16] und als Ursache unklassifizierter Demenzen auftreten kbnnen
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[17]. Die hier vorliegende Studie ist dagegen die erste, welche systematisch Stérungen in
detaillierten kognitiven Teilfunktionen bei Patienten mit 1gA/IgM-NMDAR-Antikérpern
beschreibt. Bisher bestehen widersprichliche Ergebnisse zu den pathogenen Effekten der
IgA/IgM-NMDAR-Antikérper auf  neurophysiologischer Ebene: In  vorausgehenden
Untersuchungen konnten negative Effekte von IgA/IgM-NMDAR-Antikrpern auf die neuronale
NMDAR-Dichte und auf NMDAR-abhangige Membranstrome gemessen werden [16][20][21],
was dem gut charakterisierten Pathomechanismus von IgG-NMDAR-Antikérpern bei der
NMDAR-Enzephalitis entspricht. Dieser Effekt konnte jedoch von anderen Arbeiten flur die
IgA/IgM-Isotypen an lebenden Neuronen nicht bestatigt werden [22]. Somit stellt sich die
Frage, ob IgA/IgM-NMDAR-Antikérper kausal die Kognition beeinflussen oder ob sie nur einen
Surrogat-Parameter fiir eine schlechtere kognitive Leistung darstellen. Fir einen direkten
pathogenen Effekt spricht in der hier vorliegenden Studie, dass die Haufigkeit einer kognitiven
Beeintrachtigung mit erhéhten NMDAR-Antikorpertitern signifikant zunahm. Insgesamt zeigte
sich diese Zunahme schon bei vergleichsweise geringen Titern von 1:32, deren zugrunde
liegende Relevanz bisher als unklar galt [49]. Bei der Subgruppenanalyse der
neuropsychologischen Ergebnisse der Patienten mit NMDAR-Antikdrpern wurden die
Patienten mit dem IgA- und IgM-Isotyp aufgrund der vergleichbaren pathophysiologischen
Effekte in eine Gruppe zusammengefligt. Der Patient mit IgG-NMDAR-Antikérpern, welche
einen genauer charakterisierten Pathomechanismus aufweisen, wurde dabei von der
Subgruppenanalyse ausgeschlossen, um eine Begrenzung der Aussage auf die Effekte der
IgA/IgM-Isotypen zu erméglichen. Bei Einschluss dieses Patienten in die Subgruppenanalyse
zeigten sich jedoch keine relevanten Abweichungen der Ergebnisse im Vergleich zur Analyse
mit nur den IgA/IgM-Isotypen (Abb. 1, 2 & 3 im Supplement, Seite 50 & 51).

Bei der hier genutzten Antikdrper-Nachweismethode wurden ein Zell-basierter Assay sowie
immunhistochemische Gewebefarbungen an Gefriergewebsschnitten verwendet, wobei eine
Bestatigung der Reaktion gegen lebende neuronale Zellen nicht erfolgte. Seren von Patienten
mit neuronalem Antikérpernachweis farbten in 22,9% neuronales Gewebe von Ratten und
Affen in der Immunfluoreszenz an, bei AICAb-positiven Seren sogar in 40% und bei IgA/IgM-
NMDAR-Antikérper-positiven Seren wiederum nur in einem Anteil von 16%. Im Rahmen dieser
Studie sind keine Aussagen dartber mdglich, ob bei den Patienten eine intakte Blut-Hirn-
Schranke vorlag oder ob die nachgewiesenen Antikérper die Blut-Hirnschranke Gberwinden
und an humanes ZNS-Gewebe binden kénnen. Eine Vorarbeit hatte jedoch bereits gezeigt,
dass bei Tumorpatienten mit neuronalem Antikérpernachweis das Auftreten von kognitiven
Defiziten mit einer Stérung der Bluthirnschranke verbunden war [24]. Dartber hinaus ware bei
Vorhandensein von IgA/IgM-NMDAR-Antikérpern im Serum auch eine gleichzeitige Negativitat
im Liquor mdglich, da das Gehirn méglicherweise als ,Immunoprazipitator” fir die Antikérper

wirkt [50]. Unabhangig vom postulierten Pathomechanismus wurde hier deutlich, dass im Zell-
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basierten Assay gefundene NSAbs und insbesondere IgA/IgM-NMDAR-Antikérper in

Zusammenhang mit klinisch relevanten kognitiven Einschrankungen stehen.

