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1. Zusammenfassung
1.1. Abstract
1.1.1.Abstract auf Deutsch

Das olfaktorische System stellt eine bedeutsame Schnittstelle zwischen dem Nerven- und
dem Immunsystem dar. Bei zahlreichen neuroimmunologischen Erkrankungen wurde
eine Beeintrachtigung des olfaktorischen Systems beschrieben.

In Studie 1 wurde zum damaligen Zeitpunkt erstmals das Riech — und Schmeckvermdgen
von Patient*innen mit Autoimmunenzephalitis (AE) untersucht. Die psychophysische
Testung erfolgte mithilfe des Schwellen-Diskrimination-Identifikation-Tests (SDI) und des
Taste-Strip-Tests (TST). Olfaktorisch evozierte Potentiale (OEP) wurden zur
objektivierenden Testung des Riechvermdgens in einer Subanalyse abgeleitet. In die
Studie konnten 32 Patient*innen (7 Patientinnen mit Antikdrper (AK) gegen
intrazellulare, neuronale Antigene, 7 Patient*innen mit AK gegen synaptische
Rezeptoren, 12 Patient*innen mit AK gegen lonenkandle und andere neuronale
Oberflachenantigene sowie 6 seronegative Patient*innen) eingeschlossen werden. Die
nach Alter und Geschlecht Ubereinstimmende Kontrollgruppe (GK) bestand aus 32
gesunden Kontrollen. Bei AE-Patient*innen wurden in der orthonasalen und objektiven
Olfaktometrie eine signifikante Verminderung des Riechvermdgens und in der
subjektiven Gustometrie eine signifikante Verminderung des Schmeckvermégens
identifiziert. Das Ergebnis im SDI-Test korrelierte dabei signifikant mit der
Selbsteinschatzung hinsichtlich des Riechvermégens. Ein Zusammenhang mit Alter,
Geschlecht, AK-Typ, Krankheitsdauer sowie kdrperlichem Behinderungsgrad konnte
nicht festgestellt werden.

In Studie 2 wurde das Riechvermdgen von Patient*innen mit primar progredienter
Multiplen Sklerose (PPMS) und schubférmig remittierender Multiplen Sklerose (RRMS)
mithilfe des SDI miteinander verglichen. In der Multiplen Sklerose (MS) Studie konnten
jeweils 32 Studienteilnehmende fur die Gruppen PPMS, RRMS und GK rekrutiert werden.
Unabhéangig von Krankheitsdauer und korperlicher Beeintrachtigung fand sich bei PPMS-
Patient*innen im Vergleich zu RRMS-Patient*innen signifikant haufiger und starker eine
Minderung des Riechvermogens.

Zusammenfassend unterstutzten die Ergebnisse unserer Studien die Assoziation von

Riechstdérungen mit verschiedenen neuroimmunologischen Erkrankungen.



1.1.2.Abstract in English

The olfactory system is an unique intersection between the nervous and the immune
system. Olfactory dysfunction was described in numerous neuroimmunological disorders.
In study 1 olfactory and gustatory function was to our knowledge examined for the first
time in patients with autoimmune encephalitis (AE). Psychophysical examinations were
performed with the Threshold Discrimination Identification (TDI) score for olfactory
function (OF) and with the Taste Strips test (TST) for gustatory function. Olfactory evoked
potentials (OEP) were recorded for objective olfactometry in a subanalysis. We recruited
32 AE patients (7 with antibodies against intracellular antigens, 7 with antibodies against
synaptic receptors, 12 with antibodies against ion channels and other cell-surface
proteins, 6 seronegative), and 32 age- and sex-matched healthy controls (HC). In AE
patients a significant decrease in OF was shown both in orthonasal and objective
olfactometry, as well as a significant reduced gustatory function (GF) in subjective
gustometry. The TDI score correlated significantly with the subjective estimation of the
olfactory capacity on a visual analog scale. Neither age, sex, modified Rankin Scale
(mRS) nor disease duration showed any correlation with the composite TDI score.

In study 2 OF of patients with primary progressive multiple sclerosis (PPMS) was
compared with OF of patients with relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS) using
the TDI score. Overall 64 patients (32 PPMS patients, 32 RRMS patients) and 32 HC
participated in the MS study. Olfactory dysfunction was more frequent and severe in
patients with PPMS compared to patients with RRMS independent of disease duration
and degree of disability.

In conclusion, the results of our studies supported the association of olfactory dysfunction

with various neuroimmunological disorders.



1.2. Einfohrung und Zielsetzung

Im Rahmen von Enzephalitiden kann es zu schweren strukturellen Schaden des Gehirns
kommen. Unter den mdglichen Differentialdiagnosen nehmen die antikorpervermittelten
Autoimmunenzephalitiden (AE), insbesondere unter Beriicksichtigung der stetigen
Weiterentwicklung der diagnostischen Mdglichkeiten in den vergangenen 15 Jahren,
zunehmend eine wichtige Rolle ein. Unter dem Begriff AE sind heterogene
Krankheitsbilder mit subakutem Beginn und mit einem breiten Symptomspektrum von
progredienten mnestischen Stérungen und neuropsychiatrischen Veranderungen bis zu
epileptischen Anféllen subsumiert(1). Im Gegensatz zu den onkoneuralen, meist
paraneoplastischen Antikérpern (AK), bei denen in der Mehrheit der Falle intrazellulare
Proteine das Target sind und die, bei am ehesten T-Zell-vermitteltem
Schadigungsmechanismus, eher ein Epiphdnomen zu sein scheinen, richtet sich eine
Gruppe neu entdeckter, pathogener  Autoantikdrper gegen  neuronale
Oberflachenstrukturen, im engeren Sinne gegen neuronale Rezeptoren und synaptische
Proteine, vorwiegend in Teilen des limbischen Systems(2, 3). Patient*innen mit AE
sprechen gut auf eine Immuntherapie an, die Prognose ist somit deutlich besser als bei
Patient*innen mit paraneoplastischen Antikdrpern. Umso wichtiger ist eine frihe und
richtige differentialdiagnostische Zuordnung(4). Zur Diagnosestellung werden, neben der
klinischen Untersuchung und dem Antikdrperbefund in Liquor und Serum, wegweisende
Befunde in einer kranialen MRT-Bildgebung, im Liquor und im EEG, sowie der
Ausschluss anderer mdoglicher Ursachen gefordert(1). Ein Teil der Prozessierung
olfaktorischer und gustatorischer Signale findet im sekundaren olfaktorischen Kortex
statt, welcher Teil des limbischen Systems ist(5, 6). Davon ausgehend wurde die
Hypothese, dass Stdrungen im limbischen System zu olfaktorischer und gustatorischer
Dysfunktion bei AE-Patient*innen fuhren, in dieser Studie geprift(7, 8). Zur Untersuchung
des Riechvermogens wurde der dreiteilige Schwellen-Diskrimination-Identifikation-Test
(SDI-Test) verwendet. In einer Substudie wurden olfaktorisch evozierte Potentiale (OEP)
abgeleitet. Klinische Daten, wie der modifizierte Rankin-Skala-Wert (mRS), die
Krankheitsdauer und die verschiedenen AK wurden bei der Auswertung bertcksichtigt.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, erstmalig das Riech- und Schmeckvermogen bei AE-
Patient*innen zu untersuchen und hinsichtlich einer mdglichen Korrelation mit Antikdrper-
Typ, Alter der Patient*innen, Krankheitsdauer und -schwere zu Uberprifen. Bei

verschiedenen neurologischen Erkrankungen, wie beim idiopathischen Parkinson-



Syndrom, der Demenz vom Alzheimer-Typ und bei der Multiplen Sklerose (MS), haben
Riechstdrungen eine diagnostische und prognostische Bedeutung (9-11). Inwieweit sich
dieses Symptom jedoch zwischen verschiedenen Verlaufsformen der MS unterscheidet
oder an welchem Punkt im Krankheitsverlaufs es zu Einschrédnkungen des Geruchssinns
kommt, ist bisher nicht gut untersucht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde als
zusatzliche Fragestellung das Riechvermdgen zwischen Patient*innen mit primar
progredienter MS (PPMS) und schubférmig remittierender MS (RRMS) verglichen.

1.3. Material und Methoden

Im Jahr 2015 genehmigte die Ethikkommission der Charité die Studie zur Untersuchung
des Riechvermdgens bei Patient*innen mit Autoimmunenzephalitis in einer prospektiven
Fall-Kontroll-Studie. Die Patient*innenaufklarung fand mittels eines Informationsblattes
und eines individuellen Gesprachs statt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung war
Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie. Die Einschlusskriterien wurden von
insgesamt 32 AE-Patient*innen (14 Frauen, 18 Manner, 18-75 Jahre) erflllt. 26
Patient*innen waren seropositiv, davon 7 mit AK gegen intrazellulare Antigene und 19 mit
AK gegen neuronale Oberflachenantigene, und 6 Patient*innen waren seronegativ. Die
Ein- und Ausschlusskriterien wurden nach neurologischer und HNO-arztlicher
Untersuchung, sowie anhand von zwei, fur die Studie entworfenen Fragebdgen
berticksichtigt. Die Rekrutierung erfolgte auf der allgemeinneurologischen Station der
Charité Campus Mitte und in der Spezialsprechstunde fir Enzephalitis und
Paraneoplasien. Die GK bestanden aus 32 Personen, die nach Geschlecht und Alter mit
den AE-Patient*innen Ubereinstimmten. Es fand keine gesonderte Dokumentation
gescreenter Patient*innen statt. Analog wurde bei Studie 2 vorgegangen. Die
Ethikkommission der Charité genehmigte die Studie =zur Untersuchung des
Riechvermdgens von Patient*innen mit MS ebenfalls in einer prospektiven Fall-Kontroll-
Studie. Patient*innenaufklarung und schriftliche Einverstandniserklarung waren die
Voraussetzung fur die Studienteilnahme. Die Einschlusskriterien wurden von 32 PPMS-
Patient*innen (13 Frauen, 19 Manner, 53.4+9.3 Jahre) und 32 RRMS-Patient*innen (22
Frauen, 10 Manner, 35.5£9.3 Jahre) erflllt. Auch in Studie 2 wurden die Ein- und
Ausschlusskriterien nach neurologischer und HNO-arztlicher Untersuchung, sowie
anhand von zwei, fur die Studie entworfenen Fragebdgen bertcksichtigt. Hier erfolgte die

Rekrutierung auf der allgemeinneurologischen Station der Charité Campus Mitte und in



der Sprechstunde fur MS und chronisch-entzindliche Erkrankungen des zentralen
Nervensystems (ZNS). Die GK in der Studie 2 bestanden aus 32 Personen, die nach

Alter mit den PPMS-Patient*innen Ubereinstimmten.

1.3.1. Ein —und Ausschlusskriterien

In Studie 1 wurden Patient*innen mit der Diagnose AE nach aktuellen Kriterien und in
Studie 2 Patient*innen mit der gesicherten Diagnose MS nach den McDonald-Kriterien
(revidierte Fassung 2010) eingeschlossen(l, 12). Als Ausschlusskriterien waren in
beiden Studien vorbestehende Riechstérungen anderer Genese (sinunasal: obstruktiv,
allergisch, akut infektidos; postviral/postinfektios, posttraumatisch, medikamentos,
toxisch), Schwangerschaft sowie Erkrankungen, die mit Riechstérungen assoziiert sind
(u.a. Demenz vom Alzheimer-Typ, Morbus Parkinson, atypische Parkinson-Syndrome,
Chorea Huntington, Depression), definiert. Aufgrund steigender Pravalenz von
Riechstorungen im héheren Alter konnten Patient*innen Uber 75 Jahren nicht an den
Studien teilnehmen. Zum Ausschluss einer Depression wurde das Beck-Depressions-
Inventar-1l (BDI-Il) genutzt (siehe Abschnitt ,Beck-Depressions-Inventar-11), zum
Ausschluss einer Demenz vom Alzheimer-Typ der Mini-Mental-Status-Test (MMST,;
siehe Abschnitt ,Mini-Mental-Status-Test"). Patient*innen mit hohergradiger koérperlicher
Beeintrachtigung wurden bei einem mRS-Wert > 3 nicht in die Studie eingeschlossen
(siehe Abschnitt ,modifizierte Rankin-Skala“). Um Ursachen fir sinunasale
Riechstorungen (Schleimhaut- oder Muschelschwellungen, Schleimhautgeschwiire,
Polypen, Missbildungen, Tumoren oder Fremdkdrpern) ausschlieen zu kénnen, wurde

eine HNO-arztliche Untersuchung durchgefthrt.

