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Zusammenfassung

Epilepsie ist eine haufige Erkrankung, an der weltweit etwa 50 Millionen Menschen lei-
den. Die frihzeitige Erkennung der Ursache ist fur die Diagnose und die Therapie von
entscheidender Bedeutung, dennoch bleibt bei ungefahr der Halfte aller Epilepsiefalle die
Atiologie unbekannt.

Jungste Entdeckungen spezifischer Autoantikorper gegen neuronale Antigene haben
2017 zur EinfUhrung der atiologischen Gruppe der ,immunvermittelten Epilepsien® durch
die ILAE geflhrt und damit das atiologische Spektrum und die damit verbundenen The-
rapiemadglichkeiten bei Epilepsien unbekannter Atiologie erweitert.

Obwohl die Identifizierung und Charakterisierung von autoimmun-assoziierten Epilepsien
neue immuntherapeutische Behandlungsstrategien ermoglicht, sind die zugrundeliegen-
den Autoantikdrper und der genaue Anteil dieser Art von Epilepsie noch nicht vollstandig
erfasst. Ebenso ist die Rolle der Liquor-Untersuchung in der Diagnostik bei atiologisch
unbekannten Anfallen und Epilepsien nicht vollstandig verstanden und in nur wenigen
Studien untersucht worden.

Im Rahmen meiner Dissertation wurde die Haufigkeit von Autoantikorpern bei 39 Patien-
tinnen und Patienten mit neu aufgetretenen Anfallen oder Epilepsie unbekannter Atiologie
untersucht. Dafur wurden bei allen Personen Serum- und Liquorproben sowie Serumpro-
ben bei 24 Kontrollpersonen gesammelt und auf Autoantikorper mittels zellbasierten As-
says und indirekter Immunfluoreszenz an Ratten- sowie Maushirnschnitten untersucht.
Zusatzlich erfolgte eine umfangreiche retrospektive Datenanalyse Uber die Dauer von im
Durchschnitt 7,8 Jahren, um den klinischen Verlauf dieser Patienten zu erfassen und zu
charakterisieren.

Autoantikorper wurden im Liquor bei 30,8 % der Patientinnen und Patienten nachgewie-
sen. Bei den zugrunde liegenden Antigenen handelte es sich um GFAP, GAD65, NMDA-
Rezeptor, aber auch um eine Reihe von noch unbestimmten Epitopen auf Neuronen,
Glia- und Gefalzellen. Wahrend Tumore bei Autoantikorper-positiven Personen haufiger
auftraten, unterschied sich diese Gruppe nicht von Autoantikorper-negativen Personen
in Bezug auf die Art der Anfélle, das EEG, das cMRT, neuropsychiatrische Komorbidita-
ten oder bestehende Autoimmunkrankheiten. Daruber hinaus fuhrten die Ergebnisse bei
5,1% der Patientinnen und Patienten zur Diagnose einer autoimmun-assoziierten Epilep-
sie, was grofRtenteils auf den Liquorbefunden beruhte und die entscheidende Rolle der

Liquoranalyse bei der Bestimmung der Atiologie unterstreicht.
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Die Ergebnisse tragen dazu bei, das Verstandnis fur die Pravalenz von Autoantikdrpern
bei Personen mit Anfallen oder Epilepsie unbekannter Atiologie zu erweitern, die Charak-
terisierung der Gruppe von autoimmun-assoziierten Epilepsien zu verbessern und die
diagnostische Rolle der Liquoranalyse bei dieser Gruppe zu vertiefen, was letztlich zu
optimierten Behandlungsergebnissen, einer verbesserten Prognose und hoherer Le-
bensqualitat der Betroffenen fuhren kann.

Kunftige prospektive Studien sind erforderlich, um den diagnostischen Beitrag des Li-
quors zu klaren, zugrunde liegende Autoantigene zu identifizieren und die Pathomecha-
nismen aufzudecken, um letztlich die Behandlung dieser komplexen Patientinnen- und

Patientengruppe zu verbessern.
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Abstract

Epilepsy is a common disorder affecting approximately 50 million people worldwide. Early
identification of the cause is critical for diagnosis and treatment, yet the etiology remains
unknown in approximately half of all epilepsy cases.

Recent discoveries of specific autoantibodies to neuronal antigens led to the introduction
of the etiologic group of "immune-mediated epilepsies" by the ILAE in 2017, expanding
the etiologic spectrum and associated therapeutic options for epilepsies of unknown eti-
ology.

Although the identification and characterization of autoimmune-associated epilepsies al-
lows new immunotherapeutic treatment strategies, the underlying autoantibodies and the
exact proportion of this type of epilepsy are not yet fully understood. Similarly, the role of
cerebrospinal fluid (CSF) analysis in the diagnosis of seizures and epilepsies of unknown
etiology is not fully understood and has been investigated in only a few studies.

In our research, we explored the presence of autoantibodies in a group of 39 individuals
presenting with initial seizures or epilepsy of unknown etiology. For this purpose, serum
and CSF samples were collected from all participants as well as serum samples from 24
control subjects and tested for autoantibodies using both cell-based assays and indirect
immunofluorescence on rat and mouse brains. In addition, an extensive retrospective
data analysis was performed over an average of 7.8 years to record and characterize the
clinical course of these patients.

We found autoantibodies in the CSF of nearly a third of the patients, specifically 30.8%.
The primary antigens identified were GFAP, GADG65, and NMDA-receptor. Additionally,
unidentified epitopes on neuronal, glial, and vascular cells were detected. Subjects with
detected autoantibodies had a higher incidence of tumors. However, when compared to
those without autoantibodies, there wasn't a notable difference in aspects like seizure
classification, EEG, cMRI, neuropsychiatric comorbidities, or prevalent autoimmune dis-
eases. In addition, the results led to a diagnosis of autoimmune-associated epilepsy in
5.1% of patients, largely based on CSF findings, underscoring the crucial role of CSF
analysis in determining etiology.

These results contribute to the understanding of the prevalence of autoantibodies in indi-
viduals with seizures or epilepsy of unknown etiology, improve the characterization of the
group of autoimmune-associated epilepsies, and enhance the diagnostic role of CSF
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analysis in this group, which may ultimately lead to optimized treatment outcomes, im-
proved prognosis, and higher quality of life for affected individuals.

Future prospective studies are needed to clarify the diagnostic contribution of CSF, iden-
tify underlying autoantigens, and uncover the pathomechanisms to ultimately improve the
treatment of this complex patient group.
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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung in das Thema

Epilepsie ist eine weit verbreitete neurologische Erkrankung, die weltweit 0,5-1% der Ge-
samtbevolkerung betrifft (1) und durch das Auftreten mindestens eines epileptischen An-
falls und eine erhohte Neigung zu weiteren epileptischen Anfallen gekennzeichnet ist (2).
Bei vielen Patientinnen und Patienten kann die Ursache der Anfalle in der klinischen Di-
agnostik eindeutig identifiziert werden. Dies ist wichtig, um eine adaquate Therapie ge-
wahrleisten zu kdnnen und stellt den wichtigsten prognostischen Faktor dar (3). Die ILAE
unterteilt in der offiziellen Klassifikation von 2017 die Atiologie in strukturell, genetisch,
metabolisch, infektids, immunvermittelt und unbekannt, wobei alle gemeinsam haben,
dass wiederkehrende epileptische Anfélle das zentrale Symptom darstellen (4).

Die Identifikation der Ursache bestimmt die Therapie, diese ist in den meisten Fallen (5)
symptomatisch anti-konvulsiv mit dem Ziel der Anfallskontrolle, da Epilepsie unbehandelt
mit erhohter Mortalitat einhergeht (3). Fur einen Groliteil (6) der Patientinnen und Pati-
enten kann durch eine kontinuierliche Einnahme der Medikation eine lebenslange An-
fallsfreiheit gewahrleisten werden, diese geht jedoch haufig mit Nebenwirkungen einher
(7, 8). Aber auch anderer therapeutische Verfahren wie neurochirurgische Mallnahmen
oder die genaue Behandlung der Ursache wie zum Beispiel die gezielte Erregerbekamp-
fung bei einer infektidsen Ursache konnen als Therapiemalinahmen infrage kommen (9).
Bei jedoch schatzungsweise 50% der Falle weltweit bleibt die Ursache der Anfalle unge-
klart (10, 11).

Patientinnen und Patienten mit Epilepsie unbekannter Atiologie stellen eine besondere
Herausforderung fiir Arzte und Neurologen dar, da diese Gruppe trotz adaquater Einstel-
lung der antikonvulsiven Medikation haufig therapie-refraktar bleibt und somit die Lebens-
qualitat der Patienten durch sich wiederholende epileptische Anfalle stark eingeschrankt
bleibt (12).

Daher ist besonders bei dieser Kohorte die Identifikation der atiologischen Ursachen von
entscheidender Bedeutung, um eine gezielte Behandlung der Grunderkrankung zu er-
moglichen und damit eine bessere Prognose fur die betroffenen Patientinnen und Pati-

enten zu gewahrleisten.



Einleitung 6

1.2 Immunvermittelte Epilepsie, Autoimmunencephalitis und Bedeutung der Auto-

antikorperdiagnostik in der Epilepsiediagnostik

Seit Beginn der 2000er Jahre und der erstmaligen Beschreibung der Anti-NMDA-R-En-
zephalitis 2007 (13-15) stehen Autoimmunenzephalitiden (AIE) zunehmend im Fokus der
neurologischen Forschung (16). Hierbei handelt es sich um eine Gruppe neurologischer
Erkrankungen, die durch das Auftreten von Autoantikdrpern gegen spezifische neuronale
Zielstrukturen im Zentralnervensystem gekennzeichnet sind. Diese Autoantikorper I6sen
eine pathologische Immunantwort aus, die eine Entzindung und Schadigung des Ge-
hirns verursacht. Die genauen Mechanismen, die zu dieser Autoimmunreaktion fuhren,
sind jedoch noch nicht vollstandig verstanden. Es wird angenommen, dass sowohl gene-
tische Faktoren als auch Umweltfaktoren wie Infektionen eine Rolle spielen konnen (17).
Auch konnen diese AIE in Zusammenhang mit einer Tumorerkrankung als sogenanntes
paraneoplastisches Syndrom auftreten.

Eine Vielzahl von Autoantikorpern ist im Zusammenhang mit Autoimmunencephalitiden
beschrieben worden, welche sich je nach Autoantikorper in verschiedenen Symptomen
aullern konnen; haufig dabei sind kognitive Defizite, psychiatrische Stérungen sowie An-
falle (18).

Diese Autoantikorper konnen sowohl gegen extrazellulare (z.B. NMDA-R, LGI1) als auch
intrazellulare Antigene (z.B. Hu, Yo, Ri, CRMP5, Ma2) gerichtet sein, wobei die haufigs-
ten Autoantikorper gegen neuronale Oberflachenantigene gerichtet sind; insbesondere
gegen ionotrope Rezeptoren (15).

Die haufigsten und bisher gut untersuchten Oberflachen-Autoantikorper und deren klini-
sche Manifestationen sind (19, 20):

1. Anti-NMDA-Rezeptor-Antikorper: Die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist
eine der bekanntesten Formen der Autoantikorper-vermittelten Enzephalitis. Au-
toantikorper gegen NMDA-Rezeptoren konnen eine Vielzahl von Symptomen ver-
ursachen, einschlie3lich Gedachtnisverlust, psychiatrische Stérungen wie Wahn-
vorstellungen und Halluzinationen, Bewegungsstorungen, epileptische Anfalle
und manchmal auch autonome Dysfunktionen (19-22). Diese Form der AIE kann
mit Tumoren assoziiert sein; am haufigsten sind hier ovarielle Teratome bei jun-

gen Frauen (23).
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2. VGKC-Komplex:

Dies umschreibt eine Gruppe von Proteinen, die mit dem VGKC-Komplex assoziiert

sind und sich je nach Subtyp in ihrem klinischen Erscheinungsbild unterscheiden kon-

nen. Inzwischen werden nur noch die Subtyp-Antikorper bestimmt, dazu zahlen (24):

Anti-LGI1-Antikorper: leucine-rich glioma-inactivated 1 (LGI1) ist ein Pro-
tein, das mit dem Kaliumkanal assoziiert ist und erstmals 2010 beschrieben
wurde (25, 26). Autoantikorper gegen LGI1 sind mit limbischer Enzephalitis
assoziiert, die durch Veranderungen im Verhalten, der raumlichen Orientie-
rung und im Erinnerungsvermaogen einhergeht. Typisch fur diese Form der
Al sind faziobrachiale dystone Anfalle sowie eine Hyponatriamie, beides tritt
jedoch nur bei knapp der Halfte der Patientinnen und Patienten auf (26, 27).
Eine Tumorassoziation ist moglich, am haufigsten wurden bisher Thymome
und kleinzelliges Lungenkarzinom im Zusammenhang mit einer LGI1-AIE
beschrieben (28-30).

Anti-CASPR2-Antikorper: Ebenso wie LGI1 wurde contactin-associated
protein-like 2 (CASPR2) 2010 zum ersten Mal identifiziert und ist auch mit
den spannungsabhangigen Kaliumkanal assoziiert. Autoantikdrper gegen
CASPR?2 sind unter anderem mit Morvan-Syndrom, Neuromyotonie sowie
limbischer Enzephalitis assoziiert. Das klinische Bild ist durch eine Kombi-
nation von neurologischen und psychiatrischen Symptomen gekennzeich-
net ist, einschlieRlich Gedachtnisstorungen, epileptischen Anfallen, Bewe-
gungsstoérungen und manchmal auch Schlafstérungen. Auch Caspr2-Auto-
antikorper kdnnen mit einer Tumorerkrankung assoziiert sein; am haufigs-
ten sind Thymome (30-33).