Es stellte sich ebenfalls heraus, dass neuronale Antikérper unabh&ngig vom Tumorstadium
auftraten und auch schon bei lokal begrenzter Erkrankung im friihen Stadium vorhanden sein
kdnnen. In diesem Zusammenhang erscheint eine Arbeit interessant, in der bei bis zu 33% der
dort untersuchten Melanom-Gewebe Mutationen im GRIN2A-Gen nachgewiesen werden
konnten [51]. Dieses Gen kodiert fir die NMDA-NR2- und NMDAR2C-Untereinheiten des
NMDAR. Dabei ist zu beachten, dass hier nachgewiesene Antikdrper gegen die NR1-
Untereinheit des NMDAR gerichtet sind. Es lasst sich jedoch spekulieren, dass eine
mutationsbedingte Rezeptor-Konformationsanderung eine Antikérperformation hervorrufen
kdnnte durch eine aberrante NMDAR-Antigen-Prasentation gegenuber dem Immunsystem.
Diesbeziglich waren Untersuchungen aufschlussreich, ob Patienten mit dieser Mutation eine
serologische NMDAR-Antikérper-Positivitat aufweisen. Es wurden weiterhin Fallberichte
verdffentlicht, in denen es bei Patienten im Anschluss an eine Resektion von melanozytaren
Navi zur Entwicklung einer NMDAR-Enzephalitis gekommen ist [52]. Dabei wurde eine
Freisetzung von antigenem Gewebematerial als Ausldser diskutiert. Dies kbénnte in
Zusammenschau darauf hinweisen, dass es im Rahmen einer Melanom-Erkrankung zu einer
Antikérperbildung als Immunreaktion auf die Freisetzung von Antigen-Material kommen
kdnnte. Eine nachfolgende Kreuzreaktion der Antikérper mit neuronalem Gewebe kdnnte die
beschriebenen neurologischen und kognitiven Auswirkungen bedingen.

Von besonderem Interesse dieser Studie war darUber hinaus die Identifizierung méglicher
Risikofaktoren und Tumorcharakteristika flr das Auftreten von neuronalen Antikérpern. Das
Vorhandensein von Antikbrpern war dabei nicht abhangig vom Tumorstadium oder dem
Vorliegen von Hirnmetastasen. Dies widersprach einer initialen Hypothese, die davon ausging,
dass es im Zusammenhang einer Hirnmetastasierung aufgrund einer gestérten Blut-
Hirnschranke zu einer vermehrten Exposition des Immunsystems mit neuronalen Antigenen
und einer daraus resultierenden Antikdrperbildung kommen kénnte. In anderen Arbeiten wurde
eine steigende Pravalenz von neuronalen Antikdrpern mit héherem Alter nachgewiesen, was
auf ein altersabhangig vermehrtes Auftreten einer Blut-Hirn-Schrankenstérung zurlickgefihrt
wurde [20][26][53][54]. In der hier vorliegenden Patientenkohorte war das Alter jedoch kein
signifikanter Pradiktor fur Antikérper-Seropositivitdit. Dem gegentber konnte hier als
Risikofaktor fur den Nachweis von NMDAR-Antikérpern die Assoziation zu vorbestehenden
Autoimmunerkrankungen identifiziert werden. AuBBerdem zeigten sich neuronale Antikdrper
gehauft bei Patienten mit Ipilimumab-Therapie. Dies weist auf die Bedeutsamkeit einer
autoimmunen Préadisposition fir die Antikérperentstehung hin. In diesem Kontext ist ebenso
relevant, dass in der Literatur bereits Autoimmunenzephalitiden wie Limbische Enzephalitis
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oder Multiple Sklerose unter einer Immuncheckpoint-Therapie beschrieben wurden [55][56].
Auch macht dies deutlich, dass bei Patienten unter Checkpoint-Inhibitor-Therapie bei
Bestehen von kognitiven oder neurologischen Auffalligkeiten eine Antikérperdiagnostik
erwogen werden sollte. Die Anzahl der hier mit Checkpoint-Inhibitoren behandelten Patienten
war jedoch gering und eine Bestatigung dieses Ergebnis an héheren Fallzahlen ist erforderlich.

4.3 ,Cancer-related cognitive impairment” bei Patienten mit malignem Melanom ohne