1.3.2.Becks-Depressions-Inventar-1l (BDI-II)

Das Becks-Depressions-Inventar-Il ist ein weit verbreitetes Testverfahren zum Screening
depressiver Symptomatik und zur Erfassung des Schweregrads (Reliabilitat r=0.83-0.96,
diagnostische Validitat im Vergleich zum BDI-lI r=0.82-0.94)(13, 14). In dem
Selbstbeurteilungsverfahren, abgebildet in einem Fragebogen bestehend aus 21 Fragen,
kbnnen zwischen 0 und 63 Punkte erreicht werden. Laut Anhang 1 der S3-
Leitlinie/Nationale Versorgungsleitlinie unipolare Depression sprechen Werte bis 12
Punkte fur keine bzw. eine klinisch unaufféllige oder remittierte Depression, Werte

zwischen 13 und 19 Punkten fir ein leichtes depressives Syndrom, Werte zwischen 20



und 28 Punkten fir ein mittelgradiges und ab 29 Punkten fur ein schweres depressives
Syndrom(15). In einer Metaanalyse wurde der optimale Cut-Off-Wert mit 14.5 Punkten
ermittelt (Sensitivitat 0.86, Spezifitat 0.78) (14). Als Einschlusskriterium fir unsere Studie
wurde ein BDI-II-Wert unter 15 Punkten festgelegt.

1.3.3.Mini-Mental-Status-Test (MMST)

Der Mini-Mental-Status-Test ist ein Screeningverfahren fir kognitive Stérungen(16).
Insbesondere wird es in der klinischen Diagnostik und Forschung dementieller Syndrome
angewandt und umfasst 30 Items. Es werden Orientierung, Ged&achtnis, Aufmerksamekeit,
Sprache und Visokonstruktion geprift. Werte von unter 24 Punkten weisen auf kognitive
Defizite hin. Als Einschlusskriterium fiir unsere Studie wurde eine Mindestpunktzahl von

25 festgelegt.

1.3.4.Modifizierte Rankin-Skala (mRS)

Zum Ausmald der korperlichen Behinderung nach Schlaganfallen und anderen
neurologischen Erkrankungen wird die standardisierte mRS verwendet(17). Die Skala
umfasst den Bereich von vollstandiger Gesundheit mit ,keine Symptome* (0 Punkte) bis
zu ,Tod“ (6 Punkte). Zur Teilnahme an unserer Studie wurde ein mRS-Wert von < 4 als

Einschlusskriterium definiert.

1.3.5.0rthonasale Olfaktometrie

Orthonasal wurde das Riechvermodgen mit dem dreiteiligen SDI-Test (Sniffin’ Sticks
Extended Test, Burghart Messtechnik GmbH, Wedel, Deutschland) untersucht(18). Die
Reliabilitat der Subtests wurde fur den Schwellentest mit r=0.92, fir den
Diskriminationstest mit r=0.80 und fur den Identifikationstest mit r=0.88 ermittelt(19). Die
Geruchswahrnehmungsschwelle wird mithilfe einer 16-stufigen Verdinnungsreihe des
Duftstoffes n-Butanol bestimmt. Der Diskriminationstest besteht auf 48 Riechstiften (16
Riechstoffpaare mit je einem zusatzlichen Einzelgeruch) und prift die
Unterscheidungsfahigkeiten zwischen verschiedenen Gertichen. Der Identifikationstest
setzt sich aus 16 Riechstiften mit Alltagsgeriichen zusammen, die aus vier
Antwortmoglichkeiten richtig zu benennen sind. Ein SDI-Wert < 16 Punkten bedeutet eine
funktionelle Anosmie, zwischen 16 und 30 Punkten eine Hyposmie und > 30 Punkte eine

Normosmie(18).



1.3.6.0Dbjektive Olfaktometrie

Zur objektivierenden Testung des Riechvermdgens wurden olfaktorisch evozierte
Potentiale (OEP) nach den Richtlinien der Arbeitsgruppe ,Standardisierung von Riech-
und Schmeckprufungen” der Arbeitsgemeinschaft Olfaktologie/Gustologie der Deutschen
Gesellschaft fur Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf- und Halschirurgie abgeleitet(20).
Zur Reizdarbietung wurde ein computergesteuertes Olfaktometer (OM 2/S Olfaktometer,
Burghart Messtechnik GmbH) verwendet. Zur Auslésung der OEP wurden die beiden
Olfaktoriusreizstoffe Schwefelwasserstoff und Phenylethylalkohol und zur Auslésung
trigeminaler evozierter Potentiale (EP) Kohlenstoffdioxid appliziert(21-23). Die
Reizdarbietung erfolgte tber einen mit einer Nasensonde endenden Riechschlauch bei
standardisierten Bedingungen mit einem konstanten Luftfluss von 7,5 Liter/ Minute, einer
Lufttemperatur am Olfaktometerausgang von 37°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 70 %(20). Zur Vermeidung einer Gewthnung an die wiederholte Reizung wurden
die Reizstoffe in verschiedener Intensitéat bei einem randomisierten Reizintervall von 30-
45s mit einer Reizdauer von ca. 200ms jeweils der rechten und linken Nasendffnung
angeboten. Zur Optimierung der Ableitung der EP in der Elektroenzephalographie (EEG)
wurde eine Vigilanzstabilisierung der Patient*innen mittels eines einfachen Videospiels
durchgefiihrt. Zur Abschatzung der topographischen Verteilung der EP erfolgte die
Ableitung von den Elektrodenpositionen Fz, Cz und Pz monopolar gegen A1(24). Die
OEP wurden nach Mittelung von 10 Einzelaufnahmen hinsichtlich ihrer hauptsachlichen
Negativitat (N) mit einer Latenz von 200-700ms und der hauptséchlichen Positivitat (P)
mit einer Latenz von 300-800ms vermessen, wobei trigeminale Potenziale etwas friher
als olfaktorische auftreten. Das Amplitudenmaximum der olfaktorischen Potenziale ist bei
Pz zu erwarten, wohingegen die trigeminalen Reizantworten ein Amplitudenmaximum bei
Cz aufweisen(25).

1.3.7.Gustometrie

Zur Geschmacksprifung wurde mittels Papierteststreifen der ,Taste Strip Test* (TST,;
Burghart Messtechnik GmbH) angewandt(26). In dem 16-stufigen Test werden die
Geschmacksqualitaten suf3, sauer, salzig und bitter in jeweils vier verschiedenen
Konzentrationen geprift. Eine Geschmacksminderung liegt bei einem Wert von weniger

als 9 von maximal 16 Punkten vor.
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1.3.8.Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mittels SPSS (Versionen 22.0, 23.0 und 25.0; IBM
Statistics vor Windows, Armonk, NY: IBM Corp.) durchgefuhrt. Fur die Erstellung der
Graphiken wurde GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software Inc., La Jola, USA)
verwendet. Um die ZielgréRen miteinander zu vergleichen und auf Unterschiede
zwischen den Werten zu prifen, wurden far normalverteilte Variablen der t-Test und fur
nicht normalverteilte Variablen der Mann-Whitney-U-Test, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test und den Kruskal-Wallis-Test verwendet. Um den Einfluss verschiedener Variablen
zu untersuchen, wurde eine Varianzanalyse mittels ANOVA durchgefihrt.
Regressionenkoeffizienten wurden mittels bivariater und multivariater
Regressionsanalyse bestimmt. Das Signifikanzniveau wurde auf p=0,05 festgelegt.
Zusammenhange zwischen den einzelnen Werten wurden mittels Spearman- oder

Pearson-Korrelation untersucht.

1.4. Ergebnisse
1.4.1. Studie 1

Olfactory and Gustatory Dysfunction in Patients With Autoimmune Encephalitis;
Front Neurol (2019)

Die Ableitung olfaktorisch evozierter Potenziale in Patienten mit limbischer
Enzephalitis; Klin Neurophysiol (2019)

Insgesamt wurden 32 AE-Patient*innen und 32 gesunde Kontrollpersonen mit
orthonasaler Olfaktometrie, Gustometrie sowie mit BDI-Il, MMST und mRS untersucht.
Bei 19 AE-Patient*innen wurden in einer Substudie zusatzlich OEP abgeleitet. Die
Ergebnisse der Substudie wurden separat publiziert und variieren aufgrund der
unterschiedlichen Patientenzahl leicht von der Hauptpublikation. Die demographischen

und klinischen Daten der Patientenkohorte fir diese Studie sind in Tabelle 1

zusammengefasst.
Demographische und klinische Daten AE (n = 32) GK (n =32)
Geschlecht
weiblich (%) 14 (44) 14 (44)
mannlich (%) 18 (56) 18 (56)
Alter (in Jahren), Mittelwert (SA) 52.5 (17.8) 52.0 (17.5)
Krankheitsdauer (in Monaten), Median (IQR) 19.3 (10.3-25.0)
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Tumornachweis (%)
Modifizierte Rankin Skala, Mittelwert (SA)
Mini Mental Status Test, Mittelwert (SA)
Beck-Depressions-Inventar-11, Mittelwert (SA)
Akuttherapie (%)
Kortikosteroide intravends (%)
Plasmapherese (%)
Immunoglobuline intravends (%)
Langzeit-Immunsuppression (%)
Kortikosteroide oral (%)
Rituximab (%)

Bortezomib (%)

Hu (%)
CV2 (%)

GAD (%)

NMDA-Rezeptor (%)
AMPA-Rezeptor (%)
GABAg-Rezeptor (%)
mGIuR5 (%)
Antikérper gegen lonenkanéle
Zelloberflachenproteine (%)

LGI1 (%)

CASPR?2 (%)

VGCC (%)

DPPX (%)

nicht charakterisiert (%)

Oligoklonale Banden (%)

Antikdérper gegen intrazellulare Antigene (%)

und

Antikdrper gegen synaptische Rezeptoren (%)

andere

4 (12.5) :

1.7 (1.1) -

27.8

1.7 -

8.0 (7.1) i

15 (47) -

3(9)

8 (25) -

4(13) -

7(22) =

11 (34) .

13

7(22) -

2 (6)

1(3)

4(13) -

7(22) -

4 (13) =

1(3)
1(3)

1(3)

12 (38) -

6 (19) -

2 (6)
1(3)
1(3)

2 (6)

6 (19) -

Abkurzungen: AE =

Autoimmunenzephalitis; GK

Gesunde Kontrollen;

IQR =

Interquartilsabstand; SA

Standardabweichung; GAD = Glutamat-Decarboxylase; NMDA = N-Methyl-D-Aspartat; AMPA = a-Amino-3-hydroxy-

5-methyl-4-isoxazolpropionsaure; GABA = y-Amino-Buttersdure; mGIuR5 = Metabotroper Glutamatrezeptor 5; LGI1 =

Leucin-reich-Gliom-induziertes Protein-1;

CASPR2

Contactin-assoziiertes Protein-Rezeptor

spannungsabhangiger Kalziumkanal; DPPX = Dipeptidyl-Peptidase-like Protein-6
Tabelle 1. Demographische und klinische Daten von AE-Patient*innen und

gesunden Kontrollen(27)
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AE GK p-Wert

SDI, Mittelwert (SA) 24.0 (9.2) 34.8 (2.3) < 0.001

Hyposmie (%) 17 (53) 0

Hyposmie, Mittelwert (SA) 25.7 (3.3)

Anosmie (%) 7 (22) 0

Anosmie, Mittelwert (SA) 9.1 (4.2)
Riechschwelle, Mittelwert, (SA) 5.3(3.2) 7.8 (1.4) <0.001
Diskrimination, Mittelwert (SA) 9.1 (3.8) 12.3(1.4) <0.001
Identifikation, Mittelwert (SA) 9.6 (3.8) 14.6 (0.7) <0.001
TST, Mittelwert (SA) 10.2 (3.4) 13.5(1.1) <0.001

Hypogeusie (%) 5/19 (26) 0/32 (0)

Hypogeusie, Mittelwert (SA) 5.8 (1.7)
OEP, pathologisch (Ja/Nein) 12/7

Abkirzungen: AE = Autoimmunenzephalitis; GK = Gesunde Kontrollen; SA = Standardabweichung;

OEP = Olfaktorisch evozierte Potentiale; SDI = Schwellen-Diskrimination-ldentifikation-Test; TST = Taste-Stripe-Test

Tabelle 2. Ergebnisse der orthonasalen und objektiven Olfaktometrie sowie der
Gustometrie(27, 28)

Bei 24 AE-Patient*innen fand sich im SDI-Test eine Riechstérung (75 %), davon zeigten
17 Patient*innen eine Hyposmie (53 %) und 7 Patient*innen (22 %) eine Anosmie. Bei
allen GK stellten sich in Studie 1 im SDI-Test eine uneingeschrankte Riechfunktion dar.
Der SDI-Mittelwert der AE-Patient*innen (24.0 £ 9.2) unterschied sich vom SDI-Mittelwert
der GK (34.8 + 2.3) signifikant (p<0.001, r = 0.87). Auch in den Einzeltestungen zeigte
sich im Schwellentest (p<0.001, Cohen’s d 1.15), im Diskriminationstest (p<0.001,
Cohen’s d 1.39) und im Identifikationstest (p<0.001, r = 0.85) ein signifikanter Unterschied
zwischen AE-Patient*innen und GK. Zwischen Frauen (25.9 £ 6.7) und Mannern (22.5 +
10.3) stellte sich im SDI-Test bei AE-Patient*innen kein signifikanter Unterschied dar (p
= 0.424). Im Identifikationstest erreichen Spezifitdt und positiver pradiktiver Wert bei
einem Cut-off-Wert von 13 Punkten jeweils 97 %, um zwischen AE-Patient*innen und GK
zu unterscheiden. Die Sensitivitat im Identifikationstest war 88 %, der negative pradiktive
Wert 89 %. Bei 19 AE-Patient*innen wurden mittels Olfaktometer OEP abgeleitet. Es
wurden bei allen AE-Patient*innen in der objektiven Olfaktometrie pathologische OEP

detektiert, die im SDI-Test eine Hyposmie oder Anosmie hatten. Wiederum zeigten sich
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bei den AE-Patient*innen, die im SDI-Test eine uneingeschrankte Riechfunktion hatten,
unauffallige OEP. In der Gustometrie fand sich bei 26.3 % (5/19) der AE-Patient*innen
eine Hypogeusie. Die GK zeigten alle eine Normogeusie, Der TST-Mittelwert der AE-
Patient*innen (10.2 + 3.4) unterschied sich vom TST-Mittelwert der GK (13.5 £ 1.1)
signifikant (p < 0.001). Die Effektstarke berechnete sich mit Cohen’s d 1.13. Nach
qualitativen Geruchsstérungen befragt, berichteten zwei AE-Patient*innen (6.25 %) von
Phantosmien. Bei den GK wurden keine Einschréankungen des Riechvermdgens
berichtet. In einem linearen Regressionsmodel konnte gezeigt werden, dass Parameter
wie MMST, mRS, BDI, Alter und Krankheitsdauer keinen Einfluss auf die olfaktorische
oder gustatorische Funktion haben. Darliber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass
die Art der Autoantikdrper keinen signifikanten Einfluss auf den SDI-Testwert (Chi-Square
= 1.531, p = 0.675, r = 0.41) im Kruskal-Wallis-Test und auf den TST-Testwert [F,15 =
0.707, p = 0.563, n2 = 0.12] in einer ANOVA hat.