3. Anti-GABAg-Rezeptor-Antikorper:

AlIE, die in Zusammenhang mit Autoantikorpern gegen den GABAg-Rezeptor ste-

hen, wurden erstmals 2010 beschrieben (34). Diese Form der AIE betrifft haufig

das limbische System und aufert sich in epileptischen Anfallen, kognitiver Dys-

funktion, Gedachtnisverlust und psychiatrischen Symptomen (35), wobei epilepti-

sche Anfalle die vorherrschende Symptomatik darstellen (36). Daruber hinaus

steht diese Erkrankung haufig im Zusammenhang mit kleinzelligen Lungenkarzi-
nom (34).
4. Anti-AMPA-Rezeptor-Antikorper:
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Diese Autoantikorper zielen auf die Untereinheit (Glu1 oder Glu2) des AMPA-Re-
zeptors ab, einer Untergruppe der Glutamatrezeptoren ab. Diese insgesamt selte-
nere Form der AIE wurde erstmals 2009 beschrieben (37) und stellt sich meistals
limbische Encephalitis dar, die mit kognitiven und psychischen Veranderungen
einhergeht, aulRerdem sind Gedachtnisstorungen und epileptische Anfalle haufig
(38, 39). Auch eine Tumorassoziation tritt haufig (schatzungsweise bei mehr als
der Halfte (39)) in dieser Patientengruppe auf; meistens in Form eines kleinzelligen
Lungenkarzinoms, eines Mammakarzinoms oder Ovarialkarzinoms (16, 37, 39).
5. Anti-GABAAa-Rezeptor-Antikorper:

Diese seltene Form einer AIE ist neben einem positiven Anti-GABAa-R-AK-Titer
durch Therapie-refraktare epileptische Anfalle und Status epilepticus gekenn-
zeichnet (17, 40, 41) und wurde 2014 das erste Mal beschrieben (41). Ebenso
konnen bei Betroffenen kognitive Beeintrachtigungen, Bewegungsstérungen und
Bewusstseinsveranderungen auftreten (40). Eine Tumorassoziation ist auch hier
bekannt; mogliche Tumore sind Thymome, kleinzelliges Lungenkarzinom und
Non-Hodgkin-Lymphom (16, 41)

Die ldentifizierung und Charakterisierung dieser Autoantikorper, deren klinische Rele-
vanz und das Verstandnis Uber die zugrunde liegenden Pathomechanismen sind Gegen-
stand der aktuellen Forschung und werden kontinuierlich durch neue Erkenntnisse erwei-
tert.

Der Verlauf der Autoantikorper-vermittelten Enzephalitis kann von Person zu Person
stark variieren und hangt von Faktoren wie der Art des beteiligten Autoantikorpers, dem
Schweregrad der Symptome und der Geschwindigkeit der Behandlung ab (16, 42, 43).
Generell beginnt die AIE oft akut oder subakut mit neurologischen oder psychiatrischen
Symptomen, die sich im Laufe von Tagen bis Wochen entwickeln. Diese konnen Ge-
dachtnisstorungen, Verwirrtheit, Halluzinationen, epileptische Anfalle, Bewegungsstorun-
gen und manchmal auch Fieber oder andere Zeichen einer systemischen Entzindung
umfassen (44, 45).

Ohne Behandlung konnen die Symptome fortschreiten und zu einem ernsthaft bedrohli-
chen Zustand fuhren, der stationar behandelt werden muss, einschlieRlich Bewusstseins-
stoérungen oder sogar Koma (46). In einigen Fallen kdnnen auch lebensbedrohliche Kom-
plikationen wie Atemversagen auftreten (23).



Einleitung 9

Mit geeigneter Behandlung, die in der Regel eine Kombination aus Immunsuppression
und -modulation und symptomatischer Behandlung umfasst, konnen die Symptome oft
signifikant verbessert werden (16, 23). Die Erholung kann jedoch langsam und unvoll-
standig sein, mit anhaltenden neurologischen oder kognitiven Beeintrachtigungen bei ei-
nigen Patienten (42). Weil AIE haufig rezidivieren kdnnen, bendtigen die meisten Patien-
ten eine langfristige immunmodulatorische Therapie sowie regelmallige Nachuntersu-
chungen, um den klinischen Verlauf zu uberwachen und eventuelle Ruckfalle fruhzeitig
zu erkennen (17).

Die Diagnose wird neben dem klinischen Erscheinungsbild durch den Nachweis der spe-
zifischen Autoantikorper im Blut oder im Liquor der Patientinnen und Patienten gestellt,
da die Erstsymptome allein oft unspezifisch sind (17, 45).

Hierbei hat sich gezeigt, dass eine frihe Identifikation dieser Autoantikorper eine recht-
zeitige Diagnose ermaoglicht, was zu einer schnellen Initiierung einer gezielten Immunthe-
rapie fuhrt und damit direkten, positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf und die Prog-
nose der Patientinnen und Patienten hat (30, 45).

Wie oben bereits erwahnt, stellen epileptische Anfalle eines der haufigsten Symptome
von Autoimmunencephalitiden dar (16, 17), was 2017 zur Erweiterung der offiziellen Epi-
lepsie-Klassifikation um das atiologische Konzept der ,immunvermittelten Epilepsie®
durch ILAE fuhrte (10, 47). Eine immunvermittelte Epilepsie liegt dann vor, ,wenn die
Epilepsie direkte Folge einer Storung des Immunsystems ist, bei der epileptische Anfalle
ein Hauptsymptom darstellen® (4, 47).

"Im Jahr 2020 hat die ILAE-Taskforce "Autoimmunitat und Entzindung" dieses Konzept
weiter prazisiert (48). Deren Vorschlag bestand darin, eine klare Abgrenzung der immun-
vermittelten Epilepsien durch die Einfuhrung einer konzeptuellen Definition zu erreichen,
die auf zwei wesentlichen diagnostischen Entitaten beruht. Die ILAE-Taskforce differen-
ziert dabei zwischen akuten symptomatischen Anfallen, die auf eine Autoimmunenzepha-
litis zurickgefuhrt werden kdnnen, und der autoimmun-assoziierten Epilepsie, die durch
eine dauerhafte Pradisposition fur Anfalle gekennzeichnet ist. Diese Unterscheidung ist
notwendig, da die Definition der immunvermittelten Epilepsie von 2017 (4, 47) keine aus-
reichende Berucksichtigung des klinischen Verlaufs der Anfallssymptomatik ermoglicht.
Daher wurde das Konzept der autoimmun-assoziierten Epilepsie als Erweiterung und
Prazisierung der "immunvermittelten Epilepsie" eingefuhrt (48).
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Die Identifizierung und Charakterisierung der autoimmun-assoziierten Epilepsie ertffnen
somit neue Perspektiven fur das Verstandnis und die Behandlung von Epilepsien unbe-
kannter Atiologie, da hier eine gezielte Immuntherapie moglich ist, die tber die Anfalls-
kontrollierende, antikonvulsive Behandlung hinausgeht (49).

Analog zur AlIE-Diagnostik spielt auch hier die Autoantikdrperanalyse hier eine entschei-
dende Rolle, indem sie Uber den Nachweis spezifischer Autoantikorper im Blut oder Li-
quor von Patientinnen und Patienten mit Epilepsie unklarer Atiologie in Zusammenschau
mit der Klinik die Diagnose eine zugrunde liegende AIE ermdglicht und damit auch Auf-
schluss Uber eine autoimmun-assoziierte Epilepsie gibt.

Obwohl die Erforschung der zugrunde liegenden Mechanismen und der beteiligten Auto-
antikorper in der letzten Dekade zugenommen hat (45, 50-52), ist der genaue Anteil von
autoimmun-assoziierten Epilepsien und das Spektrum der zugrundeliegenden Autoanti-
korper immer noch nicht vollstandig bekannt und wird laufend durch neue Erkenntnisse
erganzt. Eine 2019 durchgefuhrte umfassende Metaanalyse konnte zeigen, dass die Pra-
valenz von Autoantikdrpern bei Epilepsiepatientinnen und -patienten schatzungsweise
zwischen 0-24% liegt, wovon die der Autoantikdrperfrequenz bei Epilepsien unklarer Ur-
sache zwischen 3,4-16,7% lag- abhangig vom Studiendesign und den Einschlusskriterien
der Kohorte (53).

Eine genaue Angabe Uber den Anteil von autoimmun-assoziierter Epilepsien Iasst sich
schwer treffen, da zwischen den einzelnen Studien hierzu starke Unterschiede bestehen.
Diese stehen teilweise im Zusammenhang mit der Verfugbarkeit von Serum- und Liquor-
proben, die oft auf Serum beschrankt bleiben, der begrenzten Anzahl untersuchter Auto-
antikorper, der Charakterisierung und dem epileptogenen Potential der zugrundeliegen-
den Autoantikorper (z.B. solche, die gegen neuronale Oberflachen binden), mangelnder
Nachbeobachtung und diagnostischen Inkonsistenzen in der Unterscheidung zwischen
sekundaren Anfallen bedingt durch AIE und autoimmun-assoziierten Epilepsien (53).
Ebenso ist die Rolle der Liquor-Untersuchung in der Diagnostik bei atiologisch unbekann-
ten Anfallen und Epilepsien nicht vollstandig verstanden und in nur wenigen Studien un-
tersucht worden (53).

Dies steht im Kontrast zur Empfehlung einiger Studien (45), die eine routinemafige Li-
quor-Diagnostik nahelegen, um eine autoimmune Atiologie nicht zu Ubersehen. Diese
Empfehlung beruht darauf, dass bestimmte AutoantikOrper nur im Liquor nachweisbar
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sind, der klinische Verlauf mit Liquor-Titern korreliert, wie z.B. bei Anti-NMDAR-Autoanti-
korper-vermittelter Encephalitis, und daruber hinaus fur einige Autoantikdrper eine be-
sondere Liquor-Relevanz (GAD65) nachgewiesen werden konnte (17, 50, 54).

Daher sind die genaue Bestimmung des Anteils von autoimmun-assoziierten Epilepsien
und die Identifikation der zugrundeliegenden Autoantikorper von grofRer klinischer Bedeu-
tung. Die Fahigkeit, diese autoimmun-assoziierten Epilepsien frihzeitig diagnostizieren
zu konnen, bedeutet auch fruhzeitig die Behandlungsstrategien anzupassen und somit
rechtzeitig die bestmogliche Therapie einzuleiten. Aufgrund der erheblichen Unter-
schiede zwischen den bisherigen Studien und den Herausforderungen, die mit der Er-
kennung und Quantifizierung dieser Autoantikorper verbunden sind, besteht ein dringen-
der Bedarf an weiterer Forschung, um eine genauere Einschatzung des Anteils von au-
toimmun-assoziierten Epilepsien zu ermoglichen. Weiterhin kann ein besseres Verstand-
nis der spezifischen Autoantikorper und ihrer Rolle bei der Pathogenese von Epilepsien
neue Therapieansatze ermdglichen und zur Entwicklung von personalisierten, zielgerich-
teten Behandlungen beitragen. Daher unterstreicht die aktuelle Datenlage die Notwen-
digkeit, die Verfugbarkeit von geeigneten diagnostischen Tests zu erhdhen und das Be-
wusstsein fur diese wichtige Untergruppe von Epilepsien zu scharfen.

1.3 Ziel der vorliegenden Dissertation

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden Serum- und Blutproben von Patientin-
nen und Patienten mit neu aufgetretenen atiologisch unbekannten Anfallen oder Epilep-
sie unbekannter Atiologie gesammelt. Diese wurden retrospektiv analysiert und auf das
Vorhandensein von Autoantikorpern im Liquor gepruft mit der Frage nach dem zusatzli-
chen Nutzen einer umfangreichen Liquordiagnostik sowie Identifikation von bisher unbe-
kannten Autoantikorpern mittels indirekter Immunfluoreszenz an Ratten- und Maushirn-
schnitten. Daruber hinaus wurde mittels einer langfristigen klinischen Nachbeobachtung
uber 6-8 (im Mittel 7,8) Jahre der Anfallsverlauf und somit die Epilepsiediagnose aller
Patientinnen und Patienten nachverfolgt und Uberpruft.

1.4 Relevanz und klinische Implikationen

Die Ergebnisse dieser Studie tragen dazu bei, das Verstandnis der Pravalenz von Auto-
antikorpern bei Patientinnen und Patienten mit atiologisch unklaren Anfallen oder unbe-

kannter Epilepsie zu erweitern, die Gruppe von autoimmun-assoziierten Epilepsien zu
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charakterisieren sowie die Rolle der Liquoruntersuchung in der Diagnostik und Charak-
terisierung autoimmun-assoziierter Epilepsien genauer zu untersuchen. Die klinische An-
wendung gezielter immuntherapeutischer Ansatze und gezielter Therapie setzt die ge-
naue ldentifizierung autoimmun-assoziierter Epilepsien voraus.

Ebenso bedingt eine gezielte klinische Diagnostik das fruhzeitige Erkennen von autoim-
mun-assoziierten Epilepsien, was durch eine nachfolgende, prompte Therapieeinleitung
die Behandlungsergebnisse optimiert und die prognostischen Aussichten sowie die Le-
bensqualitat der betroffenen Patientinnen und Patienten verbessern kann.

1.5 Fragestellung

Daher werden die folgenden zentralen Fragen tiefergehend untersucht:
1. Wie haufig ist die Frequenz von Autoantikrpern bei Patientinnen und Patienten
mit Anfallen oder Epilepsie unbekannter Atiologie?
2. Welche Autoantikorper stehen im Zusammenhang mit der autoimmun-assoziier-
ter Epilepsie und konnten potenzielle diagnostische Marker sein?
3. Welche Rolle spielt der Liquor bei der Diagnostik und Charakterisierung von au-

toimmun-assoziierten Epilepsien?
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2. Methodik

2.1 Studienpopulation

In diese retrospektive Studie wurden 39 erwachsene Patientinnen und Patienten (Durch-
schnittsalter 45 Jahre, +/-16.4 SD) eingeschlossen, die sich mit neu aufgetretenen epi-
leptischen Anfallen oder Epilepsie unklarer Atiologie in der Notaufnahme aller drei Campi
der Charité - Universitatsmedizin Berlin vorstellten und infolgedessen auf die Neurologie-
station der Charité - Universitatsmedizin Berlin zwischen 2012 und 2014 eingewiesen
wurden (55).

Patientinnen und Patienten, deren Anfalls- oder Epilepsieursachen bei der Aufnahme in
der Notaufnahme oder in der klinischen Untersuchung geklart werden konnten oder be-
reits bekannt waren (n=49), wurden von der Studie ausgeschlossen (55).

Die Diagnosen wurden von den behandelnden Neurologen nach den Richtlinien der ILAE
(47) gestellt.

Nach der Entlassung aus dem Krankenhaus wurden die Patientenakten Uber das elekt-
ronische System (SAP) der Charité-Universitatsmedizin alle zwei Jahre bis Dezember
2021 weiterverfolgt, um das Wiederauftreten von Anfallen zu dokumentieren (55).
Neben der klinischen Routinediagnostik wurden zusatzlich von allen Patientinnen und
Patienten wahrend des stationaren Aufenthalts Serum- und Liquorproben entnommen.
Die Serum- und Liquorproben wurden kodiert, asserviert und fur die spatere Analyse bei
-80 °C gelagert (55).

