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Abstrakt

Seropravalenz von Anti-N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Antikorpern bei Frauen mit ovariellen

Teratomen

Isabel Marion Trebesch

Einleitung:

Im Jahr 2007 wurden Anti-N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor-Antikdrper als Verursacher
von Enzephalitiden erkannt. Bei der Untersuchung von Patienten mit NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis wurde eine hohe Inzidenz von Teratomen bei diesen Patienten gefunden. In der
Literatur wurde beschrieben, dass die Entfernung der Teratome mit einer Verbesserung der
neurologischen Symptome einhergeht und zur Remission fiihrt. In dieser Studie wurden
neurologisch asymptomatische Individuen, die an einem ovariellen Teratom litten auf NMDA-

Rezeptor-Antikdrper gescreent.

Methodik:

20 Patientinnen, die an einem Teratom des Eierstocks litten und die keine neurologischen
Symptome aufwiesen, wurden in diese prospektive Studie eingeschlossen. Die Patientinnen
wurden mit Patientinnen mit anderen Ovarpathologien und mit gesunden Probandinnen
verglichen. Praoperativ wurden die Patientinnen gynikologisch und neurologisch untersucht, es
wurde ein transvaginaler Ultraschall durchgefiihrt und die NMDA-Rezeptor-Antikorper

gemessen.

Ergebnisse:

Keine der Patientinnen noch die gesunden Probandinnen litten unter neurologischen Symptomen.
Eine komplette Tumorentfernung konnte bei allen Patientinnen laparoskopisch erfolgen. Weder
bei den Patientinnen mit ovariellen Teratomen oder anderen Ovarpathologien noch bei den

gesunden Probandinnen konnten NMDA -Rezeptor-Antikorper nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung:
Wir konnten zeigen, dass neurologisch asymptomatische Patientinnen mit ovariellen Teratomen
keine NMDA-Autoantikorper im Blut aufweisen. Das Screening neurologisch asymptomatischer

Patientinnen mit ovariellen Teratomen auf NMDA-Rezeptor-Antikdrper ist daher nicht indiziert.
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Abstract

Seroprevalence of anti-N-methyl-D-aspartate receptor antibodies in women with ovarian

teratoma

Isabel Marion Trebesch

Introduction:

In 2007, N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antibodies were detected as a cause of
encephalitis in patients. Examining patients with NMDA-receptor encephalitis a high incidence
of teratoma in these patients could be found. It was described in literature that removing these
teratomas helps to improve neurological symptoms and leads to remission. In our study
neurologically asymptomatic individuals suffering from ovarian teratoma were screened for anti-

NMDA-receptor antibodies.

Methods:

20 patients suffering from ovarian teratoma without neurological symptoms were included in this
prospective study. Patients were pair matched to patients with other benign ovarian disease and
healthy controls. Preoperatively, patients had a gynecological and neurological examination,

transvaginal sonography, and measurement of NMDA-receptor antibodies.

Results: None of the patients neither the healthy controls presented neurological symptoms.
Complete tumor removal was performed successfully in all patients by laparoscopy. No NMDA-
receptor antibodies were found in patients with teratoma or with other ovarian diseases nor in

healthy controls.
Conclusion: We could show that neurologically asymptomatic patients with ovarian teratomas

do not express autoantibodies in their blood. Screening of neurologically asymptomatic patients

with ovarian teratoma for NMDA - receptor antibodies is therefore not indicated.
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1. Einleitung
1. Einleitung