1.4.2. Studie 2

Olfactory dysfunction in patients with primary progressive MS;

Neuro Neuroimmunol Neuroinflamm 2017

Insgesamt wurden 64 Patient*innen mit MS, davon 32 mit einer PPMS und 32 mit einer
RRMS, sowie 32 GK in die Studie 2 eingeschlossen. Die demographischen und
klinischen Daten der Patientenkohorte fir diese Studie sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

p-Wert (PPMS  p-Wert (PPMS  p-Wert (RRMS
PPMS (n =32) RRMS(n=32) GK (n=32) vsRRMS) vs GK) vs GK)

Alter (in Jahren),

Mittelwert (SA) 53.4+9.3 35.5+9.3 51.9+17.6 <0.001 0.68 <0.001
Geschlecht:
weiblich (%) 13 (40.6%) 22 (68.8%) 17 (53.1%)  0.044 0.45 0.31

Riechschwelle,

Mittelwert (SA) 53+26 6.8+2.2 78+14 0.016 <0.001 0.034
Riechdiskrimination,

Mittelwert (SA) 9.3+22 12.4+2.3 123+1.4 <0.001 <0.001 0.84
Riechidentifikation,

Mittelwert (SA) 10.9 £ 3.7 13.0+1.5 146 £0.7 0.004 <0.001 <0.001
SDI, Mittelwert (SA) 254+6.1 322+42 348+21 <0.001 <0.001

Qualitative Olfaktion
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Normosmie (%) 2 (6 %) 19 (59 %) 31 (97 %) <0.001 <0.001 <0.001

Hyposmie (%) 26 (81 %) 13 (41 %) 1 (3 %)
Anosmie (%) 4 (13 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
EDSS,
Mittelwert (SA) 49+21 26+18 - <0.001

Krankheitsdauer (in
Jahren), Mittelwert

(SA) 11.3+8.4 5.6+5.9 - 0.002

Abkirzungen: EDSS = Expanded Disability Status Scale; GK = Gesunde Kontrollen; PPMS = Primér progrediente
Multiple Sklerose; RRMS = Schubférmig remittierende Multiple Sklerose; SA = Standardabweichung.

Tabelle 3. Demographische und klinische Daten von MS-Patient*innen und

gesunden Kontrollen(29)

Von den PPMS-Patient*innen hatten 81 % eine Hyposmie und 13 % eine Anosmie, von
den RRMS-Patient*innen boten 41 % eine Hyposmie und keine*r eine Anosmie. Bei einer
GK fand sich in Studie 2 eine Hyposmie. Der SDI-Mittelwert der PPMS-Patient*innen
(25.4 £ 6.1) war signifikant niedriger sowohl im Vergleich zum SDI-Mittelwert der RRMS-
Patient*innen (32.2 £ 4.2, p<0.001) als auch zu dem der GK (34.8 + 2.1, p<0.001). In den
Einzeltestungen fand sich im Schwellentest, im Diskriminationstest und im
Identifikationstest (jeweils p<0.001) ein signifikanter Unterschied zwischen PPMS-
Patient*innen und GK. In multivariaten Modellen, adjustiert nach Alter, Geschlecht,
Krankheitsdauer und EDSS, bestatigten sich signifikante Unterschiede im SDI-Test und

in den Einzeltestungen der Diskrimination und Identifikation (Tabelle 4).

Riechschwelle Diskrimination Identifikation SDI

PPMS

-0.86(-2.71-0.99), p=0.36 | -1.87(-3.54--0.20), p=0.03* | -2.32(-4.55--0.10), p=0.04* | -5.00(-9.05--0.95), p=0.02*
(vs RRMS)

Alter (in Jahren) | -0.04 (-0.11-0.04), p=0.31 | -0.04 (-0.10-0.03), p=0.28 | 0.02 (-0.07-0.11), p=0.61 | -0.06 (-0.22-0.11), p=0.49

Geschlecht

-0.41 (-1.76-0.94), p=0.54 0.25 (-0.97-1.47), p=0.68 -0.06 (-1.68-1.56), p=0.94 -0.19 (-3.14-2.77), p=0.90
(weiblich)
EDSS -0.19 (-0.54-0.16), p=0.28 -0.35(-0.67--0.03), p=0.03* | -0.1 (-0.52-0.33), p=0.66 -0.64 (-1.42-0.14), p=0.10
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Krankheitsdauer
0.07 (-0.03-0.17), p=0.16 0.04 (-0.04-0.13), p=0.32 0.00 (-0.12-0.11), p=0.94 0.11 (-0.10-0.33), p=0.30
(in Jahren)

Abkirzungen: EDSS = Expanded Disability Status Scale, PPMS = Primar progrediente Multiple Sklerose; RRMS =

Schubférmig remittierende Multiple Sklerose; *Significant.

Tabelle 4. Lineares Regressionsmodell fiir Messinstrumente des Riechvermdgens
(29)

1.5. Diskussion

Bereits vor der COVID-19-Pandemie nahmen Funktionsstérungen chemosensorischer
Afferenzen eine wichtige Rolle in der klinischen Diagnostik verschiedener
Krankheitsbilder ein(30, 31). Bei verschiedenen neurodegenerativen und
neuroimmunlogischen Erkrankungen wurden Riechstérungen festgestellt und teilweise,
wie beispielsweise beim Morbus Parkinson, als diagnostische Marker etabliert(32).
Riechstorungen kbénnen mit einer deutlich verminderten Lebensqualitat einhergehen und
zu einer erhohten Inzidenz von Depressionen fuhren(33-35). In den hier
zusammengefassten Studien wurden zum einen erstmalig Riech- und
Schmeckvermdgen von AE-Patient*innen untersucht und zum anderen das
Riechvermdgen von PPMS- und RRMS-Patient*innen miteinander verglichen.

In Studie 1 zeigte sich bei 75 % der 32 AE-Patient*innen eine Stdérung des
Riechvermdgens(27). Dies bestétigte sich in den Einzeltestungen, in denen sich bei den
AE-Patient*innen, im Vergleich zu den gesunden Probanden, eine signifikant verminderte
Fahigkeit zur Diskrimination und Identifikation von Gerlchen, sowie in der
Riechschwellentestung darstellte. Die Riechschwellentestung wird dabei genutzt, um die
periphere Riechfunktion von zentralen Prozessierungen zu unterscheiden(36).
Riechdiskrimination und — identifikation spiegeln zentrale Geruchsverarbeitung, inklusive
olfaktorischen Lernens wider(37, 38). Unsere Studienergebnisse deuten auf eine
periphere und zentrale Schadigung der Riechbahn hin. Vom Bulbus olfactorius (BO)
werden olfaktorische Afferenzen Uber den Tractus olfactorius an die primére Riechrinde
mit den Areae piriformis et entorhinalis, sowie die Amygdala projiziert. Von dort werden
die olfaktorischen Informationen an die zahlreichen Hirnregionen der sekundaren
Riechrinde  weitergeleitet, welche unter anderem  Hippocampus, Gyrus
parahippocampalis, Insula, Gyrus frontalis inferior und den orbitofrontalen Cortex

umfassen(37, 39). Der Hippocampus hat dabei einen wesentlichen Anteil am
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olfaktorischen Lernprozess und an der Adaption von Verhalten(40, 41). In MRT-Studien
konnte gezeigt werden, dass Stérungen des Riechvermdgens mit einer
Volumenabnahme u.a. von Strukturen der sekundéren Riechrinde, insbesondere auch
des Hippocampus und Parahippocampus, einhergehen(8, 42, 43). Eine entsprechende
Vulnerabilitat limbischer Strukturen, wie z.B. des Hippocampus und der Amygdala, wurde
ebenso bei AE-Patient*innen nachgewiesen(3, 44-46). Um madgliche strukturelle
Schadigungen des BO, der Riechbahn und des olfaktorischen Kortex, inklusive
limbischer Strukturen, mit dem Riechvermégen von AE-Patient*innen korrelieren zu
kénnen, sind MRT-Studien mit diffusionsgewichteten Sequenzen wie der Diffusions-
Tensor-Bildgebung (DTI) notwendig(47). Inflammatorische Prozesse in olfaktorischen
Strukturen des limbischen Systems kdnnten durch kortikales Feedback im Sinne einer
top-down Modulation zu Volumenreduktion des BO filhren(48). In diesem
Zusammenhang wéare es interessant zu untersuchen, ob die immunmodulatorische
Therapie der AE zu einer Regeneration des Riechvermoégens fiuhrt. Auch andere
neuroimmunologischen Erkrankungen wie MS und Neuromyelitis optica (NMO) sind mit
Riechstérungen assoziiert und unterscheiden sich voneinander hinsichtlich
neuroanatomischer Veranderungen(49). Aus pathophysiologischer Sicht kodnnte in
Zukunft der Zusammenhang von AE mit neuroinfektiologischen Erkrankungen
wegweisend sein. In einer prospektiven Studie von Armangue et al. erkrankten 27 % der
Patient*innen mit einer Herpes-Simplex-Enzephalitis (HSE) im Verlauf an einer AE(50).
Das Herpes-simplex-Virus Antigen wurde insbesondere auch im Hippocampus, im
olfaktorischen Kortex und in den Glia-Zellen des Tractus olfactorius detektiert(51). In
unserer Studie 1 hatte keine*r der 32 AE-Patient*innen eine HSE in der Anamnese. Das
Riechvermdgen bei HSE-Patient*innen wurde bisher nicht untersucht. Eine
vergleichende Untersuchung der OF zwischen HSE- und AE-Patient*innen ware im
Hinblick auf pathophysiologische Prozesse bei AE nach einer HSE interessant. Ein
weiteres Virus, welches einer AE vorausgehen kann, kdnnte SARS-CoV-2 sein, wie in
zahlreichen Fallberichten dargestellt wird(52-54). Bei milden bis moderaten
Krankheitsverlaufen von COVID-19 wurden bei bis zu 85.6 % der Patient*innen
Riechstorungen festgestellt(55).

Die objektive Olfaktometrie wird insbesondere bei wissenschaftlichen und
gutachterlichen Fragestellungen in den Fachbereichen der HNO, Neurologie und
Psychiatrie angewandt. Sie erlaubt die objektivierende Erfassung von Riechstérungen

und eignet sich besonders zur Abgrenzung eines Restriechvermdgens von einer
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schweren Hyposmie bzw. Anosmie(20, 56). Wie in Studien mit Patient*innen
verschiedener neurologischer Krankheitsbilder wie MS, Alzheimer-Demenz und Morbus
Parkinson bestatigt wurde, ist die Ableitung von OEP bei leicht- bis mittelgradigen
Hyposmien weniger sensitiv im Vergleich zu psychophysischen Testung(57). In unserer
Studie lieRen sich jedoch bei allen Patienten mit einer Anosmie und mit einer Hyposmie
in der psychophysischen Riechtestung auch pathologische OEPs nachweisen(28). Grund
dafur kénnte die wahrscheinlich zentrale Genese der Riechstdrung sein. In Studie 1
fanden sich bei 26 % der AE-Patient*innen eine Hypogeusie in der gustatorischen
Testung mittels TST. Damit sind, ahnlich, wie beim Morbus Parkinson, weniger
Patient*innen von Stérungen des Schmeckens als von Storungen des Riechens
betroffen(58). Bei 21 % der AE-Patient*innen fanden sich in den psychometrischen Tests
Stérungen beider sensorischer Afferenzen. Dies konnte durch die Kreuzung
gustatorischer und olfaktorischer Bahnen in Strukturen des limbischen Systems, wie
Amygdala, Inselrinde und orbitofrontaler Kortex (OFC) begriindet sein. Im OFC werden
olfaktorische, gustatorische und trigeminale Informationen miteinander verkntpft(59). Die
Art der AK hatte, ebenso wie die Krankheitsdauer, keinen Einfluss auf Riech- und
Schmeckfunktion der AE-Patient*innen in unserer Studie. Auch hatte das Geschlecht der
AE-Patient*innen keinen signifikanten Einfluss auf die olfaktorische und gustatorische
Funktion. Die Selbsteinschatzung des Riechvermégens der AE-Patient*innen war besser
als die Ergebnisse in der subjektiven und objektiven Olfaktometrie, was mdglicherweise,
ahnlich wie bei der MS, fir einen GewoOhnungsprozess wéhrend eines langsam
progredienten Verlaufs spricht(60).