Als Kontrolle fur die Pravalenz von Serum-Autoantikdrpern wurden Serum-Proben von

24 gesunden Personen (Durchschnittsalter = 47,5 Jahre, +/-19,7) alters- und ge-
schlechtsgleich mit der Patientenkohorte in die Studie aufgenommen. Aufgrund der inva-
siven Technik war die Entnahme von Liquor von gesunden Kontrollpersonen nicht ver-
fugbar. Autoimmunitat, psychiatrischen Komorbiditaten oder friheren epileptische Anfalle
wurden bei der Kontrollkohorte amnestisch ausgeschlossen (55).

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Charité genehmigt
(EA1/096/12) (55).

Alle Teilnehmerinnen und Teilnehmer gaben vor der Probenentnahme ihr schriftliches

Einverstandnis.
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2.2 Auswertung der klinischen Daten

Zur Bewertung der Epilepsiediagnose und zur Uberwachung des individuellen klinischen
Verlaufs wurden die klinischen Daten aller Probandinnen und Probanden am Ende des
Krankenhausaufenthalts erfasst und Uber einen Zeitraum von sechs bis acht Jahren
(durchschnittlich 7,8 Jahre) zweijahrlich nachverfolgt (55).

Dazu gehorten Informationen Uber die routinemallige Epilepsiediagnostik (Anfallsanam-
nese, Anfallsklassifizierung, Routine-EEG und kranielle Bildgebung (cMRI oder cCT), de-
mografische Merkmale (Alter, Geschlecht) sowie weitere selektierte klinische Befunde,
die auf einen Zusammenhang mit einer Autoimmunerkrankung hinweisen konnten (im-
munsuppressive Medikation und Komorbiditaten [Autoimmun-erkrankungen, psychiatri-
sche, neurologische Erkrankungen und Krebs).

Dem initialen Krankenhausaufenthalt folgte eine Nachbeobachtung des klinischen Ver-
laufs mithilfe der elektronischen Patientendatenbank der Charité Berlin, wobei der
Schwerpunkt auf dem Wiederauftreten von Anfallen und/oder der Entwicklung einer ZNS-
oder einer systemischen Autoimmunerkrankung lag.

Fir die statistischen Analysen wurde Microsoft Excel (Microsoft Excel 2023, Redmond,
WA, USA) verwendet, wobei Signifikanz als p<0,05 definiert wurde (55).

2.3 Autoantikorper-Diagnostik

Nach vollstandigem Abschluss der Patientinnen- und Patientenrekrutierung wurden alle
Serum- und Liquorproben parallel analysiert, um die Vergleichbarkeit der Testergebnisse
zu optimieren und Bias zu reduzieren. Fur den Nachweis von AutoantikOrpern wurden
zwei Methoden verwendet. Bei der ersten Methode wurde indirekte Immunfluoreszenz
auf Ratten- und anschliellend Maushirnschnitten verwendet, um neue anti-neuronale,
anti-gliale und anti-vaskulare Autoantikorper zu identifizieren (55).

Bei der zweiten Methode wurden zellbasierte Assays (ZBA) verwendet, um bereits etab-
lierte IgG-Autoantikorper zu identifizieren.

2.3.1 Indirekte Immunfluoreszenz
Alle Serumproben von Patientinnen und Patienten und Kontrollen sowie Liquorproben
der Patientinnen- und Patientenkohorte wurden auf das Vorhandensein von IgG-Autoan-

tikdrpern untersucht, die an Ratten- und Maushirngewebe binden.
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Erwachsene Wistar-Ratten wurden durch tiefe Narkose getotet und ihre Gehirne an-
schlieBend entnommen und mit 2-Methylbutan tiefgefroren. Fir die Immunhistochemie
wurden Kryostatschnitte von 20 ym aus Kleinhirn und Hippocampus angefertigt.

Diese Schnitte wurden zunachst 8 Minuten lang mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert
und anschlielend 15 Minuten lang mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewa-
schen. Anschlie3end erfolgte eine einstundige Vorinkubation mit einer Blockierungslo-
sung, die 4% Pferdeserum und 0,5% Triton X-100™ in PBS enthielt. AnschlieRend wur-
den Serumverdinnungen von 1:200 und Liquorverdinnungen von 1:1 oder 1:2 aufgetra-
gen und die Schnitte Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte
nach einem weiteren Waschvorgang zwei Stunden lang mit dem sekundaren Antikorper,
einem Cy3-markierten Esel-Antihuman-IgG-Antikorper (1:500, Dianova), inkubiert.
Schliel3lich wurde das Farbeverfahren wie in den Methoden von Lutt et al. 2018 beschrie-
ben durchgefuhrt (56).

In Fallen, in denen eine Probe eine Reaktivitat auf Rattenhirnstrukturen zeigte, wurde die
Reproduzierbarkeit durch eine zweite Farbung an nicht-fixierten Mausgehirnschnitten
Uberpruft. Hier wurde eine Blockierung mit 5% normalem Ziegenserum und 2% Rinder-
serumalbumin ohne jegliche Permeabilisierung durchgefihrt. Als Sekundarantikorper
diente Alexa Fluor 488-markiertes Ziegen-Anti-Human-IgG (1:1000, Dianova, Hamburg).
Die Fluoreszenzsignale wurden daraufhin mit einem Olympus CKX41 Zellkulturmikro-
skop mit verschiedenen Filterkombinationen untersucht. Die Bilder wurden mit einem
LEICA DMI8 Mikroskop aufgenommen. Zwei erfahrene Histolog*innen bewerteten die
Farbungen, wobei zunachst ein halbquantitativer Fluoreszenz-Score (0-3) verwendet
wurde, um die Farbungen mit dem ausgepragtesten Signal zu identifizieren (55). In die-
sem Punktesystem entspricht "0" keiner Fluoreszenzreaktivitat, ahnlich wie bei einer re-
prasentativen Negativkontrolle, wahrend "1" fur eine schwache, "2" flr eine malige und
"3" fur eine sehr hohe Reaktivitat steht, vergleichbar mit einer reprasentativen Antikorper-
positiven Kontrolle. Farbungen mit einer Punktzahl von 2 oder héher wurden als Antikor-
per-positiv eingestuft und fur die weitere Auswertung nach primar qualitativen Kriterien

ausgewahilt.

2.3.2 Zell-basierte Assays
Zellbasierte Tests wurden von der AG Euroimmun (Lubeck, SH, Deutschland) unter Ver-
wendung transfizierter HEK-293-Zellen durchgefuhrt, um gangige 1gG-Autoantikorper zu

bestimmen.
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Dazu gehorten Antikorper gegen alpha-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropions-
aure(AMPA)-Rezeptor 1+2, Amphiphysin, Aquaporin-4 (AQP4), Natrium/Kalium-trans-
portierende ATPase-Untereinheit alpha-3 (ATP1A3), CARP VIII, Caspr2, Collapsing
response mediator protein 5 (CRMP5/CV2), Delta-and-notch-like-epidermal-growth-fac-
tor-related-receptor (DNER), Dipeptidyl-peptidase-like-protein-6 (DPPX), ELKS/rab6-in-
teracting/CAST-family member 1 (ERC1), Flotillin 1, Gamma-Aminobuttersaure(GABA)-
A+B-Rezeptor, GAD65, GFAP, ionotroper Glutamatrezeptor, Untereinheit 2 vom Delta-
Typ (GIluRD2), metabotroper Glutamatrezeptor(GRM) 1+5, Glycinrezeptor (GlyR), Ho-
mer-Protein-Homolog 3 (Homer3), Hu (Anna1), IgLON-Familienmitglied 5 (IgLONS), Ino-
sitol-1,4,5-Triphosphat-Rezeptor Typ 1 (ITPR1), LGI1, Ma2, Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG), NMDA-R, Neurexin, Neurochondrin, Recoverin, Ri (Anna2), ras-ho-
mologue-GTPase (Rho-GTPase), Yo und Zink-Finger-Protein-4 (Zic4) (55).

Um das Auftreten falsch-positive Falle zu minimieren, wurden Liquorproben mit einem

Titer 21:1 und Serumproben mit einem Titer 21:100 als positiv definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswertung der klinischen Daten

3.1.1 Demografische Merkmale der Patienten- und Kontrollkohorte

Die Patientinnen- und Patientenkohorte bestand aus 39 erwachsenen Patientinnen und
Patienten (Durchschnittsalter 45 £16,4 Jahre [SD]) zum Zeitpunkt der stationaren Auf-
nahme. Frauen machten 38,5 % dieser Gruppe aus, insgesamt 15, und waren im Durch-
schnitt 37,7 Jahre alt (SD £16). Die ubrigen 61,5 % waren Manner mit 24 Teilnehmern
und einem Durchschnittsalter von 50,2 Jahren (SD +15). Die Kontrollgruppe mit einem
Durchschnittsalter von 47,5 Jahren (SD +19) umfasste 7 Frauen (29% der Gruppe) mit
einem Durchschnittsalter von 40,3 Jahren (SD +20) und 17 Manner (71% der Gruppe)
mit einem Durchschnittsalter von 50,5 Jahren (SD +18) (55).

3.1.2 Anfallsklassifikation Epilepsiediagnose und Art der Epilepsie

Die routinemaRige Epilepsiediagnostik, durchgefuhrt wahrend des initialen stationaren
Aufenthalts, ergab bei der Mehrheit (28, 71,8%) der Patientinnen und Patienten (39) die
Diagnose eines Anfalls unbekannter Atiologie, gefolgt von der Diagnose einer Epilepsie
unbekannter Atiologie bei 10 Patientinnen und Patienten (23,3%). Bei einer Person
(2,6%) wurde ein psychogener nicht-epileptischer Anfall (PNES) diagnostiziert (Abb. 1)
(55).

Atiologisch unbekannte Anfalle wurden weiter unterteilt in generalisiert, und fokal (nicht
bewusst erlebt fokal, bewusst fokal und fokal mit Ubergang zu bilateral tonisch-klonisch)
und unklassifiziert. Ebenso wurden Epilepsien unbekannter Atiologie weiter unterteilt in
generalisiert, kombiniert generalisiert, fokal (nicht bewusst erlebt fokal, bewusst fokal und
fokal mit Ubergang zu bilateral tonisch-klonisch) und unklasssifiziert.
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Verdacht auf Anfall oder Epilepsie unbekannter Atiologie

Studieneinschluss (Einwilligungserklarung, Liquor- und Serumentnahme)

Initiales Epilepsie-Assessment (klinische Daten, EEG, cMRI/cCT)
Standort: Neurologie Charité Berlin

Anfélle unbekannter
Atiologie

Epilepsie unbe-
kannter Atiologie

n=10

Psychogenic
nonepileptic seizure
(PNES)
n=1

n=28

Autoantikérperdiagnostik

Indirektes Immunfluoreszenz-Screening*

*siehe Abbildung 3

Kommerzieller ZBA

Langzeit-Nachuntersuchung Nicht
Standort: Neurologie Charité Berlin 4 weiterverfolgbar
n=28 n=11
w N
Anfille unbekannter Epilepsie unbe- Autoimmun-
Atiologie kannter Atiologie assoziierte
Epilepsie
n=3 n=23 n=2

Datenauswertung

Abbildung 1: Studiendesign, durchgefiihrte Testverfahren und diagnostische Klassifikation vor

und nach der Langzeitnachuntersuchung. Quellenangabe: (55); Gbersetzt durch die Autorin

Die Mehrheit der Anfélle unbekannter Atiologie wurde als generalisiert (n=15; 53,6%) do-

kumentiert, gefolgt von nicht bewusst erlebt fokal (n=9; 32,1%) und fokalen mit Ubergang

zu bilateral tonisch-klonischen Anfallen (n=4; 14,3%) (Tabelle 1).

Epilepsien unbekannter Atiologie (n=10) wurden am haufigsten als nicht bewusst erlebt
fokal (n=3; 30%) und fokale bis bilaterale tonisch-klonische Anfalle (n=3; 30%) beschrie-

ben (55).

Das Auftreten von kombinierten fokalen und generalisierten Anfallen (n=2; 20%) und ge-

neralisierten Anfallen (n=2; 20%) war bei den Epilepsien gleichmallig verteilt.
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Fur beide Diagnosegruppen wurden keine bewussten fokalen Anfalle erfasst. Alle Anfalle
und Epilepsien konnten klassifiziert werden, sodass keine unklassifizierten Epilepsien do-
kumentiert wurden (Tabelle 1).

Far 28 Patientinnen und Patienten (71,8%) waren Nachverfolgungsdaten Uber die elekt-
ronischen Patientenakten zuganglich.

Nach Abschluss des Nachbeobachtungszeitraums war die haufigste Diagnose fur diese
Kohorte Epilepsie unbekannter Atiologie (n=23; 59%), wahrend &tiologisch unbekannte
epileptische Anfalle (n=3) bei 10,2 % lagen (Abb. 1).

Zwei Personen (5,1%) wurden durch die elektronische Nachverfolgung sowie die Auto-
antikorper-Testergebnisse reklassifiziert als autoimmun-assoziierter Epilepsie. Bei der
Person A23 (2,6%) zeigte die Nachverfolgung, dass im klinischen Verlauf eine Anti-
NMDA-R-Enzephalitis diagnostiziert worden war, die sich zunachst als fokale mit Uber-
gang zu bilateral tonisch-klonischen Anféllen unbekannter Atiologie darstellte. Bei der
anderen Person B1 (2,6%) wurde zunachst ein generalisierter Anfall unbekannter Ursa-
che diagnostiziert. Die Autoantikorper-Testverfahren ergaben jedoch sowohl im Liquor
als auch im Serum hohe Titer von GFAP-Autoantikdrpern (Liquor 1:3,2; Serum 1:1000),
sodass aufgrund der Titer retrospektiv eine Neueinstufung dieser zwei Personen als au-

toimmun-assoziierte Epilepsie erfolgte (55).

3.1.3 EEG und Bildgebung des Gehirns

Als Teil der stationaren Epilepsiediagnostik wurde bei allen 39 Probandinnen und Pro-
banden ein Routine-EEG aufgezeichnet, wobei bei 10 Patientinnen und Patienten
(25,6%) Anomalien festgestellt wurden. Zu den Befunden gehorten regionale Verlangsa-
mung (n=7), generalisierte epileptiforme Entladungen (n=2) und periodische lateralisierte
epileptiforme Entladungen (n=1) (Tabelle 1). Bei 38 Probandinnen und Probanden wurde
ein kranielles MRT und bei einer Person ein cCT durchgefuhrt, wahrend bei einer weite-
ren Person keine kranielle Bildgebung durchgefuhrt wurde. EIf Personen (31%) wiesen
sichtbare Veranderungen auf, der haufigste Befund war eine mikrovaskulare Leukenze-
phalopathie (n=8). Drei Patientinnen und Patienten (21,4%) zeigten ein leichtes, vermut-

lich postiktales hippocampales Odem (55).