1.1. Enzephalitiden bei Patientinnen mit Teratomen

Bei Patientinnen mit Teratomen lassen sich gehduft Enzephalitiden beobachten. 2007 wurden
erstmals Patientinnen mit Ovarialteratom beschrieben, die an einer Enzephalitisform litten, deren
Ausloser gegen den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDAR) gerichtete Antikdrper waren
(Dalmau et al. 2007). Da seither aus immer mehr Fachdisziplinen zahlreiche Félle dieser
Erkrankung geschildert werden, ist anzunehmen, dass es ein zuvor unterdiagnostiziertes und
nicht seltenes Krankheitsbild darstellt. Die NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist eine schwere und
reversible, jedoch potenziell todlich verlaufende Erkrankung. Die genaue Pathogenese der
Erkrankung ist unklar und Gegenstand zahlreicher Studien. Die Krankheit zeichnet sich durch
ein mehrere, stereotype Stadien verlaufendes Bild aus: Gedéchtnisstorungen, Verlust kognitiver
Féhigkeiten und / oder psychotische Symptome gehen tiber in ein Stupor-dhnliches Stadium mit
teils choreatischen Bewegungen, bei dem es zu epileptischen Anféllen kommen kann. Stérungen
im Hirnstamm, welcher verantwortlich fiir die Regulation der Atmung oder des Kreislaufs ist,
bedingen die Entwicklung zu einem potentiell lebensbedrohlichen Zustand (Priiss et al. 2010).
Therapeutisch ist bei Nachweis eines Tumors die operative Entfernung desselben notwendig.
Anschliessend folgt die immunmodulatorische Therapie, die bei negativer Tumorsuche
ausschlieBlich erfolgt (Dalmau et al. 2007). An NMDA-Rezeptor -Enzephalitis erkranken hiufig
Frauen im gebédrfahigen Alter, bei denen Ovarialteratome nachgewiesen werden konnen, so dass
eine Assoziation vermutet wird. Ursédchlich ist anzunehmen, dass sich Antikorper gegen den
zellwandstindigen NMDA- Rezeptor bilden, der auch im Teratomgewebe exprimiert wird.
Moglicherweise wird die Antikorperbildung durch einen viralen Infekt getriggert oder aber
bereits sezernierte NMDA-Antikorper konnen aufgrund eines Virusinfekts plétzlich die
Bluthirnschranke tiberwinden. Dennoch hiufen sich Berichte tiber Patientinnen und Patienten,
teils auch im Kindsalter, bei denen die Tumorsuche erfolglos blieb und bei denen offensichtlich

ein anderer Ausloser die Antikdrperbildung bedingen muss (Dalmau et al. 2007).

1.2. NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor ist ein zellwandstédndiger, ionotroper Rezeptor, ein Glutamat-getriggerter-
Kationenkanal, der eine wesentliche Rolle im Zentralnervensystem hoherer Organismen spielt.
Die Bedeutung der NMDA-Rezeptoren liegt nicht in der eigentlichen synaptischen Ubertragung
sondern in der langsamen Modulierung der Signalkaskaden an Synapsen, Dendriten und

Neuronen. Man konnte den Rezeptor auch als Mediator der postsynaptischen Erregungen
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bezeichnen. Ionotrope Rezeptoren, auch Ionophoren genannt, {ibertragen rasche
elektrophysiologische Signale: die Bindung der Liganden an den Rezeptor und der Durchlauf
von Jonen durch den Ionophor findet innerhalb eines Molekiils statt. Die durch den
Neurotransmitter Glutamat aktivierbaren ionotropen Rezeptoren des Zentralnervensystems
(ZNS) konnen in drei Gruppen eingeteilt werden: den Kainat-, den AMPA- und den NMDA-
Rezeptor. Sie sind jeweils nach ihrem charakteristischen Agonisten benannt. Unter den
Glutamatrezeptoren hat der NMDA-Rezeptor die hochste Affinitit zu Glutamat. Seinen Namen
erhielt der NMDA-Rezeptor aufgrund seiner Aktivierbarkeit und konsekutiven Offnung durch
die synthetische Aminosdure N-Methyl-D-Aspartat (NMDA). Natiirliche Liganden sind die
Aminosdure Glyzin und Glutamat. Am NMDA-Rezeptor finden sich Bindungsstellen fiir
Glutamat und Glyzin, wenn es zur Bindung dieser beiden Agonisten an ihrer
Rezeptoruntereinheit und zur gleichzeitigen, spannungsabhidngigen Membrandepolarisation
kommt, wird der Rezeptor aktiviert. Dieser Vorgang verlduft im Vergleich zu den anderen
Glutamatrezeptoren langsamer ab. Die Kanalpore wird extrazellulir von Magnesiumionen (M?")
verschlossen, durch Anderung der Spannung wird die Magnesium-Blockade aufgehoben,
Natrium und Kalzium konnen in die Zelle hinein-, Kalium herausstromen - es kommt somit zum
exzitatorischen postsynaptischen Potential (Blanke et al. 2009). Martinez belegte, dass Auto-
Antikorper gegen den NMDA-Rezeptor einen Verlust an Ionen-Kanal-Aktivitit verursachen
(Martinez-Martinez et al. 2013). Der NMDA-Rezeptor wird auch als ,molekularer
Koinzidenzdetektor* bezeichnet. Er ist wesentlich fiir das Gedéchtnis, flir Lernprozesse und die
Neuroplastizitdt. Durch den Kalziumeinstrom kommt es zum intrazelluldren Anstieg der Ca®",
dies fiihrt zu Signalkaskaden und zur Aktivierung mehrerer intrazelluldrer Prozesse, die zur
Langzeitpotenzierung oder aber zur Langzeitdepression flihren - essentiell fiir die Bahnung im
Gehirn.