Zusammenfassend zeigen die Resultate der Studie 1, dass Riech- und
Schmeckvermégen bei Patient*innen mit AE gestdrt sind. Die gewonnenen Erkenntnisse

sollen zu einem besseren Verstandnis des Krankheitsbildes beitragen.

In Studie 2 wurde das Riechvermégen von PPMS-Patient*innen untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass PPMS-Patient*innen im Vergleich zu GK und auch im Vergleich zu
RRMS-Patient*innen, ein signifikant reduziertes Riechvermdgen haben. Dieses Ergebnis
bestétigte sich in einem linearen Regressionsmodell mit den Kovariaten EDSS und
Krankheitsdauer(29). Es zeigte sich in unserer Studie bei 94 % der PPMS-Patient*innen
Riechstorungen, davon 81 % mit einer Hyposmie und 13 % mit einer Anosmie.
Insbesondere in den Einzeltestungen Diskrimination und Identifikation unterschieden sich

die Ergebnisse zwischen PPMS- und RRMS-Patient*innen signifikant. Der Anteil von
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RRMS-Patient*innen mit einer Riechminderung ist in unserer Studie mit 41 %
vergleichbar zu anderen Studien(61). Die Pathophysiologie der Riechstérungen bei MS-
Patient*innen ist bis dato nicht gut verstanden. In einer fMRT-Studie wurden
Veranderungen in den olfaktorischen Riechbahnen inklusive der olfaktorischen Kortexe
sowie im BO festgestellt. Auch nahm die Intensitat aktivierter, olfaktorischer Netzwerke
ab(62). In einer friheren MRT-Studie unserer Forschungsgruppe konnte gezeigt werden,
dass die Volumenreduktion des BO mit einer erhdhten Lasionslast im Riechhirn und mit
einer Riechminderung korreliert ist(63). Die Riechschwellentestung scheint
Demyelinisierung und Inflammation abzubilden, die Testung von Diskrimination und
Identifikation vor allem das Ausmal axonaler Schadigung(64). Aus den Ergebnissen
unserer Studie schlieBen wir, dass die Stérung des Riechvermdgens bei PPMS-
Patient*innen haufig und im Vergleich zu RRMS-Patient*innen schwerer ausgepragt ist.
Pathophysiologisch koénnten als Ursache der Ausprdgung der Riechstorung die
chronische Neurodegeneration bei PPMS diskutiert werden.

Zusammenfassend unterstlitzten die Ergebnisse unserer Studien die Hypothese, dass
Stérungen des Riechvermdgens bei Patientinnen mit neuroimmunologischen
Erkrankungen haufig und ausgepragt vorkommen. Sowohl bei AE, als auch bei MS,
spielen Neuroinflammation und Neurodegeneration eine groRe Rolle bei neuronaler
Schadigung(65-67). Ob Riechstérungen vor allem auf dem Boden neurodegenerativer
Prozesse entstehen, und welchen Beitrag neuroinflammatorische Prozesse dazu leisten,

sollte in zukunftigen Studien weiter untersucht werden.
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Objective: To test the hypothesis that olfactory (OF) and gustatory function (GF) is
disturbed in patients with autoimmune encephalitides (AE).

Methods: The orthonasal OF was tested in 32 patients with AE and 32 age- and
sex-matched healthy controls (HC) with the standardized Threshold Discrimination
Identification (TDI) score. This validated olfactory testing method yields individual scores
for olfactory threshold (T), odor discrimination (D), and identification (I), along with a
composite TDI score. The GF was determined by the Taste Strip Test (TST).

Results: Overall, 24/32 (75%) of patients with AE, but none of 32 HC (p < 0.001)
had olfactory dysfunction in TDI testing. The results of the threshold, discrimination and
identification subtests were significantly reduced in patients with AE compared to HC
(al p < 0.001). Assessed by TST, 5/19 (26.3%) of patients with AE, but none of 19
HC presented a significant limitation in GF (p < 0.001). The TDI score was correlated
with the subjective estimation of the olfactory capacity on a visual analog scale (VAS;
rs = 0.475, p = 0.008). Neither age, sex, modified Rankin Scale nor disease duration
were associated with the composite TDI score.

Conclusions: This is the first study investigating OF and GF in AE patients. According
to unblinded assessment, patients with AE have a reduced olffactory and gustatory
capacity compared to HC, suggesting that offactory and gustatory dysfunction are
hitherto unrecognized symptoms in AE. Further studies with larger number of AE patients
would be of interest to verify our results.

Keywords: autoimmune encephalitis, olfactory dysfunction, gustatory dysfunction, olfactory testing, threshold
discrimination identification test
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INTRODUCTION

In recent years, the term autoimmune encephalitis was
established for a heterogeneous group of antibody-associated
disorders of the brain that can either be caused by paraneoplastic
or non-paraneoplastic conditions (1, 2). AE is characterized
by a subacute onset of working memory deficits, psychiatric
symptoms, and altered mental status. According to international
consensus, the diagnosis of definite autoimmune limbic
encephalitis can be made, if the following criteria are met:
MRI abnormalities of the medial temporal lobe, epileptic
slow-waves on EEG, and CSF pleocytosis (3). In anti-NMDA
receptor encephalitis fewer than half of MRIs reveal abnormal
findings (4, 5). Presence of antibodies in CSF and serum
facilitate the diagnosis as well as a positive treatment response
to immunotherapy (6, 7). In 50-60% of AE patients oligoclonal
bands in CSF are detected. Hence, AE is in particular defined by
means of antibodies, which either target intracellular antigens
or surface antigens especially in the limbic system. The existing
diagnostics yield no definitive evidence. So further diagnostic
tests are desirable. Olfactory dysfunction is an increasingly
detected symptom in neuroimmunological disorders such as
multiple sclerosis and neuromyelitis optica spectrum disorder
(8, 9). Essential parts of the olfactory pathway are located in the
limbic system. Olfactory information from the olfactory cortex
(including the piriform and enthorinal cortex, the olfactory
tubercle and the anterior olfactory nucleus) is projected to the
hippocampus, amygdala, nucleus accumbens, and hypothalamus
(10). As the olfactory information is processed in these brain
areas, we hypothesized that functional disturbances of the
limbic system in AE patients could lead to olfactory and
gustatory dysfunction (11, 12). The aim of the study was to
investigate olfactory and gustatory function in AE patients.
Besides possible social, emotional and behavioral consequences
of olfactory, and gustatory dysfunction, its detection using
a standardized test could be a helpful marker of disease
activity (13).

METHODS
Study Participants

In this prospective case-control study, 32 patients with AE (44%
women, 18-75 years, mean =+ standard deviation @ 52 £ 18
years) were examined from April 2015 to May 2016. The median
(£SD) disease duration was 18 = 13 months. In detail, 26
seropositive (81.3%) and 6 seronegative patients were recruited
at in- and outpatient clinics of the Charité-Universitidtsmedizin
Berlin, Germany. Antibody testing was performed in all
patients with seropositive and seronegative AE with the
same commercially available cell-based assay (Euroimmun,
Libeck, Germany). Six AE patients with anti-leucine-rich
glioma-inactivated 1 (anti-LGI1) antibodies, four with anti-
N-methyl-D-aspartate receptor (anti-NMDAR) antibodies,
four with antiglutamate decarboxylase (anti-GAD) antibodies,
two with anti-contactin-associated protein 2 (anti-Caspr2)
antibodies, two with anti-Hu-antibodies, one with anti-a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor

(anti-AMPAR) antibodies, one with anti-y-aminobutyric
acid B receptor (anti-GABA-B-R) antibodies, one with anti-
voltage-gated calcium channel (anti-VGCC) antibodies, one with
anti-dipeptidyl-peptidase-like protein-6 (anti-DPXX) antibodies,
one with anticollapsin response-mediator protein 5 (anti-CV2)
antibodies, one with anti-metabotropic glutamate receptor
5 (anti-mGluR5) antibodies, and two with not characterized
anti-neuronal antibodies were included in the study. The
diagnosis of AE was verified by two experienced neurologists
according to current peer-reviewed diagnostic criteria (3).
At baseline all patients were already diagnosed and followed
up, none was a de novo patient. Beyond that, none of the
patients have had a herpes simplex encephalitis (HSE) in their
medical history. At the time of testing eight patients received
rituximab for immunotherapy, four patients were treated with
plasmapheresis (between three and ten courses), four with
intravenous immunoglobulins, three with steroids, and one
with bortezomib (7, 14, 15). In addition, four AE patients were
treated with a two-stage treatment. Three of these patients
were first treated with plasmapheresis and afterwards with
rituximab, and one patient was treated with immunoadsorption
and afterwards with rituximab. Overall, 8 out of 32 AE patients
had neither immunosuppressive therapy nor plasmapheresis
at the time of OF and GF testing. The age- and sex-matched
HC group comprised 32 individuals and were recruited among
hospital staff.

Inclusion- and Exclusion Criteria

The patients were included in, respectively, excluded from
the study after ENT and neurological examination as well as
by completing two questionnaires. Patients with the diagnosis
AE were included in the study. Exclusion criteria for study
participants of both groups were known olfactory disorders
(caused by e.g, infections of the upper respiratory tract,
post-traumatic, sinunasal, post-infectious, allergies), a major
depression in medical history, age over 75 as well as
pregnancy and lactation, respectively (16). To exclude olfactory
disorders of sinunasal origin an endoscopic ENT examination
of the nasal passage, the sinuses, and the nasal mucosa
was performed in patients with AE. Furthermore, patients
suffering from diseases associated with olfactory dysfunction
such as Parkinson’s or Alzheimer’s disease, multiple sclerosis
and neuromyelitis optica spectrum disorder as well as patients
taking drugs that can cause olfactory dysfunction (such as
amitryptilin, methotrexat, D-Penicillamine, and certain other
antibiotics, e.g., aminoglycosides, macrolides, and tetracyclines)
were excluded.

The Mini Mental State Examination (MMSE) was performed
before OF and GF testing to exclude severe cognitive dysfunction
(17). AE patients scoring at least 25 out of 30 points were
included. To identify a major depression the Beck Depression
Inventory-II (BDI-II) was applied (18). The BDI-II comprises
21 questions in a self-reported multiple choice form varying in
severity and symptoms of depression such as guilt, hopelessness
and physical symptoms such as fatigue, lack of interest in sex and
weight loss. We predefined a BDI-II score higher as 15 points
as exclusion criterion. Physical disability was rated according
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to the modified Rankin Scale (mRS) score ranging from 0 (no
symptoms) to 6 (death) (19). Patients with a mRS score >3 were
excluded from the study.

Orthonasal Olfactory Function

The orthonasal OF was examined by an unblinded investigator
using the tripartite TDI score (Sniffin’ Sticks test battery;
Burghart GmbH, Wedel, Germany), which is composed of
threshold, discrimination and odor identification subtests and is
recommended by the German Society for Otorhinolaryngology,
Head and Neck Surgery (20). The standardized and reliable
(rq = 0.72) test is designed as an alternative forced choice (AFC)
test (21). The olfactory perception threshold was determined by a
16-stage dilution series of n-butanol with 48 Sniffin’ Sticks. Using
the AFC principle, blindfolded subjects had to identify the sniffin
stick that contained the odorant. The discrimination test was
performed with 48 Sniffin’ Sticks of different smell qualities to
test the distinction of smells. Everyday odors had to be recognized
with the identification test which consist of 16 Sniffin’ Sticks.
A TDI score of <16 out of 48 indicates functional anosmia,
a score up to 30.5 indicates hyposmia and a score above 30.5
indicates normosmia.

Gustatory Function

To determine the GF the Taste Strip Test (TST; Burghart GmbH,
Wedel, Germany) was applied (22). The multiple forced-choice
test evaluates the qualities salty, sweet, sour and bitter, each
presented in four different concentrations. A maximum score of
16 points can be achieved. A test score of below nine indicates an
impaired GF.