3.1.4 Weitere klinische Daten
Informationen zu Begleiterkrankungen (Autoimmunerkrankungen, neuro-psychiatrische

Erkrankungen, Tumorerkrankungen) und zur immunsuppressiven Medikation wurden far
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alle 39 Personen dokumentiert (Tabelle 1). Lediglich drei (11,1%) Patientinnen und Pati-
enten hatten Autoimmunerkrankungen, darunter ein Fall von Multipler Sklerose, ein Fall
von Hashimoto-Thyreoiditis und ein Fall von Diabetes mellitus Typ 1.
Neuropsychiatrische Komorbiditaten traten bei einem Drittel der Patientinnen und Pati-
enten auf (n=13; 33,3%), darunter Polytoxikomanie (n=3), Alkoholabhangigkeit (n=2), Pa-
nikstorung (n=2), Depression (n=1), Schizophrenie (n=1), Aufmerksamkeitsdefizit-Hyper-
aktivitatsstorung (ADHS; n=1), dissoziative Anfalle (n=1), multiple Sklerose (n=1) und
Dysosmie (n=1). Keine der Personen hatte in den sechs Monaten vor seiner Aufnahme
einer Immuntherapie erhalten (55).

Bei der stationar-klinischen Untersuchung konnte bei drei Patientinnen und Patienten
(7,7%) ein Tumor diagnostiziert werden. Hierbei handelte es sich um ein kleinzelliges
Lungenkarzinom (A8), ein grozelliges Lungenkarzinom (A19) und ein ovarielles Teratom
(A23).

In der Gegenuberstellung der positiv-getesteten Patientinnen und Patienten zu Autoanti-
korper-negativen Patientinnen und Patienten fiel auf, dass das das Auftreten von Tumo-
ren bei der positiven Kohorte statistisch signifikant war (p=0,007; Chi-Quadrat-Test) (55).
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Tabelle 1: Demografische Daten, Anfalls- und Epilepsieklassifikation, EEG, kranielle Bildgebung

und Komorbiditaten nach dem initialen Epilepsie-Assessment. Quellenangabe: (55); Ubersetzt

und angepasst durch die Autorin.

Klinische Daten Positive Negative Gesamt- p-Wert
Kohorte Kohorte kohorte (T-Test or Chi-
n (%) n (%) n (%) Quadrat Test)
1) Gesamtanzahl 12 (30,8) 27 (69,2) 39 -
2) Durchschnittsalter
(£ Standardabweichung) 51+17.1 43+ 15,9 45+ 16,4 0,11
3) Weiblich:Miinnlich 3:9 12:14 15:24 0,25
4) Anfalls- und Epilepsieklassifika-
tion
4.1.) dtiologisch unklare Anfdille 10 (83,3) 18 (66,67) 28 (71,8) 0,29
a. Bewusst fokal 0(0) 0(0) 0(0)
b.  Nicht bewusst erlebt fokal 2 (20) 7 (38,9) 9(32,1)
c. Fokal mit Ubergang zu bila-
teral tonisch-klonisch 2 (20) 2 (11,1) 4(14,3)
d. Generalisiert 6 (60) 9 (50) 15 (53,6)
4.2.) Epilepsie unklarer Atiologie 2 (16,7) 8 (29,6) 10 (23,3) 0,01
a. Bewusst fokal 0(0) 0(0) 0(0)
b.  Nicht bewusst erlebt fokal 1 (50) 2 (25) 3(7)
Fokal mit Ubergang zu bila-
teral tonisch-klonisch 0(0) 3(37,5) 3(7)
d. kombiniert fokal und genera-
lisiert 1(50) 1(12,5) 2 (4,7)
e. Generalisiert 0(0) 2 (25) 2(4,7)
4.3) Psychogener nicht-epileptischer
Anfall (PNES) 0(0) 1@3,7) 12,3) 0,5
5) Abnormales EEG 2 (16,7) 8 (29,6) 10 (25,6) 0,15
a. Regionale Verlangsamungen 1 (50) 6 (75) 7 (70)
b.  Generalisierte epilepti-forme
Entladungen (GED) 1 (50) 1(12,5) 2 (20)
c. Periodische lateralisierte epi-
leptische Entladungen
(PLED) 0(0) 1(12,5) 1(10)
6) Abnormales cMRT/cCT 2 (16,7) 9 (34,6) 11 (31) 0,26
(n=26) (n=38)
a. Mikrovaskuldre Leu-
koencephalopathie 1 (50) 7(77,8) 8 (72,7)
b.  Leichtes postiktales hippo-
campales Odem 1 (50) 2(22,2) 3(27,3)
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7) Immunosuppressiva 0(0) 1@3,7) 1(2,6) 0,5
(Dimethylfuma-
rat)

8) Autoimmune Nebenerkrankungen
0 3(11,11) 3(7,7) 0,3
(Hashimoto
Thyroiditis, Di-
abetes mellitus
Typ1, multiple

Sklerose)
9) Tumorerkrankungen 3(25) 0(0) 31,7 0,007
(Grof3zelliges
Lungenkarzi-
nom, kleinzelli-
ges Lungenkar-
zinom, Teratom)
10) Neuro-psychiatrische Ne-
benerkrankungen 4 (33,3) 9 (33,3) 13 (33,3) 1,0
a. Polytoxikomanie 1 (25) 2(22,2) 3(23,1)
b.  Alkoholabhdngigkeit 2 (50) 0(0) 2 (15,4)
c. Panikstorung 0(0) 2(22,2) 2 (15,4)
d. Depression 0(0) 1(11,1) 1(7,7)
e. Schizophrenie 0(0) 1(11,1) 1(7,7)
[ Aufmerksamkeitsdefizit
Hyperaktivitdtstorung 0(0) 1(1L1) 1(7,7)
g.  Dissoziative Anfille 0(0) 1(11,1) 1(7,7)
h.  Multiple Sklerose 0(0) 1(11,1) 1(7,7)
i. Dysosmie 1 (25) 0(0) 1(7,7)

3.2 Autoantikorper-Befunde

Von den 39 Patientinnen und Patienten wiesen 12 Personen (30,8 %) Autoantikdrper im
Liquor cerebrospinalis auf. Bei sieben wurden Autoantikdrper ausschliellich durch IIF
nachgewiesen, bei einem hingegen ausschliel3lich durch den ZBA und bei vier Patientin-
nen und Patienten durch beide Tests (Tabelle 2). Hier fiel auf, dass der lIF-Test im Serum
von nur vier der 12 Liquor-positiven Patientinnen und Patienten (33,3%) positive Ergeb-
nisse lieferte, was auf eine hohere Haufigkeit oder bessere Sensitivitat von Autoantikor-
pern im Liquor im Vergleich zum Serum hinweist (p=0,054; Chi-Quadrat-Test). Eine Se-

rumprobe (4,2%) aus der Kontrollgruppe wies eine starke Bindung an neuronale Zell-
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kernantigene auf und erfullte damit die Positiv-Kriterien der IIF. Von gesunden Proban-
dinnen und Probanden waren keine Liquorproben, sondern nur Seren verfugbar. Beim
Vergleich der Haufigkeit von Serum-Autoantikdrpern zwischen der Kontrollgruppe und
den Patientinnen- und Patientenkohorte wurden keine statistisch signifikanten Unter-
schiede festgestellt (p=0,39) (55).

Funf Probandinnen und Probanden wiesen etablierte Autoantikorper auf, die mittels ZBA
in ihrem Liquor oder Serum oder beidem nachgewiesen wurden (Tabelle 2). Hierzu zahl-
ten Autoantikorper gegen NMDA-Rezeptoren (A23 und A24: Liquor: n=2 mit Titern zwi-
schen 1:10 und 1:32; Serum: n=1 bei 1:1000), GFAP (A36, B1: Liquor: n=2 bei 1:3,2;
Serum: n=2 zwischen 1:1000 und 1:3200) und GADG5 (A31: Liquor: n=1 bei 1:1; Serum:
n=1 bei 1:320). Eine Person (A8) wies im ZBA niedrige Serum-Autoantikorper gegen
Caspr2 auf (1:32), was unter dem in der Studie festgelegten Schwellenwert von 1:100 lag
und daher als negativ gewertet wurde. Autoantikorper gegen AMPAR1+2, Amphiphysin,
AQP4, AT1A3, CARPVIII, CV2, DNER, DPPX, ERC1, Flotillin 1, GABAAR, GABABR,
GluRD2, GlyR, GRM1, GRM5, Homer3, Hu (Anna1), IgLONS5, ITPR1, LGI1, Ma2, MOG,
Neurexin, Neurochondrin, Recoverin, Ri (Anna2), RhoGTPase, Yo, und Zic4 wurden

nicht nachgewiesen (55).
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Abbildung 2: Autoantikérperfrequenz in den unterschiedlichen diagnostischen Gruppen. Quel-
lenangabe: (55); Ubersetzt durch die Autorin.
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Tabelle 2: Detaillierte Ergebnisse der indirekte Immunfluoreszenz und der Zell-basierten As-

says fur alle positiv-getesteten Personen sowie deren Diagnose vor und nach der Langzeitun-

tersuchung. Autoantikérper-positive Befunde sind fett hervorgehoben. Quellenangabe: (55);

Ubersetzt und angepasst durch die Autorin.

Pati Firb IIF Firb IIF ZBA: ZBA: Diagnose nach  Dauer der Nach - Diag nach der Tumor-
nummer Liquorprobe Serumprobe Liquortiter Serumtiter Erstaufnah hung (in Jahren) Nact hung Diag
A2 Panzellulir: Negativ Negativ Negativ Atiologisch 9 Nicht weiterverfolgbar -
. unklarer Anfall
nukledr
(nicht bewusst
fokal erlebt)
A8 HirngefiBe: Negativ Negativ Negativ (1:32 Atiologisch 9 Atiologisch unklarer  kleinzelliges
nklarer Anfall Anfall L -
Kapillaren Caspr2) unrarer Anta & ungen
- - karzinom
(generalisiert) (generalisiert)
Al9 Panzellulir: Panzellulir: Negativ Negativ Atiologisch 8 Atiologisch unklarer ~ GroBzelliges
nklarer Anfall Anfall L -
nukleir nukledr unrarer Anta & ka:igrlc()nm
(nicht bewusst (nicht bewusst fokal
fokal erlebt) erlebt)
A23 NMDA-R- NMDA-R-dhnlich 1:10 1:1000 Atiologisch 8 Autoimmun-assoziierte ~ Ovarielles
dhnlich (NMDA-R) (NMDA-R) unklarer Anfall Epilepsie Teratom
(generalisiert)
A24 NMDA-R- Negativ 1:32 Negativ Atiologisch 8 Nicht weiterverfolgbar -
dhnlich (NMDA-R) unklarer Anfall
(nicht bewusst
fokal erlebt)
A25 Panzelluliir: Negativ Negativ Negativ Atiologisch 8 Epilepsie unbekannter -
nicht-nukledr unklarer Anfall Atiologie
(generalisiert)
A26 HirngefiBe: Negativ Negativ Negativ Epilepsie 8 Nicht weiterverfolgbar -
bekannt
Kapillaren und u;‘;oli m;:r
kleine Gefifle ¢
(kombiniert fokal
und generalisiert)
A31 Negativ Negativ 1:1 1:320 Epilepsie 7 Epilepsie unbekannter -
(GADSS) (GADSS) ur:b?kanr?ter Atiologie
Atiologie
(nicht bewusst

fokal erlebt)
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Patienten- Firb er IIF Firb er IIF ZBA: ZBA: Diagnose nach  Dauer der Nachunter- Diagnose nach der Tumor-
nummer Liquorprobe Liquorprobe Liquortiter Serumtiter Erstaufnahme suchung (in Jahren) Nachuntersuchung Diagnose
A32 Panzellulir: Negativ Negativ Negativ Atiologisch 7 Epilepsie unbekannter
nklarer Anfall Atiologi
nicht-nukleir unklarer Anfal iologie
(fokal mit
Ubergang zu
bilateral tonisch-
klonisch)
A36 Astrozytir Astrozytir 1:3.2 1:3200 Atiologisch 7 Atiologisch unklarer
klarer Anfall Anfall
(GFAP,Myelin) (GFAP,Myelin)  (GFAP) (GFap) ~~ UmearerAnd ma
(generalisiert) (generalisiert)
A38 HirngefiBe: Negativ Negativ Negativ Atiologisch 7 Nicht weiterverfolgbar
unklarer Anfall
Kapillaren (fokal mit
Ubergang zu
bilateral tonisch-
klonisch)
B1 Astrozytir Astrozytar 1:3.2 1:1000 Atiologisch 8 Autoimmun-assoziierte
klarer Anfall Epilepsi
(GFAP) (GFAP) (GFAP) (GFAp) ~~‘mearerani pliepsie
(generalisiert)

Der Nachweis von Anti-NMDA-R-Autoantikdrpern erfolgte durch indirekte Immunfluores-
zenz an fixierten Hirnschnitten von Ratten sowie unfixierten Hirnschnitten von Mausen,
die ein spezifisches Gewebefarbemuster aufwiesen (Abb. 3A; A23, A24). In ahnlicher
Weise zeigten Proben, die positiv auf Anti-GFAP-Autoantikorper reagierten (A36, B1),
das charakteristische astrozytare Muster im Gehirn, welches Astrozyten der weilden Sub-
stanz und Bergmann-Glia umfasst (Abb. 3B). Wie bei einem Screening-Test fur potenziell
neue Autoantikorper zu erwarten ist, zeigten sieben Liquorproben (A2, A8, A19, A25,
A26, A32, A38) eine Reaktivitat mit zusatzlichen Autoantigenen, z. B. mit Hirngefalien,
die sich von Kapillaren bis zu groReren Gefalden erstrecken (Abb. 3C), oder mit myelini-
sierten Fasern in Fasertrakten der weifden Substanz und um Purkinje-Neurone im Klein-
hirn (Abb. 3D). Bei vier Patientinnen und Patienten konnten Autoantikorper nachgewie-
sen werden, die an neuronale Kernantigene im gesamten Gehirn binden, wie ihre Loka-
lisierung in der Kleinhirnrinde beispielhaft zeigt (Abb. 3E). Daruber hinaus wurden zyto-
plasmatische Bindungsmuster an Purkinje-Neuronen beobachtet, die sowohl die proxi-
malen Dendriten als auch andere Regionen umfassen (Abb. 3F) (55).