Die Zusammensetzung des Rezeptors ist in dem Desoxyribonukleinsdure (DNA) -Aufbau
variabel, was zerebrale Heterogenitit vermuten ldsst. Zudem ist der NMDA-Rezeptor ein aus
verschiedenen Untereinheiten aufgebautes Heteromer. Der tetramerische Komplex besteht aus
den extrazelluldren Untereinheiten NR1 und NR2. Die NR1 Untereinheit bindet Glyzin, die NR2
Untereinheit Glutamat; zur Funktionsfahigkeit ist die Prasenz beider Untereinheiten erforderlich.
Da acht verschiedene Spleifle der NR1- und vier verschiedene Formen der NR2- Untereinheiten
(NR2a, NR2B, NR2C und NR2D) vorkommen, ergeben sich mannigfaltige
Kombinationsmoglichkeiten (Dalmau et al. 2011). Die verschiedenen Isoformen der NMDA-
Rezeptoren finden sich im gesamten zentralen Nervensystem, die hochste Dichte an NMDA-

Rezeptoren findet sich jedoch im préifrontalen Cortex, im Hypothalamus sowie im limbischen

2
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System, insbesondere im Hippocampus und in den Amygdala. Die neuronale Plastizitit des
erwachsenen Gehirns, die Synapsogenese und damit die Gehirnentwicklung, sind an die
Funktion dieses Rezeptors gekoppelt, ebenso die Frequenzierung der Atmung und der
Bewegungen. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist verstidndlich, dass eine Fehlfunktion des NMDA-
Rezeptors zu ausgeprigten Funktionsstorungen des Gehirns und zu kognitiven Defiziten fiihrt.

/

_____

Presyrmaptic

© o

-
- acx oCp® S

NR1 NR2
% IMD A
1ecepton
\J,l/oatq.m apti

Abbildung 1: Pri- und postsynaptische Zelle mit Induktionsmechanismus des Langzeitpotentials.
Durch  ausreichende  Depolarisierung der  postsynaptischen  Zelle erfolgt eine
spannungsabhingige Aufhebung der blockierten Magnesiumfreisetzung der NMDA-Rezeptoren.
Der hierauf folgende Kalziumeinstrom fiihrt zur Langzeitpotenzierung, die eine Proteinsynthese
in der Synapse zur Folge hat. (Quelle: Amaya Encinas)

Glhutansate

1.3. NMDA-Rezeptor-Antikorper

Vitaliani wies im Jahr 2005 erstmals bei Patienten mit der damals noch sogenannten
»paraneoplastischen  limbischen  Enzephalitis“  Antikorper nach, die sich gegen
Zellwandstrukturen von Nervenzellen im Hippocampus richten. Es bestand die Vermutung, es
handele sich um ein rein Tumor-assoziiertes Leiden (Vitaliani et al. 2005). 2007 gelang Dalmau
der Nachweis von anti-NMDA-Rezeptor-Antikérpern sowohl im Serum, als auch in
Liquorfliissigkeit. Die Antikorper reagierten mit der NR2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors,
in geringerem Mafe auch mit der NR2A-Untereinheit, deren Expression hauptsichlich im
Frontalhirn und im Hippocampus lokalisiert ist. Die Antigen-Antikorper- Reaktivitit stellt sich
nur bei Vollstiandigkeit des Heteromers ein, nicht aber gegen einzelne Untereinheiten (Dalmau et
al. 2007). Weitere Erkenntnisse brachten Studien der letzten Jahre. Es handelt sich bei den
NMDA-Rezeptor-Antikorpern um Antikdrper der Klasse Immunglobuline (Ig) G 1 bis 3
(Dalmau et al. 2011). Die Antikorperkonzentration ist im Liquor an NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis-Erkrankter hoher als im Serum, auch wenn die Unversehrtheit der Blut-Hirn-