Secondary Outcomes

To detect confounding factors primary outcomes TDI and
TST scores were tested in a linear regression model with the
mRS-, BDI-, MMSE score, subjective estimation of the olfactory
capacity on visual analog scale (VAS), age, disease duration and
antibody status.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 25.0 (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
Figures were created with GraphPad Prism 7.03 (GraphPad
Software Inc, La Jola, USA). The data are presented in
means with standard deviations (SD) (mean =+ SD). To test
the normality the Shapiro-Wilk test was performed. Taking
into consideration the non-Gaussian distribution and sample
size, the non-parametric Wilcoxon signed-rank test for paired
data was used to compare TDI and I score of AE patients
with the age- and sex-matched HC. Whereas, the parametric
equivalent Student’s t-test for paired samples was applied to
compare the obtained scores of the TST score as well as
the T and D subtests of AE patients with HC. The AE
patients were categorized into four groups (patients with
antibodies against synaptic receptors, with antibodies against
intracellular antigens, with antibodies against ion channels and
other cell-surface proteins and without antibodies) to analyze

the influence of antibodies on TDI score with the Kruskal-
Wallis H test and on TST score with one-way ANOVA. Finally,
ANCOVA was used to verify the absence of gender influence
on TDI score. Correlations were calculated applying the Pearson
and Spearman correlation. A p-value of <0.05 was defined
as significant.

TABLE 1 | Demographic and clinical data of AE patients and HC.

Characteristics AE patients (n = 32) HC (n = 32)
Gender

Female (%) 14 (44) 14 (44)

Male (%) 18 (56) 18 (56)
Age, mean (SD), y 52.5(17.8) 52.0(17.5)
Time after disease onset, 19.3 (10.3-25.0) n.a.
median (IQR), month
Tumors present (%) 4(12.95) 0
mRS score, mean (SD) 1.7(1.1) 0
MMSE score, mean (SD) 27.8(1.7) n.a.
BDI-Il score, mean (SD) 8.0(7.1) n.a.
Acute therapy (%) 15 (47) 0

IV corticosteroids (%) 3(9) 0

Plasma exchange (%) 8 (25) 0

Immunoglobulins (%) 4(13) 0
Long-term 7(22) 0
immunosuppression (%)

Oral corticosteroids (%)

Rituximab (%) 11 (34) 0

Bortezomib (%) 1(3) 0
Antibodies against 7(22) 0
intracellular antigens (%)

Hu (%) 2(6) 0

CV2 (%) 1(3) 0

GAD (%) 4(13) 0
Antibodies against synaptic 7(22) 0
receptors (%)

NMDA receptor (%) 4(13) 0

AMPA receptor (%) 1(3) 0

GABAg receptor (%) 1(3) 0

mGIUR5 (%) 1(3) 0
Antibodies against ion 12 (38) 0
channels and other
cell-surface proteins (%)

LG (%) 6(19) 0

CASPR2 (%) 2(6) 0

VGCC (%) 1(3) 0

DPPX (%) 1(3) 0

Not characterized (%) 2(6) 0
Oligoclonal bands (%) 6(19) 0

AE, autoimmune encephalitis; mRS, modified Rankin Scale score; MMSE, Mini-
Mental State Examination; BDI, Beck Depression Inventory; GAD, glutamic acid
decarboxylase; NMDA, N-Methyl-D-aspartate; AMPA, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid; GABA, gamma-aminobutyric acid; mGuR5, metabotropic
glutamate receptor 5; LGI1, leucine-rich, glioma inactivated 1; CASPR2, contactin
associated protein receptor 2; VGCC, voltage-gated calcium channel; DPPX, dipeptiay!
aminopeptidase-like protein 6; n.a., not available.
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FIGURE 1 | The results of total threshold, discrimination and identification scores (A) and of all offactory subtests (B-D) in AE patients were compared to HC.
Horizontal bars: mean. AE, autoimmune encephaltis; D, discrimination score; |, identification score; T, threshold score.
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RESULTS

The demographics and clinical characteristics of 32 AE patients
and 32 HC examined in this study are presented in Table 1. In
psychophysical TDI testing, a significant olfactory dysfunction
was present in 24/32 (75%) of AE patients, but in none of the
HC (p < 0.001). The GF was significantly limited in 26.3%
(5/19) of AE patients in the TST and none of the HC (p <
0.001). Sixty percent of the patients with a gustatory dysfunction
were also hyposmic, 20% anosmic. The OF results correlated
with the subjective estimation of olfactory capacity on VAS
(r=10475, p=0.008).

Orthonasal Olfactory Function

The overall TDI score in all 32 AE patients was 24.0 & 9.2,
the 32 HC had a median TDI score of 34.8 + 2.3 [p < 0.001,
(Figure 1A)]. Effect size for detecting olfactory dysfunction was
r=10.87.1In 53% of all AE patients (17/32) hyposmia was detected
with a score of 25.7 + 3.3. 7/32 (22%) of AE patients showed
anosmia with a score of 9.1 £ 4.2. All HC showed normosmia
in TDI testing. Moreover, the results of the Threshold subtest
(p < 0.001, Cohen’s d 1.15), the Discrimination subtest (p <

0.001, Cohen’s d 1.39) and the Identification subtest (p < 0.001,
r=0.85) revealed significant differences between AE patients and
HC (Figures 1B-D). The specificity and the positive predictive
value were 97% with a cut-off score of 13 out of 16 in the
Identification subtest. In addition, the sensitivity was 88% and the
negative predictive value 89%. Comparing TDI scores of female
(25.9 £ 6.7) and male (22.5 £ 10.3) AE patients no significant
difference was found (p = 0.424).

Gustatory Functiozn

The TST score in 19 patients was 11.2 £ 3.4 (Table 2). The
TST score in the 32 HC was 13.5 £ L1. 26.3% of the AE
patients (5/19) had reduced GF with a score of 5.8 & 1.7, while
none of the HC showed gustatory dysfunction. The GF was
significantly reduced in AE patients [p < 0.001, (Figure 2)],
and effect size for detecting gustatory dysfunction was
Cohen’s d =1.13.

Secondary Outcomes

VAS was used as an instrument for subjective evaluation of OF
and GF. The TDI score correlated significantly with olfactory
capacity expressed on VAS. Besides quantitative self-evaluation
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TABLE 2 | Results of orthonasal and gustatory testing of AE patients and healthy
controls.

AE patients Controls P-value
TDI score, mean (SD) 24.0(9.2) 34.8 (2.3 <0.001
Hyposmia (%) 17 (63) 0
Hyposmia, mean (SD) 25.7 (3.3) -
Anosmia (%) 7(22) 0
Anosmia, mean (SD) 9.1 (4.2) -
Threshold, mean (SD) 5.3(3.2) 7.8(1.4) <0.001
Discrimination, mean (SD) 9.1(3.8) 12.3(1.4) <0.001
Identification, mean (SD) 9.6 (3.8) 14.6 (0.7) <0.001
TST score, mean (SD) 10.2 (3.4) 13.5(1.1) <0.001
Hypogeusia (%) 5/19 (26) 0/32 (0)
Hypogeusia, mean (SD) 5.8(1.7) -

AE, autoimmune encephalttis; TDI, threshold discnmination identification test; TST, taste
stripe test.
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FIGURE 2 | The TST score in AE patients compared to HC. Horizontal bars:
mean. TST, taste stripe test.

AE patients were also asked for qualitative dysosmia. Two AE
patients reported phantosmia (6.25%), none reported parosmia.
The autoantibody type had no significant influence on TDI score
(Chi-Square = 1.531, p = 0.675, r = 0.41) in the Kruskal-Wallis
H test and in the one-way ANOVA on TST score [F(3 15)=0.707,
p = 0.563, n* = 0.12]. In a linear regression model confounding
factors such as MMSE, mRS, BDI, age, or disease duration had no
influence on OF or GF, respectively.

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study investigating
OF and GF in AE patients. The majority of AE patients, but

none of HC showed olfactory dysfunction. A significant loss
of olfactory capacity in AE patients compared to HC was
seen in all olfactory subtests measuring olfactory threshold,
discrimination, and identification of smells. The threshold
subtest reflects a more peripheral olfactory function, whereas
discrimination and identification depict higher-level processing
of olfactory information (11, 23, 24). The results of the
present single-center study indicate olfactory impairment in
AE patients in peripheral as well as in central olfactory
processing regions.

The primary olfactory cortex such as the piriform cortex,
amygdala, entorhinal cortex, and anterior olfactory nucleus
receive olfactory information from the olfactory bulb and
project them to regions of the secondary olfactory cortex
(e.g, hippocampus, parahippocampal gyrus, insula, inferior
frontal gyrus, and orbitofrontal cortex) (25). Thus, olfactory
impairment in AE patients could arise from functional
disturbances to olfaction-related regions of the limbic system or
from autoantibody-mediated increase and decrease of synaptic
excitation or inhibition (3, 26). Previous neuropathological and
radiological studies revealed a vulnerability of the hippocampus
and amygdala to structural damage in patients with AE (5, 27-
30). In this context, future MRI-studies using specific sequences
such as diffusion tensor imagine (DTI) to detect possible
structural damage of the olfactory pathway and the limbic system
and correlate it with the olfactory capacity of AE patients would
be of interest. Furthermore, it would be interesting to measure
olfactory bulb (OB) and olfactory brain volumes of AE patients
as these parameters seem to reflect well the olfactory capacity
(31, 32). Acute inflammation in olfaction related regions of the
limbic system could possibly lead to reduced olfactory bulb
and olfactory brain volumes. The capability of neurogenesis in
the subgranular zone of the hippocampus and subventricular
zone of the lateral ventriceles was investigated in former
studies (33-35). The migration of neuroblasts along the rostral
migration stream to the OB leads to a high placticity of the
OB. Thus, OF in AE patients could possibly improve after
immunomodulatory treatment in the course of disease due to
regeneration of OB.

The loss of peripheral olfactory function as well as of
central olfactory function detected in our study might be
explained by the cortical olfactory feedback system (35, 36).
Aqrabawi et al. (37) identified the ventral hippocampus as a
limbic input in a top-down modulation of olfactory sensitivity
via pars medialis of the anterior olfactory nucleus to the
olfactory bulb.

Olfactory dysfunction is not specific for AE patients.
However, the association of olfactory dysfunction with
neuroimmunological diseases was shown in different studies
(38). In a recent MRI study the OF of multiple sclerosis and
neuromyelitis optica spectrum disorder was compared (39).
It was shown that the neuroanatomical features related to
olfactory deficits differ between the two diseases, ie., the
same symptom is based on different pathomechanisms. To
distinguish OF in AE patients from other neuroimmunological
diseases further MRI studies comparing olfaction related
brain regions of different disease entities would be of interest.
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In a recent prospective study, Armangue et al. (40) showed
that 27% of HSE patients develop AE. In our study none of
the 32 AE patients had a HSE in their medical history. An
immunohistological study showed that HSV was present in the
olfactory cortex and in glia cells of olfactory tracts (41). OF in
HSE patients was hitherto not examined. In this context, it would
be of interest to examine OF in HSE and to compare it with
AE patients.

In detail, 26% of AE patients showed hypogeusia in gustatory
testing and 80% of these patients also displayed olfactory
impairment. Intersections between the olfactory and gustatory
system on a cortical level might explain the high incidence of
combined OD and GD due to damage in regions of the central
nervous system like the amygdala, the orbitofrontal cortex, the
thalamus or the insula (42-44).

In our study the OF and GF of AE patients was neither
correlated with the presence or categorization of antibodies nor
the disease duration mostlikely due to the small sample size of the
subgroups. To analyze the impact of antibody status and antibody
titer on OF and GF, four groups (antibodies against synaptic
receptors, against intracellular antigens, against ion channels and
other cell-surface proteins and without antibodies) ranging from
6 to 12 patients were formed (3).

A limitation of our study is the single-center design and
a heterogeneous and small sample with few patients in the
different antibody subgroups, related to the rarity of AE (45).
Further studies with a larger number of patients with different
AE syndromes are required to detect possible differences between
different AE subgroups. That might further explain different
pathomechanisms leading to olfactory and gustatory impairment
in AE patients. Another limitation of our study is that patients
with severe cognitive deficits and high physical disability in
particular at an intensive care unit setting had to be excluded
in order to participate at the different tests (46). Especially
these patients might show increased structural damage to the
limbic system possibly leading to more severe damage of the
olfactory pathway. Thus, OF and GF might be even more
severely impaired in AE patients than reflected in our results.
Moreover, it is a limitation of our study that the effect of
different immunomodulatory treatments on OF and GF was not
examined. It would be interesting to investigate in a longitudinal
study whether the severity of olfactory and gustatory dysfunction
is depending on the inmunomodulatory therapy.

In summary, this is the first study investigating olfactory
and gustatory function in AE patients. We conclude that
olfactory and gustatory dysfunction are hitherto uncharacterized
symptoms in AE patients, similar to visual dysfunction in
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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Studie In dieser Studie wurde erstmals das Riechver-
mogen bei Patienten mit limbischer Enzephalitis (LE) mittels
olfaktorisch evozierter Potenziale (OERP) untersucht.
Methodik Bei 19LE Patienten (9 weibliche, 10 mannliche Pa-
tienten, mittleres Alter 47 Jahre) und 19 gesunden Kotrollpro-
banden (GK) wurde das Riechvermdgen mittels psychophysi-
scher Schwellen-Diskrimination-Identifikations-Testung (SDI)
und mittels OERPs bestimmt.