Insgesamt erfullten 11 Patientinnen und Patienten (A2, A8, A19, A23, A24, A25, A26,
A32, A36, A38, B1) die Kriterien fur eine Autoantikorperpositivitat im Liquor auf der
Grundlage der indirekten Immunfluoreszenz (Tabelle 2).
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Abbildung 3: Ergebnisse der indirekten Immunfluoreszenz an unfixierten Hirnschnitten von Mau-

sen. (A) Die Liquorprobe von Person A24 zeigt eine starke Bindung von Kleinhirn-Kérnerzellen
und Neuropil im Hippocampus (kleines Bild), was das charakteristische Anti-NMDA-R-Autoanti-
kérpermuster widerspiegelt. (B) Charakteristisches astrozytares Muster im Gehirn bei Anti-GFAP-
AK-positiver Liquorprobe von Person B1; einschlief3lich der Bergmann-Glia und Astrozyten der
weillen Substanz (kleines Bild: sternférmige Formation). (C) Die Liquorprobe von Person A38
zeigt eine starke Bindung an Hirngefal3e (kleines Bild: héhere Vergroferung einer Kapillare). (D)
Die Serumprobe von Person A36 prasentiert eine Bindung an myelinisierte Fasern in den Bahnen
der weif3en Substanz (kleines Bild), in der wei3en Substanz des Cerebellums (Pfeile) und um die
Purkinje-Neurone des Cerebellums (Pfeilspitzen). (E) Bindung an Zellkernantigene von Neuronen
in der Kleinhirnrinde bei der Serumprobe von Person A19 (kleines Bild: Purkinje-Zellschicht). (F)
Liquorprobe von Person A32 mit zytoplasmatischen Bindungsmuster bei Purkinjezellen, ein-
schlieBlich proximaler Dendriten kleines Bild). Maf3stab/Balken: (A-C,E,F) 100 ym; (D) 50 pum.

Quellenangabe: (55); Ubersetzt und angepasst durch die Autorin.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung

Ziel dieser retrospektiven Analyse war es, sowohl die Frequenz von Autoantikdrpern als
auch den Anteil an autoimmun-assoziierten Epilepsien bei Patientinnen und Patienten
mit atiologisch unbekannten Anfallen oder Epilepsie unbekannter Atiologie untersuchen.
Hierbei konnten mehrere wichtige Ergebnisse festgestellt werden:

(1) Far mehr als eine von vier Personen (30,8%) aus der Kohorte konnten Autoantikorper
im Liquor nachgewiesen werden, die nicht nur auf etablierte, sondern auch auf neue neu-
ronale Antigene abzielten (55).

(2) Die Langzeitnachuntersuchung und das Autoantikorperscreening fuhrten in Kombina-
tion bei zwei Patientinnen und Patienten (5,1%) zu einer Neueinstufung der Atiologie und
der Klassifikation als autoimmun-assoziierte Epilepsie (55).

(3) Autoantikorper waren im Liquor haufiger zu finden als im Serum bei den Patientinnen
und Patienten (55).

(4) Tumore waren signifikant hoher in der Autoantikorper-positiven Kohorte im Vergleich
zur Autoantikorper-negativen Kohorte (55).

4.2 Pravalenz von Autoantikorpern und die Diagnose einer autoimmun-assoziierten

Epilepsie

In der Kohorte mit Liquor-Autoantikdrpern wurden funf Patientinnen und Patienten auf
etablierte Autoantikorper positiv getestet. Diese waren: Anti-NMDA-R- (n=2; A23, A24),
Anti-GAD-65 (n=1, A32) und Anti-GFAP-Autoantikorper (n=2; A36, B1), aufgrund derer
in Zusammenschau mit dem klinischen Verlauf zwei dieser Patientinnen und Patienten
(A24, B1) als autoimmun-assoziierte Epilepsien umklassifiziert worden.

Die Assoziation zwischen diesen Autoantikdrpern und dem Auftreten von Anfallen sowie
die Entscheidung, zwei Falle als autoimmun-assoziierte Epilepsie neu zu klassifizieren,

werden im Folgenden diskutiert:

4.2.. Anti-NMDA-R-Autoantikorper
Anti-NMDA-R-AK sind mit 4,8% die am haufigsten nachgewiesenen Autoantikorper in der
Epilepsiepopulation (53). Im Zusammenhang mit einer Anti-NMDA-R-Enzephalitis treten
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in schatzungsweise 75% aller Falle epileptische Anfalle auf (51, 54). Angesichts der Pra-
valenz dieser AIE (54) sind umfangreiche Forschungsarbeiten seit der Entdeckung Mitte
der 2000er Jahre durchgefuhrt worden, um den Pathomechanismus zu verstehen, der
das Auftreten von epileptischen Anfallen und das Vorhandensein von Anti-NMDA-R-AK
erklart (15, 19-23). Diese Studien weisen darauf hin, dass die Internalisierung des NMDA-
R - verursacht durch die Bindung des AKs - die neuronale Funktion des NMDA-R stort.
Somit haben die AK eine direkte, reversible Wirkung auf die neuronale Funktion (57). Als
Konsequenz dieser Dysfunktion konnen eine Reihe von Symptomen auftreten- auch epi-
leptische Anfalle- sodass eine direkte Verbindung zwischen dem Auftreten von epilepti-
schen Anfallen und dem Vorhandensein von Anti-NMDA-R-AKs besteht.

Daher ist fur die Diagnosestellung (in Kombination mit der Klinik) die Antikorperdiagnostik
besonders wichtig, wobei das Vorhandensein der AK im Liquor von entscheidender Be-
deutung zu sein scheint: Mehrere Studien (15, 57-60) konnten feststellen, dass, wenn
diese AK im Liquor nachweisbar sind, eine hohe Spezifitat fur Anti-NMDA-R-Enzephalitis
besteht. Daruber hinaus weisen diese Studien auf eine Korrelation zwischen dem klini-
schen Verlauf der Erkrankung und dem Liquortiter der Anti-NMDA-R-AK hin, was die we-
sentliche Rolle der Liquoranalyse sowohl fur die Diagnose als auch fur die Prognose noch
einmal hervorhebt.

In der Studienkohorte wiesen zwei Personen (A23, A24) sowohl im Liquor (A23: 1:10;
A24: 1:32) als auch im Serum (A23: 1:100) hohe Anti-NMDA-R-AK-Titer im ZBA auf, die
mit dem positiven (NMDA-R-ahnlichen) Farbemuster in der IIF Ubereinstimmten, was in
beiden Fallen stark auf eine autoimmun-assoziierte Epilepsie als Folge einer Anti-NMDA-
R-Enzephalitis schliel3en |asst.

Eine Weiterverfolgung des klinischen Verlaufs war fur Person A24 aufgrund der fehlen-
den Betreuung an der Charité nicht moglich, sodass eine umfassende Einschatzung des
klinischen Verlaufs und somit eine endgultige Diagnose nicht moglich war.

Bei Person A23 konnte im klinischen Verlauf eine Anti-NMDA-R-Enzephalitis diagnosti-
ziert werden. Die zugrunde liegende AIE wurde mit einer entsprechenden Immuntherapie
in der Charité behandelt. Da es im Verlauf wiederholt zu Anfallen kam und diese auch
aullerhalb der Akutphase der AIE auftraten, wurden diese Personen retrospektiv als au-

toimmun-assoziierte Epilepsie eingestuft.
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4.2.2 Anti-GAD65-Autoantikorper

Im Gegensatz zu Anti-NMDA-R-Autoantikorpern ist der Zusammenhang zwischen Anti-
GADG65-Autoantikorpern und epileptischen Anfallen komplexer und weit weniger eindeu-
tig. Zahlreiche Veroffentlichungen haben die Assoziation von Anti-GAD-65-Antikorpern
und epileptischen Anfallen im Zusammenhang mit einer Form der Autoimmunenzephalitis
(28) sowie chronischer Epilepsie (61) nahegelegt.

Tatsachlich konnte eine aktuelle Metaanalyse (53) zeigen, dass hochtitrige Anti-GAD65-
Autoantikorper -insbesondere, wenn sie im Liquor gefunden werden- bei etwa 3.7% aller
Epilepsiepatientinnen und -patienten auftreten, einschlie3lich chronischer, behandlungs-
refraktarer Falle (53, 61, 62).

Trotzdem scheinen GAD-65-Antikorper mit niedrigem Titer (definiert als Serumspiegel
unter 20 nmol/L (63) auch mit einer Haufigkeit von 0,7- 4,8% in der Allgemeinbevolkerung
aufzutreten, wie mehrere Studien gezeigt haben; ebenso treten sie gehauft bei Diabetes
mellitus Typ1 auf (64).

Daruber hinaus ist die direkte Pathogenitat dieser Autoantikorper noch nicht endgultig
nachgewiesen, was im Zusammenhang mit der intrazellularen Lokalisierung des Anti-
gens GADGS steht (dem Enzym, das die Synthese von Gamma-Aminobuttersaure kata-
lysiert).

Es wird angenommen (17, 45, 62, 65), dass bei einer Enzephalitis, die mit hochtitrigen
Anti-GADG65-Autoantikdrpern einhergeht, die Symptome (u.a. epileptische Anfalle) in ers-
ter Linie durch zytotoxische T-Zellen vermittelt werden, wobei GAD65-AK eher als immu-
nologische Biomarker wirken.

Daher bleibt die eindeutige Rolle dieser AK im Zusammenhang mit der Pathogenese von
AIE, aber auch bei der Epileptogenese ungeklart.

In dieser Studie konnten bei einer Person (A31) Anti-GAD-65-Autontikorper im ZBA nach-
gewiesen werden. Zwar zeigte die Langzeitnachuntersuchung Folgeanfalle im klinischen
Verlauf, da jedoch die im ZBA nachgewiesenen Titer niedrig ausfielen ((Liquor 1:1; Serum
1:320) und die IIFs negativ blieb, stufen wir diesen Fall retrospektiv nicht als autoimmun-

assoziierte Epilepsie ein.

4.2.3 Anti-GFAP-Autoantikorper
Ahnlich wie Anti-GAD65-Autoantikorper zielen Autoantikdrper gegen GFAP auf ein intra-
zellulares Epitop. Sie wurden erstmals 2016 im Zusammenhang mit einer relativ neuen

Form der Autoimmunenzephalitis, der Anti-GFAP-Astrozytopathie, beschrieben.
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Wahrend ein direkter Zusammenhang zwischen Anti-GFAP-AK und epileptischen Anfal-
len noch nicht geklart ist (66), berichteten mehrere Studien (67-71) Uber Anfalle als hau-
figes Symptom im Rahmen der Anti-GFAP-Astrozytopathie, wobei der hier beschriebene
Anteil zwischen 11 und 37% lag. Daruber hinaus konnte eine aktuelle, umfassende Me-
taanalyse eine GFAP-Antikorper-Haufigkeit bei Epilepsiepatientinnen und -patienten von
0,5% feststellen (53). Diese Ergebnisse deutet darauf hin, dass eine Assoziation dieser
Autoantikorper mit Anfallen besteht.

In Bezug auf die Antikdrperdiagnostik konnten Studien zeigen (66-69, 71), dass die Un-
tersuchung des Liquors auf GFAP-Autoantikorper eine wichtige Rolle bei der Diagnostik
spielt. Der Nachweis von Anti-GFAP-AK im Liquor ist nicht nur entscheidend bei der Iden-
tifizierung einer Autoimmun-Anti-GFAP-Astrozytopathie (67, 72), sondern dient auch als
zuverlassiger Biomarker fur das Ansprechen dieser Patientinnen und Patienten auf eine
entsprechende Immuntherapie (72).

Zwei Personen der Kohorte (A36, B1) wiesen bei dem ZBA sowohl im Liquor als auch im
Serum hohe Anti-GFAP-AK-Titer auf, die mit dem astrozytaren Farbemuster in der IIF in
Kongruenz stehen.

Die Diagnose der Anti-GFAP-Astrozytopathie wurde erstmals 2016 gestellt (67) und war
daher 2015 nicht moglich, als diese beide Anti-GFAP-AK-positiven Personen gegen Anti-
GFAP-AK im Rahmen dieser Studie getestet worden. Dennoch legen die Testergebnisse
-in Zusammenschau mit den neuesten Erkenntnissen Uber eine GFAP-AK-vermittelte
AIE- eine Assoziation der Anfalle mit den Anti-GFAP-AK nahe.

Die Langzeitnachuntersuchung zeigte bei Person A36 keine weiteren Anfalle, sodass hier
keine Neueinstufung als autoimmun-assoziierte Epilepsie erfolgte.

Im zweiten Fall (B1) konnte die Langzeituntersuchung hingegen zeigen, dass trotz an-
tikonvulsiver Therapie rezidivierende Anfalle auftraten, sodass in diesem Fall retrospektiv
die Klassifikation als autoimmun-assoziierte Epilepsie erfolgte.

4.3 Die Bedeutung von Liquor in der Epilepsiediagnostik bei unklarer Atiologie

Eine systematische Ubersicht tiber Studien zur autoimmun-assoziierte Epilepsie (53) hat
gezeigt, dass in den meisten klinischen Studien in erster Linie eine Serumanalyse zum
Nachweis von Autoantikorpern durchgefuhrt wird, wahrend nur 3,4% auch eine Untersu-
chung des Liquors (CSF) vornehmen. Die klinischen Standardverfahren umfassen in der
Regel eine Kombination aus einem Blutscreening auf wenige, etablierte Antikorper und
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einem routinemafigen Liquorscreening auf Pleozytose, oligoklonale Banden und Entzun-
dungsmarker. Eine Analyse auf etablierte Enzephalitis-AKs im Liquor wird nur durchge-
fuhrt, wenn bereits ein klinischer Verdacht auf eine AIE besteht.

Im Gegensatz dazu ermoglichte das Design dieser Studie in allen Fallen eine umfas-
sende Blut- und Liquoranalyse, so dass ein breites Screening auf Immunreaktivitat unab-
hangig vom Vorhandensein von Entzindungszeichen moglich war (d. h. auch bei Fehlen
von Pleozytose, hohem Liquorprotein oder oligoklonalen Banden). Die Analyse ergab,
dass 30,8% aller Patientinnen und Patienten positiv auf neuronale Autoantikorper im Li-
quor getestet wurden, wobei sowohl etablierte als auch neue AKs erfasst werden konn-
ten.