Hirnmetastasen: Risikofaktoren und die Rolle neuronaler Antikdrper

Von den eingeschlossenen Patienten wiesen 36,9% eine kognitive Beeintrachtigung auf. In
dieser Studie wurden nur wenige Patienten mit einer Chemotherapie behandelt und nur
wenige davon kognitiv getestet (n=3). Dabei zeigte sich hier eine =zurlckliegende
Chemotherapie nicht als Risikofaktor flr eine schlechtere kognitive Funktion. Die
Untersuchung der Chemotherapie-Effekte lag jedoch nicht im Fokus dieser Arbeit. Eine
Chemotherapie gilt als zentraler Faktor in der Genese einer krebsbedingten kognitiven
Beeintrachtigung (cancer-related cognitive impairment, CRCI) [36]. Andererseits besteht aus
Voruntersuchungen ebenso Evidenz dartiber, dass ein CRCI bei bis zu 30% der Patienten mit
Nicht-ZNS-Tumoren zeitlich schon vor einer systemischen Tumortherapie wie einer
Chemotherapie auftreten kann [45]. Betroffene kognitive Funktionen sind das Gedéachtnis, die
Aufmerksamkeits- und Exekutivfunktion sowie die Verarbeitungsgeschwindigkeit. Dies deckt
sich mit den hier gefundenen Ergebnissen zu den betroffenen kognitiven Doménen. Uber die
zugrunde liegende Pathogenese bestehen hierzu bisher nur wenige Erkenntnisse [36]. In
dieser Hinsicht kénnte die Beteiligung neuronaler Antikdrper einen neuen Erklarungsansatz
fir die Entstehung eines CRCI schon vor Beginn einer Tumortherapie darstellen.

Neben neuronalen Antikbrpern wurden hier flr eine kognitive Beeintrachtigung bei Melanom-
Erkrankung weitere Risikofaktoren identifiziert: Ein erhéhter S100-Titer und vom Primarius
entfernte Lymphknotenmetastasen auBerhalb des Tumor-Lymphabstromgebietes. Beides
deutet auf eine weiter fortgeschrittene Tumorerkrankung hin. Fernmetastasen auBBerhalb des
ZNS waren zwar haufiger mit kognitiver Beeintrachtigung assoziiert, jedoch war dies nicht
statistisch signifikant. Weitere signifikante Risikofaktoren flr kognitive Beeintrachtigung waren
das Vorliegen von Multimorbiditat, Schilddrisenerkrankungen, arteriellem Hypertonus,
pulmologischen und neurologischen Vorerkrankungen. Das Auftreten dieser Faktoren im
Rahmen der Melanom-Erkrankung sollte folglich den Kliniker gegenliber dem mdglichen
Vorliegen kognitiver Auffélligkeiten sensibilisieren.

4.4 Limitationen und weiterer Forschungsbedarf

Eine Limitation der hier durchgefliihten Studie war, dass subjektive kognitive
Einschrankungen, welche oft initial zur Abklarung eines CRCI flUhren, nicht standardisiert
abgefragt wurden. Dies sollte Ziel von weiterfihrenden Studien sein. Andererseits sind
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subjektiv geschilderte kognitive Beschwerden haufig weniger mit der objektiven kognitiven
Leistung korreliert, sondern eher mit affektiven Symptomen oder einer Fatigue-Symptomatik,
weshalb primér die objektive Testung entscheidend ist [39]. Des Weiteren konnten
Subgruppenanalysen der Ergebnisse der kognitiven Tests von Patienten mit anderen NSAbs
als NMDAR-Antikérpern oder AICAbs aufgrund der geringen Fallzahlen und der Heterogenitéat
der Antikdrper nicht durchgefiihrt werden. In Zukunft wéren weitere Untersuchungen an
umfangreicheren Patientenkohorten von Notwendigkeit, um auch die Auswirkungen von hier
selten auftretenden Antikdrpern einzeln charakterisieren zu kdnnen. Unter dieser
Voraussetzung ware es auch mdéglich, die Effekte der IgA- und IgM-NMDAR-Antikérper-
Isotypen einzeln zu beschreiben. Fir eine weitere Charakterisierung des Pathomechanismus
der Antikérper wéare dartber hinaus in weiterflhrenden Studien auch die Anwendung
funktioneller MRT-Diagnostik an betroffenen Patienten aufschlussreich. Um den Zeitpunkt der
Antikérper-Entstehung und den Verlauf des Antikdrpertiters in  Abhangigkeit vom
Krankheitsverlauf, dem Tumorstadium und der Therapie genauer beurteilen zu kénnen, wéare
es in Zukunft notwendig, langfristige prospektive Follow-up-Studien mit wiederholter
Antikérper-Diagnostik sowie erneuten neuropsychologischen Untersuchungen durchzufthren.
Es lieB3e sich somit weitere Einsicht darlber gewinnen, inwieweit eine Rickkehr zur Antikdrper-
Negativitat oder ein Titerabfall zu einer Verbesserung der kognitiven Funktion fiihren kénnte.
Damit wére eine genauere Aussage Uber den spezifischen Effekt der neuronalen Antikérper
auf die kognitive Funktion mdéglich. In Zukunft waren auBerdem neuropsychologische
Untersuchungen in Verbindung mit serologischen Antikérpertestungen auch an anderweitig
erkrankten Patienten ohne Tumoren, an anderen Tumorkohorten und an gesunden
Kontrollprobanden notwendig. Dies wurde weiteren Aufschluss dartber geben, ob sich der hier
beschriebene negative Effekt auf die kognitiven Funktionen spezifisch im Rahmen einer
Melanom-Erkrankung zeigt oder auch in anderen klinischen Situationen vorhanden ist.