Schmidt FA et al. Die Ableitung olfaktorisch evozierter... Klin Neurophysiol 2019; 50: 11-16

Ergebnisse 10 LE Pat. (53 %) hatten eine Hyposmie, 2 Pat.
(11 %) eine funktionelle Anosmie und 7 Pat. (36 %) waren nor-
mosmisch. Der SDI-Mittelwert + Standardabweichung betrug
bei den LE-Patienten 27,3+ 6,7; bei den GK 34,7 £ 2,2. Der SDI-
Wert der LE Patienten war im Vergleich zu den GK signifikant
vermindert (p <0,0001). Alle untersuchten Patienten mit ein-
geschranktem Riechvermdgen zeigten pathologische OERPs.
Schlussfolgerung Riechstérungen konnten gehauft bei LE
Patienten nachgewiesen werden. Mdglicherweise sind hierfir
strukturelle Schadigungen des limbischen Systems, das an der
Weiterverarbeitung von olfaktorischen Informationen beteiligt
ist, ursachlich. Die Ableitung von OERPs erwies sich als geeig-
netes objektives Untersuchungsverfahren zur Detektion von
Riechstérungen bei LE Patienten.

ABSTRACT

Objective Limbic encephalitis (LE) refers to an inflammatory
process localized to structures of the limbic system that causes
different neurologic and psychiatric disorders. To our know-
ledge, thisis the first study investigating the olfactory function
with olfactory evoked potentials (OEP) of patients with para-
neoplastic or autoimmune encephalitis.

Methods 19 LE patients (9 female, 10 male, mean age 47 ye-
ars)and 19 age- and sex-matched healthy controls (HC) were
tested. The Threshold Discrimination Identification test (TDI)
was used to test orthonasal olfactory function. OEPs were re-
corded for objective olfactometry.

Results 10 LE patients (53 %) were hyposmic, 2 patients anos-
mic (11 %) and 7 patients normosmic (36 %). Their mean TDI
value £ standard deviation was 27.3 £6.7. All LE patients with
olfactory dysfunction also showed pathological OEPs. All 19
HCs were normosmicwith a mean TDIvalue 0f34.7 +2.2. The-
rewas a significant reduction of the LE patients’ TDI score com-
pared to the HC (p<0.0001).

Conclusions Olfactory dysfunction seems to be a frequent
symptomin LE patients. This might be due to structural chan-
ges of the limbic system. OEPs were a suitable method to de-
tect olfactory dysfunction in these patients.
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Einleitung

Die limbische Enzephalitis (LE) ist eine Autoimmunerkrankung, die
mit einer Entziindungsreaktion des limbischen Systems durch pa-
thogene Autoantikdrper gegen neuronale Oberfldchenstrukturen
oder onkoneuronale Antikorper einhergeht[1]. Im tertidren olfak-
torischen Kortex, der Teil deslimbischen Systems ist, findet u. a. die
Weiterverarbeitung der Riech- und Geschmackseindriicke statt
[2,3]. Bei anderen Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen
Sklerose und der Antikérper-vermittelten Neuromyelitis Optica
Spektrum Erkrankung konnten Riechstérungen nachgewiesen wer-
den [4-6]. Die Diagnostik von Riechstérungen auf diesem Gebiet
gewinnt zunehmend an Bedeutung [7]. Eine Riechminderung ist
ein Kardinalsymptom bei verschiedenen neurodegenerativen Er-
krankungen wie bspw. der Parkinson-Krankheit, und kiindigt diese
héufig als Friihsymptom an [8]. Die Ableitung von olfaktorisch evo-
zierten Potenzialen (OERP) ist eine objektive Methode zur Unter-
suchung des Geruchssinns [9]. Dabei wird die kortikale elektrische
Aktivitdt auf die Stimulation mit einem Duftstoff gemessen [10].
Im Rahmen dieser Studie sollte untersucht werden, ob bei LE Pa-
tienten durch eine strukturelle Schiadigung von Hirnarealen inklusi-
vedes limbischen Systems vermehrt Riechstérungen verursacht wer-
den. Nach unserem Kenntnisstand gibt es bisher keine Studie, die
das Riechvermogen bei LE Patienten mittels OERPs untersucht hat.

Material und Methoden

Patienten

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte von der neurologischen
Normalstation sowie aus der Sprechstunde fiir Enzephalitis & Para-
neoplasien der Hochschulambulanz der Charité - Universitatsmedizin
Berlin, Campus Mitte, Berlin. Der Studieneinschluss erfolgte nach
neurologischer und HNO-arztlicher Untersuchung. Einschlusskri-
terien waren die Diagnose einer limbischen Enzephalitis [11] sowie
ein Alter von mind. 18 und unter 65 Jahren. Patienten mit mittel-
gradigen bis schweren kognitiven Defiziten wurden mittels des Mi-
ni-Mental-Status Testes ausgeschlossen, da kognitive EinbuRen Ein-
fluss auf die Durchfiihrung der subjektiven Riechtestung haben
kénnen. Patienten mit einer Depression wurden mittels des Becks-
Depressions-Inventars ausgeschlossen, da Depressionen das Riech-
vermogen beeinflussen konnen. Mittels der Modifizierten Ranking
Skala wurde das AusmaR der korperlichen Beeintrachtigung erfasst
um Patienten auszuschlieRen, die aufgrund kérperlicher Behinde-
rung nichtan der objektiven Olfaktometrie teilnehmen kénnen. In
der otolaryngealen Untersuchung wurde die Anatomie der Nasen-
haupthohlen und insbesondere der Riechspalten endoskopisch un-
tersucht. Patienten, deren Geruchssinn durch anatomische Auffal-
ligkeiten beeintrachtigt war, wurden von der Studie ausgeschlos-
sen. Folgende weitere Ausschlusskriterien wurden mittels zweier
spezieller Fragebdgen erfasst: Schwangerschaft, Erkrankungen, die
das Riechvermdgen beeintrachtigen (posttraumatische Anosmie,
sinunasale Erkrankungen, Existenz oder Therapie eines Tumors im
Bereich des ersten Hirnnervens, erfolgte Strahlentherapie oder
Chemotherapie im Bereich des ersten Hirnnervens, Parkinson Er-
krankung, Alzheimer-Krankheit, Depression). Fiir jeden Patienten
wurde ein in Geschlecht und Alter (£ 1 Jahr) Gibereinstimmender
gesunder Kontrollproband rekrutiert.
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Eskonnten 19 LE Patienten und 19 Kontrollprobanden in die Stu-
die eingeschlossen werden. Der Altersmittelwert der Patienten (9
weiblich, 10 méannlich) betrug 46,8 £ 2,0 Jahre. Es zeigte sich hin-
sichtlich des Alters bei Frauen (43,9+ 22,2 Jahre) und Mannern
(49,4 18,5 Jahre) kein signifikanter Unterschied (p=0,575). Die
mittlere Krankheitsdauer betrug 2,0 £ 1,1 Jahre. In der serologi-
schen Antikorpertestung lieRen sich bei 4 Patienten NMDA-Rezep-
tor-Ak, 3 Patienten GAD-Ak, 3 Patienten LGI1-Ak, 1 Patienten
Caspr2-Ak, 1 Patienten Hu-Ak, 1 Patient DPPX-Ak, 1 Patient CV2-
Ak, 1 Patient mGluR5-Ak und 2 Patienten mit VGCC-Ak nachwei-
sen. 2 Patienten waren seronegativ getestet und erfillten klinisch
die Kriterien einer LE (11). Sechs Patienten hatten im Krankheits-
verlauf epileptische Anfélle und 4 Patienten entwickelten eine Poly-
neuropathie. Bei 4 Patienten wurde ein paraneoplastischer Tumor
diagnostiziert (2x Kleinzelliges Bronchialkarzinom, 1x Teratom, 1x
Ovarialkarzinom). Als Immuntherapie erhielten 10 Patienten Ritu-
ximab sowie 5 Patienten Plasmapherese-Behandlungen, 2 Patien-
ten intravendse Immunglobuline (IVIG) und ein Patient eine Korti-
sonpulstherapie in regelmédRigen Abstanden. Ein Patient erhielt
keine medikamentdse Therapie.

Ein positives Ethikvotum der Ethikkommission der Charité - Uni-
versitatsmedizin liegt vor. Die Patienten und gesunden Kontroll-
probanden gaben ihr schriftliches Einverstdndnis, um an der Stu-
die teilnehmen zu kdnnen.

Orthonasale Olfaktometrie

Das Riechvermdgen wurde mithilfe des 3-teiligen, aus 112 Riech-
stiften bestehenden, standardisierten SDI-Testes (Schwellen-, Dis-
kriminations- und Identifikationstestung, Burghart Messtechnik
GmbH, Deutschland) evaluiert. Der Schwellentest dient zur Bestim-
mung der Geruchswahrnehmungsschwelle und umfasst eine 16-
fache Verdiinnungsreihe, der Diskriminationstest priifte durch
tiberschwellige Reizung mit 2 gleichen Diiften die Fahigkeit zur Un-
terscheidung von Geriichen. Im Identifikationstest miissen ver-
schiedene Alltagsgeriiche (Kaffee, Fisch, Nelke usw.) identifiziert
werden. Unter Addition der 3 Werte entsteht der SDI-Wert. Ein SDI-
Wertvon <16 bedeutet eine funktionelle Anosmie, 2 16 und <30,5
Punkte eine Hyposmie, und tiber 30,5 Punkten eine Normosmie
[12].

Objektive Olfaktometrie

Zur objektiven Riechpriifung wurden OERP’s abgeleitet. Die Olfak-
toriusreizstoffe Phenylethylalkohol (PEA) und Schwefelwasserstoff
(H,S) wurden mittels Olfaktometer (OM 2/S Olfaktometer, Burg-
hart Messtechnik GmbH, Deutschland) angeboten (> Abb. 1). Zur
trigeminalen Reizung des Riechepithels wurde Kohlenstoffdioxid
(CO,) verwendet. Es wurden jeweils 6 verschiedene Testungen
nacheinander (jeder der 3 Bedingungen in jeweils seitengetrenn-
ter Messung) durchgefiihrt.

Die Reizdarbietung durch einen in der Nasenoffnung des Pati-
entenfixierten Riechschlauches bei einem konstanten Luftfluss von
7.5 Liter/Minute, einer Lufttemperatur von 37°C und einer relati-
ven Luftfeuchte von 70% gewahrleistete eine artefaktfreie Testung.
Es wurden verschiedene Reizintensitdten eines jeden Duftstoffes
jeweils der rechten und linken Nasen6ffnung bei einem randomi-
sierten Reizintervall von 30-45s mit einer Reizdauer von 200ms
angeboten (> Abb. 2). Vigilanzstabilisierung des Patienten mittels
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eines einfachen Videospiels sowie eine akustische Abschirmung
optimierten die Ableitung der evozierten Potenziale (EP) im Elekt-
roenzephalogramm (EEG). Die Ableitung der EPs erfolgte von den
Elektrodenpositionen Fz, Czund Pzmonopolar gegen Al.

Ein OERPist mit den charakteristischen Peaks P1, N1 und P2 zu
erkennen (> Abb. 3). Dabei gelten die Bezeichnungen fiir P=posi-
tiver Ausschlag und N =negativer Ausschlag. Die OERPs wurden
nach Mittelung von 10 Einzelaufnahmen hinsichtlich ihrer haupt-
sachlichen Negativitat (N1) mit einer Latenzvon 200-700ms und
der hauptsdchlichen Positivitat (P2) mit einer Latenz von 300~
800 ms vermessen [13]. Die Aufzeichnung der Potenziale erfolgte
nicht kontinuierlich, sondern begann 512 ms vor Beginn des Trig-
gers bzw. Reizes und endet 1500 ms nach Beginn des Triggers. Die
identifizierten Peaks N1 und P2 wurden in jeder Ableitung mitihrer
jeweiligen Latenzzeit und Amplitudenhéhe ausgemessen. Entschei-
dend fiir den positiven Nachweis eines OERPS ist das Vorhanden-
sein der jeweiligen Peaks innerhalb der oben erwdhnten Latenzzei-
ten. Die Auswertung erfolgte nach den Leitlinien der Arbeitsge-
meinschaft Olfaktologie und Gustologie der deutschen
HNO-Gesellschaft [14].

Mini-Mental-Status-Test (MMST)

Der Mini-Mental-Status-Test ist ein Screeningverfahren zur Fest-
stellung von Demenzen. Die Scala reicht von 0-30 Punkten. Werte
von unter 25 Punkten weisen auf eine kognitive Beeintrachtigung
hin [15]. Fiir unsere Studie wurde eine Gesamtpunktzahl von mind.
25 Punkten als Einschlusskriterium festgelegt.

Becks-Depressions-Inventar (BDI)

Das Becks-Depressions-Inventar ist ein Selbstbeurteilungsverfah-
ren zur Erfassung der Schwere einer depressiven Symptomatik
[16,17]. Bei dem Fragebogen, bestehend aus 21 Fragen, kénnen
maximal 63 Punkte erreicht werden. Werte zwischen 0 und 8 Punk-
ten sprechen fiir keine, zwischen 9 und 13 firr ein minimale Depres-
sion, zwischen 14 und 19 fiir eine milde, zwischen 20 und 28 fir

»Abb. 1 verwendetes Olfaktometer (OM 2/S Olfaktometer, Burg-
hart Messtechnik GmbH, Wedel, Deutschland).
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eine mittlere und zwischen 29 und 63 fiir eine starke Depression.
Angepasst an das Patientengut unserer Studie wurde als Einschluss-
kriterium ein Punktwert von unter 15 Punkten festgelegt.