Die Studienergebnisse unterstreichen die Bedeutung einer routinemafigen AK-Analyse
im Liquor zusatzlich zur Serumuntersuchung bei der diagnostischen Bewertung von Pa-
tientinnen und Patienten mit atiologisch unklaren Anfallen oder Epilepsie unbekannter
Atiologie.

Die Anwendung der IIF an sowohl transfizierten Zellen als auch an Schnitten von Nage-
tiergehirnen konnte den Grund dafur liefern, warum in der Kohorte der vorliegenden Stu-
die eine erhohte Pravalenz von AK festgestellt wurde im Vergleich zu vorangegangenen
Epilepsie-Studien, die auch Liquorproben berucksichtigten (73-78). In diesen Studien lag
die Autoantikorper-Frequenz im Liquor bei bis zu 16,8% (76).

Daruber hinaus zeigten die Testergebnisse der vorliegenden Studie eine hohere Reakti-
vitat der Liquorproben im Vergleich zu den Serumproben, was die Annahme verstarkt,
dass die Liquoranalyse ein wichtiges Medium ist, um eine autoimmun-bedingte Atiologie
zu untersuchen und aufzuklaren.

Die Ergebnisse dieser Dissertation legen nahe, dass die Liquoranalyse auf Autoantikor-
per in der klinischen Routinediagnostik haufiger in Betracht gezogen werden sollte, weil
damit die Nachweisrate potenziell pathogener Autoantikorper erhdht werden kann.

4.4 Tumor-Haufigkeit bei Autoantikorper-positiven Fallen und die Frage nach para-
neoplastischen neurologischen Syndromen (PNS)

Paraneoplastische neurologische Syndrome (PNS) sind eine Gruppe seltener Erkrankun-
gen, die bei einigen Tumorpatientinnen und -patienten auftreten kdnnen und sich in neu-
rologischen Symptomen auf3ern. Sie werden durch Stoffwechselprodukte verursacht, die

vom Tumor produziert werden oder durch eine korpereigene Immunreaktion gegen den
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Tumor. Sie stehen zwar oft nicht im Zusammenhang mit den direkten Auswirkungen des
Tumors oder seiner Metastasen, konnen jedoch in einigen Fallen die Erstmanifestation
einer Tumorerkrankung darstellen (79). Obwohl der tatsachliche Pathomechanismus
noch nicht vollstandig geklart ist, spielen anti-neuronale Autoantikorper hier eine tragende
Rolle bei der Entstehung der Symptome (79). Je nach Autoantikorper und Tumor, treten
unterschiedliche neurologische Symptome auf, deren Spektrum breit gefachert ist (80).
Auch wenn historisch die Erstbeschreibung eines PNS vermutlich Uber 135 Jahre zurtck-
liegt (81), wurde -mit zunehmender Forschungsarbeit Uber Autoantikorper und die Cha-
rakterisierung von Autoimmunenzephalitiden- 2004 erstmals ein Klassifikationssystem
fur PNS durch das ,Paraneoplastic Neurological Syndrome Euronetwork® veroffentlicht
(82), das im Jahr 2021 durch eine internationale Konsensus-Gruppe aktualisiert wurde
(Referenz #89 hier: Graus 2021). Seitdem sind paraneoplastische Syndrome Bestandteil
der klinischen neurologischen Diagnostik, da eine frihe Detektion der Tumorerkrankung
durch das Auftreten des PNS, eine frihzeitige und damit prognostische-gunstigere Tu-
mortherapie bedeuten kann.

Das genaue Spektrum von Autoantikorpern, die im Zusammenhang mit paraneoplasti-
schen Syndromen stehen, ist derzeit noch Gegenstand der aktuellen Forschung und wird
laufend erganzt. Zu den haufigsten paraneoplastischen neurologischen Syndromen ge-
horen unter anderem die Limbische Enzephalitis (80, 83), die Paraneoplastische Klein-
hirn-Degeneration (PCD) (79, 80, 84) und das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (79, 85,
86).

Durch die Einfuhrung von ,Immunepilepsie“ durch die ILAE 2017, spielen Autoantikorper-
vermittelte Enzephalitiden, besonders die limbische Enzephalitis, zunehmend eine Rolle
in der Epilepsiediagnostik.

Wie oben bereits erwahnt, konnen diese im Rahmen einer Tumorerkrankung auftreten,
sodass -je nach AK und klinischem Bild- diagnostisch eine zugrundeliegende Tumorer-
krankung untersucht und ausgeschlossen werden muss.

Die Datenanalyse im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnten signifikant mehr Tu-
more in der AK-positiven Kohorte als in der negativen Kohorte feststellen (p=0,007), was
darauf hindeutet, dass die oben beschriebene Assoziation zwischen Tumorerkrankungen
und Autoantikérpern im Rahmen eines PNS denkbar ware.

Zwei Personen (A8, A19) zeigten im unmittelbaren klinischen Verlauf ein kleinzelliges
Bronchialkarzinom. Obwohl dieser Tumor haufig in Kontext mit einem PNS steht, zeigte
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der umfangreiche ZBA fur beide Personen keine Reaktivitat gegen ein etabliertes Anti-
gen. Die IIF ergab fur A8 eine Farbung cerebraler Gefalle (vor allem der Kapillaren) und
fur A19 ein panzelluares, nukleares Bild. Die Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst
kein etabliertes paraneoplastisches Syndrom erkennen (87); sodass diese beiden Falle
nicht als paraneoplastisches Syndrom klassifiziert wurden.

Bei A24 jedoch wurde im unmittelbaren klinischen Verlauf ein ovarielles Teratom diag-
nostiziert; sowohl Alter (18 Jahre) bei Diagnose als auch das Geschlecht (weiblich) bele-
gen die charakteristische paraneoplastische Atiologie im Rahmen einer Anti-NMDA-R-
Enzephalitis (23). Dies bestatigte sowohl die IIF als auch der ZBA, sodass bei dieser

Person ein PNS diagnostiziert wurde.

4.5 Starken und Schwachen der Studie

Diese Studie konnte mithilfe einer umfangreichen Liquor- und Serumanalyse sowie einer
retrospektiven klinischen Datenanalyse bei 5,1% aller Studienteilnehmerinnen und -teil-
nehmer eine autoimmun-assoziierte Epilepsie feststellen. Dennoch ist die Gesamtzahl
der Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer relativ gering, um verallgemeinernde Aussa-
gen uber die tatsachliche Frequenz von autoimmun-assoziierten Epilepsien treffen zu
konnen. Sie beschreibt jedoch einen Trend, der in vorherigen Studienergebnissen (53)
bereits festgestellt wurde und bestarkt diese Ergebnisse durch eine zusatzliche umfang-
reiche Liquoranalyse, die bisher nur in wenigen Studien auf diese Weise durchgefuhrt
worden ist und die so in der klinischen Diagnostik bei Epilepsien unklarer Atiologie in den
wenigsten neurologischen Standorten durchgefuhrt wird. Hier sollten weitere prospektive
Studien mit hoherer Probandinnen- und Probandenzahl -und damit groRRerer statistischer
Aussagekraft -diese Ergebnisse weiterverfolgen und Gberprufen.

Hinzu kommt, dass die retrospektive Datenanalyse, die auf der Nutzung des elektroni-
sche Datensystems der Charité beruht, fir knapp ein Viertel der Studienteilnehmerinnen
und -teilnehmer und ein Drittel der positiv-getesteten Patientinnen und Patienten auf-
grund von fehlender Wiedervorstellung nicht weiter nachverfolgbar war. Aufgrund dessen
ist fur diesen Anteil der Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer eine abschlieRende Eva-
luierung des klinischen Verlaufs mit den Antikorper-Befunden nicht moglich gewesen,
was wie im Fall von Person A23 zur finalen Diagnose einer autoimmun-assoziierten Epi-
lepsie hatte beitragen kdnnen. Kommende Studien sollten weitere Langzeit-Nachunter-
suchungsmethoden wie zum Beispiel Telefon-Interviews oder elektronische Fragebdgen
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in Betracht ziehen, um umfangreichere Daten fur die retrospektive Analyse zu gewahr-
leisten.

Zwar konnten wir einen Trend vermerken, dass Serum-AK haufiger in der Patientinnen-
und Patientenkohorte als in der gesunden Kohorte auftraten, jedoch konnen keine ver-
gleichenden Aussagen uber die Pravalenz von Liquor-AK zwischen diesen beiden Ko-
horten gemacht werden, da aufgrund der Invasivitat einer Liquorpunktion keine Liquor-
proben von gesunden Probandinnen und Probanden entnommen wurden und dement-
sprechend nicht untersucht werden konnten.

Auch konnte die vorliegende Studie einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Tumoren und dem Auftreten von Autoantikdrpern in der Studien-Kohorte
beschreiben. Folgestudien mit hoherer Teilnehmerinnen- und Teilnehmeranzahl sollten
hier den Zusammenhang von paraneoplastischen neurologischen Syndromen und Epi-
lepsien unklarer Atiologie weiter untersuchen.

Weiterhin konnte die vorliegende Studie eine AK-Frequenz im Liquor von 30,8% bei Pa-
tientinnen und Patienten mit Anféllen oder Epilepsie unklarer Atiologie zeigen und liegt
damit Uber den Ergebnissen vorheriger Epilepsie-Studien (73-78), in denen die AK-Fre-
quenz im Liquor bei 16,8% lag. In dieser Studie wurden zwei Testfahren verwendet, um
Autoantikdrper nachzuweisen: indirekte Immunfluoreszenz sowie zellbasierte Assays.
Hier konnten sowohl das breit-gefacherte Antigen-Panel der ZBA als auch die Sensitivitat
der IIF fir noch unbekannte Antikorper eine Erklarung fur die hdhere Frequenz sein. Den-
noch muss auch dies durch Studien mit umfangreicheren Teilnehmerinnen- und Teilneh-
meranzahlen bestatigt werden.

Besonders mithilfe der IIF konnten bei sieben Patientinnen und Patienten in der Liquor-
probe neue Autoantikorper ausfindig gemacht werden, die gegen bisher unbekannte An-
tigene binden, was das immense Forschungspotenzial in diesem Bereich andeutet. Kunf-
tige Studien sollten sich vorrangig mit der Identifizierung dieser reaktiven Antigene befas-
sen und die potenzielle Pathogenitat und Funktionalitat der entsprechenden AK untersu-
chen. Zu den Ansatzen fur diese kunftigen Untersuchungen gehoren Krankheitsmodelle
in Tierstudien, die Verwendung monoklonaler Patienten-AK, Proteinarrays und Immun-
prazipitation/Massenspektrometrie und die Erforschung weiterer Moglichkeiten zur

Epitop-ldentifikation.



5. Schlussfolgerungen

Ziel dieser retrospektiven Studie war es, autoimmun-assoziierte Epilepsien bei Patientin-
nen und Patienten mit atiologisch unbekannten Anfallen zu untersuchen und die mogliche
Rolle von Autoantikérpern in der Atiologie dieser Falle zu beleuchten. Die Ergebnisse
zeigen, dass Autoimmun-assoziierte Epilepsien 5,1% der Falle unserer Kohorte mit atio-
logisch unbekannten Anfallen oder Epilepsien unbekannter Atiologie ausmachen, was
die Bedeutung autoimmuner Ursachen in der Diagnostik von Epilepsien unklarer Atiologie
unterstreicht.

Die AK-Frequenz im Liquor der Studienteilnehmerinnen und Teilnehmer von 30,8% deu-
tet darauf hin, dass die Analyse des Liquors ein erhebliches Potenzial fur die Beurteilung
von Patientinnen und Patienten mit neu auftretenden Anfallen oder Epilepsien unbekann-
ter Atiologie birgt —insbesondere vor dem Hintergrund, dass die Spezifitat von einigen
Antikorpern (zum Beispiel Anti-NMDA-R- oder Anti-GADG5-Autoantikorper) im Liquor er-
hoht ist und der frihzeitige Nachweis von Autoantikorpern entscheidend ist fur eine zeit-
nahe Diagnose und damit die rechtzeitige Einleitung einer entsprechenden Behandlung.
Denn bei der Diagnose einer autoimmun-assoziierten Epilepsie ist eine Immuntherapie
Uber die standardgemalde antikonvulsive Behandlung hinaus prinzipiell méglich.

Die Verfugbarkeit AK-depletierender Immuntherapien unterstreicht die Bedeutung eines
frhzeitigen Liquor-Screenings in klinischen Forschungszentren, um einen raschen The-
rapiebeginn zu ermoglichen, der letztlich zu besseren therapeutischen Ergebnissen bei
dieser Diagnosegruppe fuhren kénnte.

Klnftige Studien sollten darauf abzielen, die Rolle von Autoantikdrpern nicht nur bei Epi-
lepsie, sondern auch bei neuronalen Autoimmunkrankheiten im weiteren Sinne zu erfor-
schen, um die zugrunde liegenden Pathomechanismen aufzuklaren und die damit ver-
bundenen therapeutischen Ansatze zu optimieren. Auf3erdem sind prospektive klinische
Studien erforderlich, um maogliche Unterschiede im klinischen Verlauf und in den allge-
meinen Behandlungsergebnissen zwischen AK-positiven und AK-negativen Patientinnen
und Patienten zu untersuchen. Intrazellular bindende AK, wie z. B. GAD65-Autoantikor-
per stellen eine besondere Herausforderung dar, wenn es darum geht, ihre pathogene
Rolle zu verstehen, da Patientinnen und Patienten hier haufiger Therapie-refraktar blei-
ben und die Rolle von zytotoxischen T-Zellen in diesem Zusammenhang immer noch

nicht ausreichend erforscht ist.
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Auch die pathogene Rolle von GFAP-AK im Zusammenhang mit autoimmun-assoziierter
Epilepsie und Autoimmun-Astrozytopathie muss weiter erforscht werden.

Da die Identifizierung weiterer Autoantikorper absehbar ist und das Verstandnis der damit
verbundenen Pathomechanismen weiter zunehmen wird, sind weitere Studien erforder-
lich, um die zugrunde liegenden Antigene und Strukturepitope zu identifizieren, die mit
noch nicht charakterisierten Autoantikorpern assoziiert sind. DarUber hinaus sind funkti-
onelle Assays und Untersuchungen der immunologischen Mechanismen, die die humo-
rale Autoimmunitat antreiben, erforderlich, um die Pathogenitat dieser AK zu bestimmen.
Ebenso sollten die aktuellen Konzepte zur immunvermittelten Epilepsie/autoimmun-as-
soziierten Epilepsie optimiert werden, damit diese klar und einheitlich in den klinischen
Alltag integriert werden konnen. Zusatzlich sollten hier zugehorige klinische Scores durch
kunftige Studien erarbeitet und etabliert werden, die unter anderem den klinischen Ver-
lauf und das Autoantikorperprofil bertcksichtigen, um die Diagnosestellung einer autoim-
mun-assoziierten Epilepsie zu erleichtern und diese klar von symptomatischen Anfallen
beruhend auf einer AIE abzugrenzen.