4.5 Klinische Implikationen bei neurologischen und kognitiven Auffalligkeiten

Neben NSAbs waren bei den untersuchten Patienten auch klassische onkoneurale Antikdrper
bei einem betrachtlichen Patientenanteil nachweisbar. Hierbei konnten in einer
Subgruppenanalyse der Patienten mit AICAbs vermehrt neurologische Auffalligkeiten in der
klinischen Untersuchung detektiert werden. Dazu zahlten Symptome einer Polyneuropathie
und Ataxie. Paraneoplastische neurologische Syndrome sind beim malignen Melanom bisher
nur in Fallberichten beschrieben und in einer Patientenkohorte der europaischen Datenbank
zu PNS wiesen nur 0,4% der eingeschlossenen Patienten ein Melanom als zugrundeliegenden
Tumor auf [57]. Keiner der hier eingeschlossenen Patienten hatte zuvor die Diagnose eines
PNS erhalten. Dies weist auf die Notwendigkeit hin, bei Auftreten neurologischer Beschwerden
oder Auffalligkeiten bei Patienten mit Melanom differentialdiagnostisch das Vorliegen von

AICAbs mit zu berlcksichtigen und nicht allein Therapie-Nebenwirkungen oder eine
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Hirnmetastasierung urséchlich in Betracht zu ziehen. Auch wird im klinischen Alltag im Kontext
der Melanom-Erkrankung bislang eine kognitive Beeintrachtigung vornehmlich mit einer
potenziellen Hirnmetastasierung und weniger mit einer zugrunde liegenden Antikorper-
vermittelten Reaktion in Verbindung gebracht. Hier lag jedoch bei Gber einem Drittel der
Patienten eine objektive kognitive Beeintrachtigung auch schon in frihen Tumorstadien ohne
Hirnmetastasierung vor. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass es in Hinsicht auf die kognitive
Leistung einer vermehrten Aufmerksamkeit bedarf. Bei kognitiven Auffalligkeiten sollte
dementsprechend eine weiterflhrende Antikdérperdiagnostik nach Ausschluss weiterer
neurologischer Differentialdiagnosen und von Hirnmetastasen durchgefuhrt werden.

Bei Auftreten von kognitiver Dysfunktion und positivem Nachweis von NSAbs wie den
NMDAR-Antikérpern wurde im Gegensatz zu AICAbs bereits ein positives Ansprechen auf
eine immunsuppressive Therapie beschrieben [16][17]. Bei den autoimmunen Enzephalitiden
mit NSAbs vom IgG-Isotyp kann durch eine immunsuppressive Therapie haufig eine klinische
Remission erreicht werden [9]. Daraus resultiert die Frage, ob eine immunsuppressive
Therapie auch im Rahmen einer Krebserkrankung bei Nachweis von NSAbs und neu
aufgetretenen kognitiven Defiziten infrage kame. Dies wirde eine potenzielle
Therapiemdglichkeit fir CRCI darstellen. Um dies besser beurteilen zu kénnen, waren weitere
Untersuchungen an Tumorpatienten insbesondere Uber den Zeitpunkt des Auftretens und den
Verlauf der kognitiven Dysfunktion in Abhangigkeit vom Antikdrper-Titer essentiell, um einen
kausalen Effekt der Antikdrper auf die Kognition nahezulegen. Eine Antikdrperdiagnostik im
Liquor und Beurteilung der Blut-Hirn-Schranken-Funktion sollten dabei mdglichst
bertcksichtigt werden [27]. Eine immunsuppressive Therapie sollte auch in Zukunft nur nach
umfassender Beurteilung der vorhandenen Defizite und der moglichen Komplikationen sowie

nach Ausschluss relevanter Differentialdiagnosen erwogen werden.

Zusammenfassend lie3en sich bei einem groBen Anteil von Patienten mit malignem Melanom
kognitive Defizite nachweisen. Dabei stellten neuronale Antikérper bei Melanom-Patienten
einen neu identifizierten Faktor in der Pathogenese einer kognitiven Beeintrachtigung dar,
wobei dies insbesondere fir Antikorper gegen NMDAR-Antikérper vom IgA/IgM-Isotyp galt.
Antikdrper gegen intrazelluldre Antigene waren hingegen mit Auffalligkeiten in der
neurologischen Untersuchung assoziiert. Diese Ergebnisse bedlrfen jedoch weiterer
Bestatigung durch langfristige prospektive Studien. Bei Melanom-Patienten mit
neurologischen oder kognitiven Auffélligkeiten sollte eine Antikdrperdiagnostik in Betracht

gezogen werden.
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