Modifizierte Ranking-Skala (MRS)

Die MRS ist ein standardisiertes Messinstrument, welche das Aus-
maR der korperlichen Behinderung angibt. Sie ist ein etabliertes
MaR fiir die Beschreibung der neurologischen Beeintréachtigungin
klinischen Studien [18]. Die Skala reicht von ,Keine Symptome* (0
Punkte) bis zu ,Tod“ (6 Punkte). Wir setzten als Einschlusskriteri-
um eine Punktzahl von<4 voraus, um an der OERP-Untersuchung
teilnehmen zu kénnen.

Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 22 (SPSS Statistics
for Windows, Version 22.0. New York, IBM). Grafen wurden mit
GrafPad Prism 7 erstellt (GrafPad Software Inc., La Jola, USA). Um
die ZielgroRen miteinander zu vergleichen und auf Unterschiede

» Abb. 2 Versuchsaufbau Olfaktometer. Gesunde Probandin exemp-
larisch bei der Messung. Links im Bild das Olfaktometer. Die Duftstof-
fe werden tiber den Riechschlauch in die Nasen6ffnung der Proban-
din appliziert.

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

»Abb. 3 Abbildung einer OERP-Kurve. Abgebildet ist ein OERP, auf
derx-Achseist die Latenzzeit in ms aufgetragen, auf der y-Achse ist
die OERP-Amplitude in pV angegeben. Die charakteristischen OERP-
Amplituden-Peaks sind mit P1, N1 und P2 gekennzeichnet.
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»Tab.1 Demografische und klinische Daten von LE Patienten und
gesunden Kontrollen.

LE (n=19) GK (n=19)
Alter (in Jahren)
Mittelwert £ SA 46,8+19,9 47,8+18,7
Geschlecht
weiblich/mannlich 9/10 9/10
Krankheitsdauer
Mittelwert £ SA 2,0£1,1
Modifizierte Ranking Skala
Mittelwert + SA 1,9+13
Becks Depressions Inventar
Mittelwert £ SA 8,8%7,5 -
Mini Mental Status Test
Mittelwert £ SA 28,2+13
Antikérp ernachweis
ja/nein 17/2
Immuntherapie
janein 18/1

GK=gesunde Kontrollen, LE=limbische Enzephalitis, SA =Standard-
Abweichung

»Tab.2 Ergebnisse der subjektiven und objektiven Riechtestung.

LE GK p-Wert
Patienten (Unterschied
LE vs GK)

Subjektive Olfaktometrie
SDI 27,3+6,7 34,7+22 <0,0001
S 6,2%3,7 78+13 0,182
D 10,0£29 12,2%1,2 <0,001
| 1951:%2.3 14,7£0,7 <0,0001
Objektive Olfaktometrie

Pathologische OERPs (ja/nein) 127 -

GK=gesunde Kontrollen, LE=limbische Enzephalitis, OERP= olfakto-
risch evoziertes Potenzal, SDI= Schwellen-, Diskriminations- und
Identifikationstest. Die SDI-Ergebnisse sind als Mittelwert + Standard-
abweichung dargestellt

zwischen den Werten zu priifen, wurden fiir normalverteilte Vari-
ablen der t-Testund fiir nicht normalverteilte Variablen der Mann-
Whitney-U-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf
p=0,05 festgelegt. Zusammenhange zwischen den einzelnen Wer-
ten wurden mittels Spearman-Korrelation untersucht.

14
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»Abb. 4 Vergleich der SDI-Testung von LE Patienten und Kontrollen.
Bei Patienten mit LE war signifikant haufiger eine Riechstérung
nachweisbar. Die horizontalen Linien markieren den jeweiligen
Mittelwert. LE = Limbische Enzephalitis, SDI-Test = Schwellen-, Diskri-
minations-und Identifikationstest.

Ergebnisse

Die demografischen und klinischen Daten sind in » Tab. 1, die Er-
gebnisse der Riechtestung in » Tab. 2 dargestellt.

Im SDI-Test hatten 10 der LE Patienten eine Hyposmie (53 %), 2
Patienten eine Anosmie (11 %)und 7 Patienten (36 %) zeigten eine
uneingeschrankte Riechfunktion. Der SDI Mittelwert ( + Standard-
abweichung) der LE Patienten lag bei 27,3 (£ 6,7), bei den GK bei
34,7 2,2 Punkten. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied
(p<0,0001) zwischen LE Patienten und GK (s. » Abb. 4). In den Ein-
zeltestungen zeigte sich im Diskriminationstest (p <0,001) undim
Identifikationstest (p <0,0001) ein signifikanter Unterschied zwi-
schen LE Patienten und GK, jedoch nicht beim Schwellentest
(p=0,182, »Tab. 2). Es gab bei den LE Patienten beim SDI-Tester-
gebnis keinen signifikanten Unterschied zwischen Mannern
(28,8 £5,1 Punkte) und Frauen (25,6 8,2 Punkte) (p=0,310). Die
Identifikationstestung ist durch die einfache Durchfiihrbarkeit und
einen kurzen zeitlichen Aufwand (etwa 10 min) charakterisiert.
Spezfitdtund positiver pradiktiver Wert erreichten bei einem Cut-
off-Wert von 12 jeweils 100 % um zwischen LE Patienten und GK zu
unterscheiden. Die Sensitivitit berechnet sich zu 74 % und der ne-
gative pradiktive Wert zu 79%.

Mittels visueller Analogskala (VAS), die von 0 Punkten (komplet-
ter Riechverlust) bis 10 Punkte (normales Riechvermdgen) reicht,
wurden die LE Patienten um eine Einschatzung ihres Riechvermo-
gens gebeten. Die Patienten mit LE hatten ein VASvon 7,7 £2,2
(Mittelwert + Standardabweichung). Es zeigte sich keine Korrelati-
on zum im SDI-Test gemessenen Riechvermdgen. Die Patienten
wurden auch nach qualitativem Fehlriechen befragt: es zeigte sich
lediglich ein Patient mit einer Phantosmie und ein Patient (jeweils
5,3 %) mit einer Parosmie in der LE Gruppe bei ansonsten nicht ein-
geschranktem Riechvermdgen (Normosmie) in der GK Gruppe.

Unter Nutzung eines Olfaktometers wurden die 19 LE Patienten
getestet und deren OERPs abgeleitet. Alle Patienten mit einer Hy-
posmie oder Anosmie im SDI-Test zeigten auch in der objektiven
Olfaktometrie pathologische OERPs und wurden demnach als Hy-
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posmie klassifiziert. Alle Patienten die im SDI Test eine uneinge-
schrankte Riechfunktion hatten, zeigten auch in der objektiven Ol-
faktometrie eine Normosmie (> Tab. 2).

Diskussion

Nach unserem Kenntnisstand wurde in dieser Studie erstmals das
Riechvermdgen bei LE Patienten mittels OERPs untersucht. Es
wurde beiinsgesamt 64 % der LE Patienten ein vermindertes Riech-
vermdgen in der subjektiven und objektiven Riechtestung festge-
stellt. Alle gesunden Kontrollprobanden zeigten ein normales
Riechvermdgen. Es zeigte sich bei den LE Patienten im Vergleich
zur GK eine signifikant verminderte Fahigkeit zur Diskrimination
und Identifikation von Geriichen, jedoch kein signifikanter Unter-
schied bei der Riechschwellentestung. Es wird vermutet, dass mit
der Riechschwellentestung die periphere olfaktorische Funktion
erfasst wird, wohingegen die Diskriminierung und Identifikation
von Gertichen eher einer komplexeren Verarbeitung unterliegt und
von kognitiven Funktionen gepragtist [19, 20]. Unsere Studiener-
gebnisse deuten auf eine zentrale Schadigung der Riechbahn im
sekunddren und tertidren olfaktorischen Kortex hin. Dies konnte
durch eine strukturelle Schadigung des tertidren olfaktorischen
Kortex begiinstigt werden, der Teil des limbischen Systemsist und
an der Verarbeitung von olfaktorischen Informationen beteiligt ist.

Die Ableitung von OERPs kommtv. a. bei wissenschaftlichenund
gutachterlichen Fragestellungen im Fachbereich der HNO, der Neu-
rologie und der Psychiatrie in Betracht [21]. Sie dient zur Abgren-
zung eines Restriechvermdgens von einer schweren Hyposmie bzw.
Anosmie, wobei sich geringgradige Hyposmien gewohnlich schwer
mittels objektiver Olfaktometrie quantifizieren lassen [22]. Dieser
Zusammenhang zeigte sich auch in Studien, in denen OERPs bei
Patienten mit neurologischen Krankheitsbildern wie Multipler Skle-
rose, Parkinson-Erkrankung oder Alzheimerdemenz abgeleitet wur-
den [7]. Inunserer Studie lieRen sich jedoch bei allen Patienten mit
einer Hyposmie in der psychophysischen Riechtestung auch patho-
logische OERPs nachweisen. Dies konnte durch die wahrscheinlich
zentrale Genese der Riechstorung erklért werden und sich somitin
den EEG Ableitungen deutlicher darstellen.

Es ware in diesem Zusammenhang interessant, mithilfe von
Magnetresonanztomografieuntersuchungen strukturelle Schadi-
gungen der Riechbahn und des limbischen Systems mit bspw. der
diffusionsgewichteten Bildgebung zu untersuchen, sowie eine Vo-
lumenbestimmung olfaktorischer Strukturen durchzuftihren und
mit dem Riechvermdgen der Patienten zu vergleichen.

Alter und Geschlecht der LE Patienten hatten in unserer Studie
keinen Einfluss auf die Riechfunktion. Verschiedenen Studien haben
gezeigt, dass es bei der normalen Bevolkerung zu einer Abnahme
der Riechleistungim Alter durch Ossifikationen in der Lamina crib-
rosa [23,24] und einem progredienten Verlust von olfaktorischen
Rezeptorneuronen im Riechepithel [25] kommt. In verschiedenen
Studien zeigte sich, dass es zu einer kontinuierlich zunehmenden
Verlangerung der Latenzen und Abnahme der Amplituden der
OERPsim hoheren Alter kommt [26-29]. Neben dem Alter werden
OERPs auch durch das Geschlecht beeinflusst. Untersuchungen
haben gezeigt, dass Frauen im Durchschnitt eine héhere OERP-
Amplitude aufweisen als Mdnner sowie eine kiirzere P2-Latenzzeit
[30-33]. Einige Untersuchungen @iber den Einfluss des Geschlechts

Schmidt FA et al. Die Ableitung olfaktorisch evozierter... Klin Neurophysiol 2019;50: 11-16

auf die psychophysischen Riechtestungen stellten fest, dass Frau-
enim SDI Test gegeniiber Mdnnern haufiger bessere Ergebnisse er-
zielten [34]. Andere Untersuchungen konnten dagegen keinen Ein-
fluss des Geschlechts auf SDI-Ergebnissen nachweisen [35]. Inun-
serer Studie zeigte das Geschlechtund Alter keinen Einfluss auf die
Riechfunktion. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass
bei LE Patienten andere Pathomechanismen fiir das Entstehen von
Riechstérungen verantwortlich sind.

Die Selbsteinschatzung des Riechvermdgens der LE Patienten
war besser als die psychophysisch und objektiv erhobenen Riech-
testergebnisse und es zeigte sich keine Korrelation zum SDI-Wert.
Die limbische Enzephalitisist ein heterogenes Krankheitsbild mit
variablem anatomischen Schwerpunkt, das sich hdufig subakut ma-
nifestiert und progredientvoranschreitet. Moglicherweise kommt
es zu einem Gewohnungsprozess an eine langsam progrediente
Riechminderung bei den Patienten. Dieses Phanomen konnte auch
bei Patienten mit Multipler Sklerose beobachtet werden [4].

Der Geruchssinn ist wichtig bei der Wahrnehmung von bspw.
Brandgeruch, beim Essen und Trinken und bei derinterpersonellen
Kommunikation. Riechstérungen kénnen zu einer verminderten
Lebensqualitat fiihren [36] und sind mit einem erhohten Risiko fiir
Depressionen assoziiert [37]. lhr friihzeitiges Erkennen im Krank-
heitsverlaufistumso wichtiger, deshalb wiirden wir eine Riechtes-
tung bei LE-Patienten im klinischen Alltag empfehlen. Dariber hi-
naus konnte ein Zusammenhang zwischen dem Riechvermégen
und dem Aktivitatsgrad der Erkrankung bestehen. In Einzelfallen
konnte der sensibilisierte Patient eine akute Verschlechterung
selbst erkennen.