Wir gehen davon aus, dass sich in den nachsten Jahren neue Mdglichkeiten der diag-
nostischen Bewertung und der individualisierten Therapie ergeben werden, die durch die
rasch wachsenden diagnostischen Mdoglichkeiten wie Genetik oder Autoimmunitat be-
stimmt werden.

Trotz der Notwendigkeit weiterer Forschungsarbeiten zur vollstandigen ErschlieBung des
Antikorperrepertoires bei Epilepsiepatientinnen und -patienten sowie dem Anteil der Pa-
tientinnen und Patienten, die bereits von den verfugbaren Immuntherapien profitieren
konnten, ist es plausibel zu spekulieren, dass selbst niedrig-affin bindende Autoantikor-
per, die derzeit oft als unspezifisch gelten, an Bedeutung gewinnen konnten, wenn AK-
spezifische Immuntherapien in die klinische Praxis gelangen.

Die Neueinstufung einer Person mit Anti-GFAP-Autoantikdrpern als autoimmun-assozi-
ierter Epilepsie in dieser Studie ist ein passendes Beispiel fur die laufenden Fortschritte
auf diesem Gebiet. Auch wenn detaillierte experimentelle Studien zur Klarung der direk-
ten Pathogenitat von menschlichen Anti-GFAP-Autoantikdrpern noch ausstehen (29),
konnten die AK bereits als wertvolle Biomarker fur die Fruherkennung einzelner Patien-

tinnen und Patienten mit autoimmun-assoziierter Epilepsie dienen.
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Introduction: The increasing identification of specific autoantibodies against
brain structures allows further refinement of the group of autoimmune-associated
epilepsies and affects diagnostic and therapeutic algorithms. The early etiological
allocation of a first seizure is particularly challenging, and the contribution of
cerebrospinal fluid (CSF) analysis is not fully understood.

Methods: In this retrospective study with a mean of 7.8 years follow-up involving
39 well-characterized patients with the initial diagnosis of new-onset seizure or
epilepsy of unknown etiology and 24 controls, we determined the frequency of
autoantibodies to brain proteins in CSF/serum pairs using cell-based assays and
unbiased immunofluorescence staining of unfixed murine brain sections.

Results: Autoantibodies were detected in the CSF of 30.8% of patients. Underlying
antigens involved glial fibrillary acidic protein (GFAP) and N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptors, but also a range of yet undetermined epitopes on neurons,
glial and vascular cells. While antibody-positive patients had higher frequencies of
cancer, they did not differ from antibody-negative patients with respect to seizure
type, electroencephalography (EEG) and cranial magnetic resonance imaging (cMRI)
findings, neuropsychiatric comorbidities or pre-existing autoimmune diseases. In 5.1%
of patients with seizures or epilepsy of initially presumed unknown etiology, mostly
CSF findings resulted in etiological reallocation as autoimmune-associated epilepy.

Discussion: These findings strengthen the potential role for routine CSF analysis.
Further studies are needed to understand the autoantibody contribution to
etiologically unclear epilepsies, including determining the antigenic targets of
underlying autoantibodies.

KEYWORDS

cerebrospinal fluid, autoimmune, unknown etiology, seizure, autoantibodies,
encephalitis, immunofluorescence, autoimmune-associated epilepsy

Introduction

Seizures and epilepsy are common in autoimmune encephalitis (1) and can even represent
the main complaints, which led to the clinical entity of “immune epilepsy” that has been added

01 frontiersin.org
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to the International League Against Epilepsy (ILAE) classification of
the epilepsies in 2017 (2) as an etiologic subgroup categorized as
“immune disorder in which seizures are a core symptom.” In 2020, the
ILAE Autoimmunity and Inflammation Taskforce proposed
conceptual definitions for two main diagnostic entities in this field: (a)
acute symptomatic seizures secondary to autoimmune encephalitis,
and (b) autoimmune-associated epilepsy, the latter of which suggests
an enduring predisposition to seizures (3) and corresponds to
“immune epilepsy” in the 2017 ILAE classification.

Research on the clinical phenotypes and the underlying disease
mechanisms has become a major focus over the past decade (4-7). In
many patients, well-established autoantibodies are detected in clinical
routine, such as autoantibodies against NMDA receptors (NMDAR)
or leucine-rich glioma inactivated protein 1 (LGI1) (8, 9). In antibody-
positive patients, new immunotherapeutic approaches became
available (5), thus going beyond symptomatic seizure control with
anti-seizure medication.

However, the exact proportion of immune epilepsies and the
spectrum of underlying autoantibodies are still changing with novel
findings. A recent comprehensive meta-analysis (10) revealed
estimations between 0 and 24% depending on design and cohort
selection. Differences partially relate to availability of bio-samples
(often restricted to serum), the limited number of examined
autoantibodies, the type and epileptogenic potential of underlying
autoantibodies (e.g, targeting neuronal surfaces), and lack of
follow-up and inconsistencies when distinguishing seizures from
epilepsies (10). Likewise, the role of CSF testing in etiologically
unexplained seizures and epilepsies is not fully clear, even though
some studies suggest routine CSF diagnostics to not overlook
autoimmune etiologies (4). This also considers the presence of some
autoantibodies only in CSF and the correlation of clinical courses with
CSF titers, such as with anti- NMDAR autoantibodies. However, only
few studies screened CSF specimens for autoantibodies in patients
with new-onset seizures of unknown etiology (10).

The present study therefore aimed at retrospectively analyzing the
presence of autoantibodies in CSF and serum of well-phenotyped
patients with seizures or epilepsy of unknown etiology. A particular
focus was the potential benefit of CSF analysis, the long follow-up of
6-8 (mean 7.8) years to increase diagnostic accuracy, and the
frequency of less well-established autoantibodies using murine brain
immunofluorescence imaging.

Materials and methods
Study population

This retrospective study comprised 39 adult patients (mean
age=45years, £16.4 SD) who presented with new-onset seizure or
epilepsy of unknown etiology and were therefore admitted to the
Department of Neurology, Charité—Universitatsmedizin Berlin.
Patients were recruited between June 2012 and September 2014, and
patient records were followed up every 2years until December 2021.
Diagnosis was made according to the International League Against
Epilepsy (ILAE) guidelines by the treating neurologists. Patients in
whom etiology of the seizure or of epilepsy had been clarified at the
time of emergency room (12 =49) admission were accordingly excluded
from the study.
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Parallel to clinical routine diagnostics and patient care, additional
serum and CSF samples of all patients were taken during
hospitalization and archived for later analysis after the end of the
recruitment period. As a comparison for autoantibody prevalence in
serum, samples of 24 unselected healthy control subjects (mean
age=47.5years, £19.7) were age- (p=0.72; T-test) and sex-matched
(p=0.07; chi-squared test) with the cohort and included into the study.
Controls had no history of autoimmunity, psychiatric comorbidities,
or previous seizures. CSF of healthy controls was not available, related
to the invasive procedure.

All subjects’ informed consent was collected before participation
and CSF and blood withdrawal. Samples were coded and stored at
—80°C. The study was approved by the Charité University Hospital
Institutional Review Board (EA1/096/12).

Clinical data evaluation

Clinical data of all subjects were obtained by the authors or by
treating physicians at the time of hospitalization. It included routine
epilepsy assessment {seizure history, seizure classification, routine
EEG and neuroimaging [cranial magnetic resonance imaging (cMRI)
or cranial computed tomography (cCT)], demographic characteristics
(age, sex), and patients’ further medical record (immunosuppressive
medication and comorbidities; autoimmune, psychiatric, neurological
diseases, and cancer)}. All data were followed up with focus on the
reoccurrence of seizures or seizure frequency and/or development of
CNS or systemic autoimmunity over the course of 6-8 years (mean
7.8years) to reappraise the initial diagnosis “new-onset seizure of
unknown etiology” or “epilepsy of unknown etiology” and to monitor
the individual clinical course. The follow-up was performed by
research of the electronic patient database at Charité Berlin.

Microsoft Excel (Microsoft Excel 2023, Redmond, WA,
United States) was used for statistical analyses. A T-test was performed
for paired and chi-squared analysis for unpaired data with the level of
significance defined as p < 0.05.

Autoantibody diagnostics

After recruitment of the last patient, all serum and CSF samples
were analyzed in parallel to reduce bias. Autoantibody detection
was performed.

1. With indirect immunofluorescence on murine brain tissue for
detection of novel anti-neuronal, anti-glial, and anti-vascular
autoantibodies as described previously (11, 12). Reactions were
evaluated by two experienced histologists and classified
according to a semi-quantitative fluorescence score (0-3). This
score describes “0” as no specific fluorescence reactivity equal
to a representative negative control, “1” as weak, “2” as
moderate, and “3” as strong reactivity (equal to a representative
antibody positive control). Scores >2 were defined as antibody-
positive and selected for further evaluation.

2. On cell-based assays (CBA) for determining well-established
IgG autoantibodies (Euroimmun AG, Liibeck, Germany).
These included antibodies against alpha-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolpropionic acid (AMPA) receptor 1+2,
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amphiphysin, aquaporin4 (AQP4), sodium/potassium-
transporting ATPase subunit alpha-3 (ATP1A3), CARP VIII,
contactin-associated protein-2 (Caspr2), collapsing response
mediator protein 5 (CRMP5/CV2), delta-and-notch-like-
epidermal-growth-factor-related-receptor (DNER), dipeptidyl-
peptidase-like-protein-6 (DPPX), ELKS/rab6-interacting/
CAST-family member 1 (ERCI), flotillin 1, gamma-
aminobutyric acid (GABA) A+B receptor, glutamic acid
decarboxylase (GAD65), GFAP, glutamate ionotropic receptor,
delta type subunit 2 (GluRD2), metabotropic glutamate
receptor (GRM) 1+ 5, glycine receptor (GlyR), homer protein
homolog 3 (Homer3), Hu (Annal), IgLON family member 5
(IgLON5), inositol 1,4,5-triphosphate receptor type 1 (ITPR1),
LGI1, Ma2, myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG),
NMDAR, neurexin, neurochondrin, recoverin, Ri (Anna2),
ras-homolog-GTPase (Rho-GTPase), and Yo and zinc-finger-
protein4 (Zic4). CSF samples with a titer >1:1 and serum
samples with a titer >1:100 were defined as positive.

Results
Patient cohort

Of 39 adult patients (mean age 45 + 16.4years [SD]), 15 (38.5%) were
female (37.7 + 16 years) and 24 (61.5%) were male (50.2 + 1 5years) at the
day of admission. The control group (mean age 47.5 + 19years) consisted
of 7 (29%) females (40.3 + 20 years) and 17 (71%) males (50.5 + 18 years).

Seizure classification and epilepsy
diagnosis

The initial epilepsy assessment led to the diagnosis of seizure of
unknown etiology in 28 (71.8%), epilepsy of unknown etiology in 10
(23.3%), and psychogenic nonepileptic seizure (PNES) in one (2.6%)
out of 39 patients (Figure 1).

The semiology of the majority of new-onset etiologically unknown
seizures was documented as generalized (n=15 53.6%), focal
impaired awareness (#=9; 32.1%), and focal to bilateral tonic—clonic
(n=4; 14.3%). No focal aware seizure was recorded (Table 1).

Epilepsies of unknown origin (7=10) were most frequently
documented as focal impaired awareness (1 =3; 30%) and focal to
bilateral tonic—clonic (7=3; 30%) seizure. Combined focal and
generalized (n=2; 20%) as well as generalized seizures (1=2; 20%)
occurred in equal distribution among epilepsies of unknown origin.
Focal aware epileptic seizures were not recorded (Table 1).

Follow-up data were available for 28 patients (71.8%). Follow-up
assessment resulted in clinical re-classification as autoimmune-
associated epilepsy in two patients (5.1%). One (2.6%) had NMDAR
encephalitis previously diagnosed as a focal to bilateral tonic—clonic
seizure of unknown etiology, and the other patient (2.6%) had
autoimmune-associated epilepsy with high-titer GFAP-antibodies in
CSF and serum previously diagnosed as generalized seizure of
unknown etiology.

For the rest of the cohort, epilepsy of unknown etiology
remained the most frequent diagnosis (1=23; 59%) followed by
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seizure of unknown etiology (1 =3; 10.2%) after the follow-up
(Figure 1).

EEG and brain imaging

During epilepsy assessment, a routine EEG was recorded in all 39
subjects, abnormalities were found in 10 patients (25.6%). Findings
included regional slowing (7=7), generalized epileptiform discharges
(n=2), and lateralized periodic discharges (2= 1; Table 1). Brain MRI
was carried out in 38 subjects and ¢CT in one, while one subject
did not undergo neuroimaging. Eleven subjects (31%) showed
visible changes, the most common finding was microvascular
leukoencephalopathy (=8). Three subjects (21.4%) showed mild
presumably post-ictal hippocampal edema.

Further clinical data

Information on immunosuppressive medication and
comorbidities was available for all 39 subjects (Table 1). No patient
had received immunotherapy within the last 6 months prior to
admission. Autoimmune diseases were rare and seen in three subjects
(11.1%) including multiple sclerosis (#= 1), Hashimoto thyroiditis
(n=1), and type 1 diabetes (n=1).

Neuro-psychiatric comorbidities were seen in 13 subjects (33.3%)
including polysubstance addiction (7= 3), alcohol use disorder (n=2),
panic disorder (12=2), depression (2= 1), schizophrenia (2= 1), attention
deficit hyperactivity disorder (ADHD; #=1), additional functional
seizures (7=1), multiple sclerosis (2= 1), and dysosmia (=1).

Three patients (7.7%) had a tumor found during the clinical
assessment [small-cell lung carcinoma (A8), large cell lung carcinoma
(A19), and teratoma (A23)], which was statistically significantly more
frequent compared to antibody-negative patients (p=0.007,
chi-square test).
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TABLE 1 Demographic data, seizure categorization, imaging, and comorbidities from the time of admission.