Zusammenfassend lieRBen sich bei der Mehrheit der LE Patien-
ten Riechstérungen nachweisen und zuverldssig mittels OERPs
quantifizieren. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen zu einem bes-
seren Verstandnis des Krankheitsbildes und zukiinftig zu einem
friihzeitigeren Erkennen von Riechstorungen bei LE Patienten bei-
tragen. Wir wiirden den Identifikations-Test als Screening-Test bei
V.a. LE empfehlen, da dieser eine hohe Spezifitit und Sensitivitét
aur Differenzierung zwischen LE-Patienten und GK aufwies und ein-
fach und schnell durchfiihrbar ist. Weitere Studien mit einer gro-
Reren Anzahl an Patienten sind n6tig, um unsere Studienergebnis-
se zu validieren und mogliche Zusammenhénge zwischen dem
Riechvermdgen und der Krankheitsaktivitdt zu untersuchen.

KERNBOTSCHAFT

Riechstérungen kommen gehduft bei LE Patienten vor. Die
Ableitung von OERPs erwies sich als geeignetes objektives
Untersuchungsverfahren zur Detektion von Riechstérungen
bei LE Patienten.
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Olfactory dysfunction in patients with

primary progressive MS

ABSTRACT

Objective: We tested the hypothesis that olfactory function is more impaired in patients with pri-
mary progressive MS (PPMS) than that in relapsing-remitting MS (RRMS).

Methods: Standardized olfactory testing was performed in 32 patients with PPMS, 32 patients
with RRMS, and 32 healthy controls (HCs). Patients with olfactory dysfunction due to an alterna-
tive primary etiology were excluded. The validated olfactory testing method yielded individual
scores for olfactory threshold, odor discrimination, and odor identification, along with a composite
Threshold Discrimination Identification (TDI) score.

Results: Olfactory dysfunction was identified in 27 (84%) patients with PPMS, 10 (31%) pa-
tients with RRMS, and 1 (3%) HC. While age and sex were similar between PPMS and HCs,
the TDI score and all olfactory subscores were significantly worse in patients with PPMS com-
pared with HCs (all p < 0.001). After adjustment for differences in age, sex, Expanded Disability
Status Scale (EDSS), and disease duration, odor discrimination, odor identification, and the
composite TDI score were worse in patients with PPMS vs RRMS (p = 0.03, 0.04, and 0.02,
respectively). Neither age, sex, EDSS, nor disease duration was significantly associated with the
composite TDI score.

Conclusions: Olfactory dysfunction was more frequent and severe in PPMS compared with RRMS,
independent of disease duration and overall disability status. Further research on cellular level differ-
ences in olfactory neural pathways may lead to new insights about disease pathogenesis in MS.
Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm 2017;4:e369; doi: 10.1212/NX1.0000000000000369

GLOSSARY
EDSS = Expanded Disability Status Scale; HC = healthy control; PPMS = primary progressive MS; RRMS = relapsing-
remitting MS; TDI = Threshold Discrimination Identification.

MS is a chronic inflammatory demyelinating disease of the CNS, which typically follows a relaps-
ing-remitting disease course (relapsing-remitting MS [RRMS]). However, approximately 15%
of all patients with MS initially present with a primary progressive disease course (primary pro-
gressive MS [PPMS]) characterized by steadily increasing neurologic disability without recov-
ery." Some evidence suggests that—albeit part of the same underlying pathobiology—PPMS
presents a less inflammatory course of MS.?

Different studies have reported olfactory dysfunction in patients with MS at rates of 20%—
40% in cohorts comprised mostly of RRMS.? The underlying pathophysiologic distinctives
leading to PPMS vs RRMS are not well understood. Differences in the pattern of disease
symptomatology may identify opportunities to better understand disease pathophysiology.
Exploring for differences in olfactory dysfunction between PPMS and RRMS has been
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identified by other experts as a gap in the lit-
erature and potential area for future research.?
As such, we sought to test the hypothesis that
olfactory sense impairment is present in pa-
tients with PPMS, and that olfactory dysfunc-
tion is more severe in PPMS than in RRMS.

METHODS Subjects. Standardized olfactory function testing
was performed in patients diagnosed with PPMS and RRMS ac-
cording to the 2010 McDonald criteria® and in age-matched
healthy controls (HCs). Predefined exclusion criteria were as
follows: age younger than 18 or older than 70 years, pregnancy,
olfactory disorders with a known different etiology (post-
traumatic, postinfectious, sinonasal, infections of the upper
respiratory tract, allergies, tumors treated with chemotherapy or
radiation, depression, and Parkinson or Alzheimer disease), and
patients taking medications that could cause olfactory dysfunc-
tion (e.g., amitriptyline, methotrexate, and doxycycline),
including patients who had received corticosteroid treatment
within the last 3 months since corticosteroids can also affect the
olfactory function.’> We used the Expanded Disability Status
Scale (EDSS) to measure physical disability.

Olfactory testing. The Threshold Discrimination Identifica-
tion (TDI) Test was used for orthonasal olfactory testing.® The
olfactory threshold (T) was measured using 48 Sniffin’ Sticks with
a 16-stage dilution series of n-butanol. The discrimination test
(D) was performed with 48 Sniftin® Sticks of different smell
qualities to test the distinction of smells. Everyday odors were
identified with the identification test, which consisted of 16 Snif-
fin’ Sticks. A TDI value of less than 16 points was defined as
anosmia, up to 31 points as hyposmia, and a value above 31

points as normosmia.®

Data analysis. Olfactory function measures in patients with
PPMS were compared with HCs and patients with RRMS using

the Fisher exact test for categorical variables and the Student ¢ test
for continuous variables after confirming normality. There were
no differences in age or sex between the PPMS and HC cohorts,
although differences were identified between the PPMS and
RRMS cohorts. To isolate the effect of PPMS vs RRMS pathol-
ogy, we created linear regression models for each olfactory mea-
sure that included terms for MS subtype (PPMS vs RRMS), age,
sex, EDSS, and disease duration. Statistical analyses were per-
formed using SPSS 23.0 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY).
The study was approved by the medical ethics committee of
Charité-~Universititsmedizin - Berlin and was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki and its currently
applicable version and applicable German laws. All participants
provided written informed consent to participate in the study.

RESULTS We studied 96 subjects, 32 with PPMS,
32 with RRMS, and 32 HCs. The demographics
and clinical characteristics of study participants are
shown in table 1. In the PPMS cohort, 26 (81%)
were hyposmic and 4 (13%) anosmic, whereas 13
(41%) patients with RRMS were hyposmic and
none were anosmic. Olfactory test results of the 3
cohorts and univariate differences in those character-
istics are summarized in table 1 and presented in the
figure. Of 16 possible points, the observed range of
olfactory function scores was 0-12 for odor thresh-
old, 5-16 for odor discrimination, and 1-16 for
odor identification.

There were no significant differences in age or sex
between the PPMS and HC groups. Patients with
PPMS were found to have diminished odor thresh-
old, odor discrimination, and odor identification, re-
sulting in a lower composite olfactory function score
compared with HCs. Univariate analysis also showed

[ Table 1 Patient characteristics

p Value PPMS  p Value (PPMS  p Value (RRMS

Diagnosis PPMS RRMS Controls vs RRMS) vs controls) vs controls)
No. of cases 32 32 32
Age,y 53493 35503 519+176 <0001 0.68 <0.001
Sex (female) 13 (40.6) 22 (68.8) 17(53.1) 0.044 0.45 0.31
Odor threshold 5326 6.8 =22 7814 0.016 <0.001 0.034
Odor discrimination 93 +22 124+ 23 123+14 <0.001 <0.001 0.84
Odor identification 109 + 3.7 130+ 15 146 = 0.7 0.004 <0.001 <0.001
Composite (TDI) 254 £ 61 322+42 34821 <0.001 <0.001
Qualitative olfactory
status

Normal 2(6) 19 (59) 31(97) <0.001 <0.001 <0.001

Hyposmic 26 (81) 13 (41) 1(3)

Anosmic 4(13) 0(0) 0(0)
EDSS 49 =21 26+1.8 NA <0.001 NA NA
Disease duration, y 113 + 84 56 + 5.9 NA 0.002 NA NA

Abbreviations: EDSS = Expanded Disability Status Scale; NA = not applicable; PPMS = primary progressive MS; RRMS =
relapsing-remitting MS; TDI = Threshold Discrimination Identification.
All values are presented in mean + SD or n (%) unless otherwise specified.
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Figure Olfactory function test results: differences of Threshold Discrimination
Identification composite score and all individual olfactory subscores
between 3 cohorts
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that patients with PPMS had lower odor threshold,
discrimination, identification, and composite TDI
score compared with patients with RRMS, although
patients with PPMS also had worse EDSS and longer
disease duration as well as differences in age and sex.
Multivariate models that adjusted for age, sex,
EDSS, and disease duration found that PPMS diag-
nosis was still associated with worse odor discrimina-
tion, identification, and composite TDI score
compared with RRMS after adjustment for covari-
ates, although no difference in odor threshold. There
were no associations between any other patient char-
acteristics and olfactory function measures except
that higher EDSS was associated with diminished
odor discrimination (table 2).

DISCUSSION This study shows that patients with
PPMS have significantly decreased olfactory function
compared with HCs. Moreover, in comparison with
a cohort of patients with RRMS, PPMS diagnosis

was an independent predictor of worse olfactory

function after adjustment for important covariates,
whereas a standardized measure of disease disability
(EDSS) and disease duration did not emerge as signif-
icant contributor to olfactory function.

Previous studies investigating olfactory function in
patients with MS primarily included patients with
RRMS. A decreased odor threshold was found in pa-
tients with clinically isolated syndrome and early dis-
case stages of RRMS, whereas odor discrimination
and odor identification were more often affected in
later disease stages.” A single study has reported olfac-
tory assessments in patients with PPMS by testing
odor identification alone and found mild impairment
(13% affected).” We have now demonstrated a signif-
icantly worse olfactory function in PPMS as com-
pared to RRMS and further provide a model that
adjusts for the significant baseline differences in dis-
ease duration and EDSS to show that the differences
are not merely reflective of general disease burden but
seem to be particular to disease subtype.” It is impor-
tant that we also found a much higher rate of olfac-
tory impairment than in the prior cited study,
suggesting that our testing method may be more
sensitive.

The reasons for olfactory dysfunction in patients
with MS are not well understood.” A human autopsy
cohort reported demyelination in parts of the olfac-
tory pathway in 71% of pathologically confirmed MS
cases.” Decreased olfactory bulb volume is correlated
with increased MS lesion load in the olfactory brain,
both of which are linked to impaired olfactory func-
ton.*” Olfactory dysfunction is sometimes recog-
nized in the context of acute relapses as well,
implicating inflammartory damage.'* Observed differ-
ences between PPMS and RRMS, independent of
other disease severity measures, suggest that PPMS
may uniquely affect the olfactory brain tssue more
than RRMS.

Although the olfactory testing techniques used
here were robust, we did not use MRI to measure

the lesion load and atrophy of the olfactory pathway

[ Table 2 Linear regression models for olfactory function measures
Olfactory
measure Threshold Discrimination Identification Composite (TDI)

PPMS diagnosis —0.86 (-2.71t00.99),p = 0.36 —1.87 (-3.54 to -0.20), p = 0.03° -2.32(-4.55 to —0.10), p = 0.04* —5.00(-9.05 to —0.95), p = 0.02°

vs RRMS)

Age, y ~0.04 (-0.11 t0 0.04),p = 0.31 —0.04 (-0.10 t00.03),p = 0.28
Female sex -0.41(-176t00.94),p = 0.54 0.25(-0.97 to 1.47),p = 0.68
EDSS -0.19 (-0.54 t0 0.16), p = 0.28 —0.35 (-0.67 to —0.03), p = 0.03°
Disease 0.07 (-0.03t00.17),p = 016  0.04 (-0.04t0 0.13),p = 0.32
duration, y

0.02(-0.07 to 0.11), p = 0.61
-0.06 (-1.68 to 1.56), p = 0.94
-0.1(-0.52 to 0.33), p = 0.66
0.00(-0.12 to 0.11), p = 0.94

-0.06 (-0.22 t0 0.11), p = 0.49
-0.19(-3.14 t0 2.77),p = 0.90
—-0.64 (-1.42 t0 0.14), p = 0.10

0.11 (-0.10 to 0.33), p = 0.30

Abbreviations: EDSS = Expanded Disability Status Scale; PPMS = primary progressive MS; RRMS = relapsing-remitting MS; TDI = Threshold Discrim-

ination Identification.
2 Significant.
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and compare it with other regions of the brain, which
may have helped clarify the etiology of the differences
we observed between the PPMS and RRMS groups.
At this time, techniques to accurately measure lesion
burden in the small structures comprising the olfac-
tory system are not well established or anatomically-
pathologically validated. Finally, although we con-
structed a multivariate model to control for important
disease covariates such as age and overall disability,
the size of our cohort is relatively small, and we can-
not exclude the possibility that the relationship
between the MS subgroup and olfactory dysfunction
is mediated or confounded by a variable we did not
measure, or incompletely adjusted for age, sex, EDSS,
and disease duration.

We conclude that olfactory dysfunction is a frequent
symptom in patients with PPMS, leading to severe
olfactory impairment, and is uniquely more severe in
PPMS compared with RRMS. The findings suggest
that olfactory dysfunction might be a surrogate of neu-
rodegeneration in these patients. Studies correlating
olfactory function with radiologic and clinical markers
of disease progression would be of interest.
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