Clinical data

Positive cohort

Negative cohort

Total cohort

10.3389/fneur.2023.1211812

p value (T-test or

n (%) n (%) n (%) Chi-squared test)

1. Total number 12(30.8) 27(69.2) 39 =
2. Mean age (+ Standard deviation) 51+17.1 43+159 45+16.4 0.11
3. Female: Male 39 12:14 1524 0.25
4. Seizure category
4.1. Etiologically unknown seizure 10(83.3) 18 (66,67) 28(71.8) 0.29

a. Focal aware 0(0) 0(0) 0(0)

b. Focal impaired awareness 2(20) 7(38.9) 9(32.1)

a. Focal to bilateral tonic-clonic 2(20) 2(11.1) 4(14.3)

¢. Generalized 6(60) 9(50) 15(53.6)
4.2. Etiologically unknown epilepsy 2(16.7) 8(29.6) 10(23.3) 0.01

a. Focal aware 0(0) 0(0) 0(0)

b. Focal impaired awareness 1(50) 2(25) 3

<. Focal to bilateral tonic-clonic 0(0) 3(37.5) 3(7)

d. Focal and generalized 1(50) 1(12.5) 2(4.7)

e. Generalized 0(0) 2(25) 2(4.7)
4.3. Psychogenic nonepileptic seizure (PNES) 0(0) 1(3.7) 1(2.3) 0.5
5. Abnormal EEG 2(16.7) 8(29.6) 10(25.6) 0.15

a. Focal slowing 1(50) 6(75) 7(70)

b. Generalized epileptiform discharges 1(50) 1(12.5) 2(20)

¢. Lateralized periodic discharges (LPD) 0(0) 1(12.5) 1(10)
6. Abnormal cMRT/cCT 2(16,7) 9(34.6) (n=26) 11(31) (n=38) 0.26

a. Microvascular leukoencephalopathy 1(50) 7(77.8) 8(72.7)

b. Mild post-ictal hippocampal edema 1(50) 2(22.2) 3Q273)
7. Inmunosuppressive medication 0(0) 1(3.7) 1(2.6) 0.5

(Dimethylfumarate)
8. Autoimmune comorbidities 0 3(11.11) 3(7.7) 0.23
(Hashimoto thyroiditis, type
1 diabetes, multiple
sderosis)
9. Neoplasia past or present 3(25 0(0) 3(7.7) 0.007
(Large cell lung carcinoma,
small-cell lung carcinoma,
teratoma)

10. Neuro-psychiatric comorbidities 4(33.3) 9(33.3) 13(33.3) 1.0

a. Polysubstance addiction 1(25) 2(22.2) 3(231)

b. Alcohol use disorder 2(50) 0(0) 2(154)

¢. Panic disorder 0(0) 2(22.2) 2(154)

d. Depression 0(0) 1(11.1) 1(7.7)

e. Schizophrenia | 0(0) 1(11.1) 1(7.7)

f. Attention deficit hyperactivity disorder 0(0) 1(11.1) 1(7.7)

g Additional functional seizures ‘ 0(0) 1(11.1) 1(7.7)

h. Multiple sderosis 0(0) 1(11.1) 1(7.7)

i. Dysosmia 1(25) 0(0) 1(7.7)

Autoantibody findings

From the 39 patients of this cohort, 12 (30.8%) showed
autoantibodies in their CSF, of which one was detected in the CBA
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only, seven in the tissue indirect immunofluorescence only, and four
in both (Table 2). Indirect immunofluorescence was positive in serum

04

of only four of the 12 CSF-positive patients (33.3%), indicating that
autoantibodies occurred more frequently in CSF compared to serum
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TABLE 2 Detailed test results and epilepsy diagnosis at admission and at follow-up for the twelve positive subjects. Antibody-positive findings are marked with a bold frame.

Patient
number

Immunofluorescence:
staining pattern CSF
sample

Immunofluorescence:
staining pattern serum
sample

CBA: serum
titer

Duration
Diagnosis at follow-up (in
admission years)

Diagnosis at
follow-up

Tumor
diagnosis

A2 Pancellular: nudear Negative Negative Negative Etiologically unknovn 9 Lost to follow-up s
seizure (focal impaired
awareness)

A8 Brain vasculature: capillaies Negative Negative Negative (1:32 Etiologically unknown 9 Etiologically Small cell lung

Caspr2) seizure (generalized) unknown seizure cancer
(generalized)

Al9 Pancellular: nudear Pancellular: nudear Negative Negative Etiologically unknovn 8 Etiologically Large cell lung
seizure (focal impaired unknown seizure cancer
awareness) (focal impaired

awareness)

A23 NMDARlike NMDARlike 1:10 (NMDAR) 1:1000 (NMDAR) | Etiologically unknown 8 Autoimmune- Teratoma
seizure (generalized) associated epilepsy

A2 NMDAR-like Negative 1:32 (NMDAR) Negative Etiologically unknown 8 Lost to follow-up -
seizure (focal impaired
awareness)

A25 Pancellular: non-nudear Negative Negative Negative Etiologically unknovn 8 Epilepsy of &
seizure (generalized) unknown etiology

A26 Brain vasculature: capillaties and Negative Negative Negative Epilepsy of unknown s Lost to follow-up -

vessels etiology (combined focal
and generalized)

A31 Negative Negative 1:1 (GAD6S) 1:320 (GAD65) Epilepsy of unknown 7 Epilepsy of -
etiology (focal impaired unknown etiology
awareness)

A32 Pancellular: non- nudear Negative Negative Negative Etiologically unknown 7 Epilepsy of -
seizure (focal to bilateral unknown etiology
tonic-clonic)

A36 Astrocytic (GFAP, Myelin) Astrocytic (GFAP, Myelin) 132 (GEAP) 1:3200 (GFAP) Etiologically unknown 7 Etiologically -
Seizure (generalized) unknown seizure

(generalizedy

A38 Brain vasculature: capillaties Negative Negative Negative Etiologically unknown 7 Lost to follow-up -
seizure (focal to bilateral
tonic-clonic)

Bl Astrocytic (GFAP) Astrocytic (GFAP) 132 (GEAP) 1:1000 (GFAP) Etiologically unknown 8 Autoimmune- -
seizure (generalized) associated epilepsy

e e ZIuas
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Frequency of autoantibodies in different diagnostic groups.

(p=10.054; chi-squared test). One serum sample (4.2%) from the
control cohort fulfilled the immunofluorescence test criteria with
strong binding to neuronal nuclear antigens. CSF was not available
from healthy subjects. Comparison of the serum autoantibody
frequency between controls and epilepsy patients revealed no
statistically significant differences (p=0.39; Figure 2).

In detail, five subjects had established CBA-detected
autoantibodies in their CSF or serum (Table 2). These included
autoantibodies against NMDA receptors [CSF (titer 1:10-1:32) in
n=2,and serum (1:1,000) in #=1], GFAP [CSF (1:3.2) and serum
(1:1,000-1:3,200) in #=2], and GAD65 [CSF (1:1) and serum
(1:320) in one subject]. One subject (A8) showed low-titer serum
autoantibodies against Caspr2 in CBA (1:32), which was below our
threshold of 1:100 and was therefore considered negative. No
autoantibodies were detected in CBA against AMPARI1+2,
amphiphysin, AQP4, AT1A3, CARPVIII, CV2, DNER, DPPX,
ERC1, flotillin 1, GABA,R, GABA;R, GluRD2, GlyR, GRM1, GRMS,
Homer3, Hu (Annal), IgLONS, ITPR1, LGI1, Ma2, MOG, neurexin,
neurochondrin, recoverin, Ri (Anna2), RhoGTPase, Yo, and Zic4.

Indirect immunofluorescence on unfixed murine brain sections
confirmed the anti-NMDAR autoantibodies given their specific tissue
staining pattern (Figure 3A). Likewise, anti-GFAP-positive samples
showed the characteristic astrocytic pattern in the brain including
white matter astrocytes and Bergmann glia (Figure 3B). As expected
with a screening assay for potentially novel autoantibodies, some
patient CSF samples reacted with further autoantigens, such as brain
vasculature ranging from capillaries to larger vessels (Figure 3C) or
myelinated fibers in the white matter tracts and around cerebellar
Purkinje neurons (Figure 3D). Four patients exhibited autoantibodies
binding to neuronal nuclear antigens throughout the brain,
exemplarily shown in the cerebellar cortex (Figure 3E), and
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cytoplasmic binding patterns in Purkinje neurons also involving
proximal dendrites (Figure 3F). In total, 11 patients met the indirect
immunofluorescence criteria for antibody positivity in CSF (Table 2).

Discussion

In this retrospective analysis, (1) we showed that more than one in
four patients with new-onset seizures of unknown etiology had
autoantibodies in CSF targeting established and novel brain antigens,
which resulted in re-classification of the etiology in two patients [2 of 39
(5.1%)]. (ii) Moreover, autoantibodies were much more common in CSF
compared to serum, indicating that CSF analysis may be considered
more frequently in clinical routine diagnostics. (iii) Also, tumors were
significantly more common in the autoantibody-positive cohort.

Of the five patients with established CSF autoantibodies against
NMDAR (#=2), GAD65 (n=1), and GFAP (1=2), only one (A23)
received the diagnosis of autoimmune encephalitis (NMDAR
encephalitis) and appropriate immunotherapy. One further patient
(A24) with CSF anti-NMDAR autoantibodies was lost to follow-up,
thus precluding reassessment and final diagnosis. Two patients (A36,
A32) remained categorized as etiologically unknown epilepsy based
on the clinical course (anti-GFAP autoantibodies, but no further
seizures; A36) and low-level antibodies (anti-GADG65; A32; Table 2).
However, based on the presence of anti-GFAP autoantibodies and the
otherwise unexplained epilepsy cause in the fifth patient (Bl),
we argue that this patient should also be re-classified as autoimmune-
associated epilepsy. While in patient A23 with NMDAR encephalitis,
the underlying ovarian teratoma represents a known strong
association (13), the tumors in patients A8 and A19 are not clearly
linked to the neurological syndrome as the underlying antigen is still
unclear, thus they were not classified as paraneoplastic (14).

In general, NMDAR encephalitis is diagnosed by the presence of
well-established pathogenic anti-NMDAR autoantibodies in CSF
together with the compatible clinical picture. Seizures occur in 75% of
cases and can be the predominant symptom (9, 15, 16). Also, anti-
NMDAR autoantibodies were frequent (4.8%) in some cohorts of
epilepsy patients (10). We therefore assume that both cases (A23, A24)
with anti-NMDAR autoantibodies in our cohort had autoimmune-
associated epilepsy based on the underlying anti- NMDA receptor
encephalitis (3).

The causal relationship of anti-GAD65 or GFAP autoantibodies
with seizures is much less clear. Although high-level anti-GAD65
autoantibodies (in particular when found in CSF) are strongly
associated with a form of autoimmune encephalitis (17) and were
detected in 3.7% of epilepsy patients including chronic treatment-
refractory cases (10, 18, 19), low-level anti-GAD65 antibodies are also
present in the general population (20). Also, their direct pathogenicity
has not been demonstrated, in contrast to anti-NMDAR autoantibodies,
which may relate to the intracellular localization of GAD65. Therefore,
patient A32 of this study was not categorized as autoimmune-
associated epilepsy despite of low-titer GAD65 antibodies in CSE

Likewise, autoantibodies against GFAP target an intracellular
epitope, but are strongly linked to a relatively new form of autoimmune
encephalitis. First established in 2016 (21), diagnosis of anti-GFAP
astrocytopathy was not possible in 2012-2013, when both anti-GFAP
antibody-positive patients of our cohort entered the study. It became
clear with further studies that detection of anti-GFAP autoantibodies
in CSF is required for diagnosis, that seizures occur in 11-37% of
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these patients and that immunotherapy often has beneficial effects
(22-28). Therefore, we re-classified one anti-GFAP antibody-positive
patient (from our cohort with seizures refractory to anti-seizure
medication as having autoimmune-associated epilepsy) (Figure 1).
Even though detailed experimental studies clarifying the direct
pathogenicity of human anti-GFAP autoantibodies are still needed
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(29), the antibodies may already serve as valuable biomarkers for early
detection of immunotreatment-responsive epilepsy patients.

Our findings pointed to the usefulness of CSF analysis for
increased detection of potentially pathogenic autoantibodies in
patients with unknown seizures and unknown epilepsy. A recent
meta-analysis (10) revealed that most published studies screen for
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autoantibodies in serum only for epilepsy patients, with only 3.4% of
all patients undergoing an additional CSF testing. Different to routine
procedures in most hospitals, we here systematically performed CSF
analysis in all patients and tested for autoantibodies in CSF and
serum independent of the presence of inflammatory signs (i.e., also
in the absence of pleocytosis, high CSF protein, or oligoclonal bands).
Using indirect immunofluorescence on both, transfected cells and
unfixed brain sections, may explain why our cohort showed a higher
frequency of autoantibodies compared to previous epilepsy studies
that also included CSF specimens (30-35), in which autoantibody
frequency was up to 16.8% (33). For the yet uncharacterized
autoantibodies, future studies will have to identify the underlying
antigens and structural epitopes, the pathogenicity of the antibodies
in functional assays and the immunological mechanisms leading to
humoral autoimmunity (1, 29).

Our study has some limitations. First, our sample size is relatively
small thus complicating solid conclusions about the frequency of
autoimmune-associated epilepsy. Future prospective studies with
higher statistical power are therefore needed, however, inclusion of
CSF analysis is beyond clinical routine in most centers. Second,
several autoantibodies bind to as yet undetermined autoantigens,
identification of which will require further work including antigen
identification by protein arrays or immunoprecipitation/mass
spectrometry. Furthermore, incomplete clinical information in the
follow-up of some cases hinders clear correlation with antibody
test results.

Taken together, our data support the notion that autoimmune-
associated epilepsy may be more common than previously assumed,
in particular with screening for a broad panel of established and novel
autoantibodies. Given the retrospective nature of the study,
autoantibody detection did not result in immediate treatment
decisions. Together with the number of subjects lost to follow-up,
we cannot infer solid conclusions on the relationship between
autoantibody levels, clinical courses, and treatment options. CSF
analysis seems to be of relevant additional help in the assessment of
patients with new-onset seizures or epilepsy of otherwise unknown
etiology, in particular as early autoantibody detection is a prerequisite
for early treatment in confirmed cases of autoimmune-associated
epilepsy. Re-classification of one patient with anti-GFAP
autoantibodies as having autoimmune-associated epilepsy is a clear
example of the fascinating ongoing progress in the field, given that
these autoantibodies were first described in the literature not until the
patient had already entered our study. Although further studies are
needed to understand the autoantibody repertoire in epilepsy patients
and the proportion of patients that might benefit already from
available immunotherapies, it is tempting to speculate that even
low-level autoantibodies, which are currently considered unspecific,
may become more relevant once antibody-selective immunotherapies
reach the clinical level.
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