Schranke bewiesen werden konnte. Dies gibt zu der Vermutung Anlass, es gebe eine intrathekale
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Antikorperproduktion. Bei Tumornachweis, das heifit bei der paraneoplastischen Enzephalitis-
Form, konnten hohere Antikorperkonzentrationen gemessen werden im Vergleich zu Patienten,
die nicht an Tumoren litten. Die Auspridgung der Symptome und die Schwere der Erkrankung
korreliert mit der Antikorperkonzentration in Liquor und Serum. Bei Patienten mit letalem
Ausgang beobachtet man vergleichsweise hohe Antikorpertiter im Liquor. Die Besserung der
neurologischen Symptome geht mit einem Abfall der Antikorpertiter einher, Patienten mit nur
leichten klinischen Symptomen weisen die niedrigsten Antikorperspiegel auf. Das von
Antikorpern erkannte Epitop liegt neueren Erkenntnissen zufolge im extrazelluldren Anteil der
NR1-Untereinheit des Rezeptors (Dalmau et al. 2011). Die Lokalisation und Dichte der NMDA-
Rezeptoren an der synaptischen Oberfliche nimmt mit steigenden NMDA-Antikorpertitern ab.
Es handelt sich hierbei um einen reversiblen Prozess, der Antikorper vermittelt stattfindet. Sinkt
der Antikorperspiegel, steigt auch die Zahl der NMDA-Rezeptoren erneut an. NMDA-
Rezeptoren werden selektiv iiber Endozytose in die Synapse aufgenommen. Es gibt keine
Hinweise auf eine Verdnderung der Position und der Reduktion des Vorkommens anderer
Glutamatrezeptoren, Anzahl der Synapsen oder deren Proteine, Verzweigungen oder auf die
Induktion des Zelltods unter dem Einfluss von Anti-NMDA-Rezeptor-Antikérpern (Dalmau et
al. 2011).

1.4. Teratome

Teratome sind gut- oder bosartige Keimzelltumoren, die iiberwiegend Anteile aller drei
Keimblitter (Mesoderm, Ektoderm und Entoderm) enthalten. Teratome entstehen aus
pluripotenten, versprengten Keimzellen, sie entstammen einer einzelnen Keimzelle nach der
ersten oder zweiten Meiose, der Reduktionsteilung (Linder et al. 1976). Die altersadjustierte
Inzidenz fiir Teratome betrdgt 0,4/100.000 Einwohner. Der Chromosomensatz reifer Teratome
des Ovars ist gewoOhnlich 46, XX (Schmidt et al. 2007). Bei unreifen Teratomen zeigt sich
hdufig ein Mischbild des Chromosomensatzes mit unterschiedlichen Karyotypen, auch
chromosomaler Heteromorphismus genannt (Ohama et al. 1985). Die klinischen und
epidemiologischen Unterschiede der Teratome sind durch das Geschlecht des Patienten, die
Lokalisation des Tumors, die Histologie und das Alter bei Diagnosestellung bedingt. Am
haufigsten sind Teratome im Bereich des Kreuz- und Steillbeins zu finden, gefolgt von
Teratomen im Eierstock und in den Hoden. Selten treten Teratome im Retroperitoneum, im
Mediastinum, im Hals und im Zentralnervensystem auf. Die histologische Einteilung erfolgt
nach der WHO Klassifikation von 2003 und je nach Anteil der unreifen Komponenten. In

Teratomen lassen sich histologisch Haut und deren Anhangsgebilde, Fettgewebe, Knochen,

4
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Zdhne, Knorpel, Schleimhaut, glatte Muskulatur sowie Nerven- Gastrointestinal- und
Schilddriisengewebe nachweisen. Die Klassifikation der Teratome erfolgt in reif, unreif oder
monodermal, das heilit benigne oder maligne oder von nur einem Keimblatt abgeleitet (Tavassoli
et al. 2003). Gonzalez-Crussi etablierte zur Einteilung ein Grading, hiernach sind die reifen
Teratome mit Grad 0 am Héufigsten (54,5%) gefolgt von unreifen mit Grad 1-3 (45,5%). Bei
7,8% der Teratome kann eine Unreifegrad 3 gesehen werden, wobei das Vorhandensein einer
bosartigen Dottersackkomponente in direkter Beziehung zum Unreifegrad steht (Gonzalez-
Crussi 1982; Harms et al. 2006). Eine weitere Kategorisierung der Teratome ist makroskopisch

moglich, in zystisch und solide.
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Abbildung 2: Histopathologisches Bild eines Teratoms in Hdmatoxylin-Eosin-Farbung in 200
um Auflosung. (Quelle: Frau Dr. med. Barbara Ingold-Heppner, Fachérztin fiir Pathologie,
Charité)

1.4.1. Teratome des Ovars

Teratome sind die hdufigsten Keimzelltumore des Ovars. Gutartige Teratome machen etwa 20%
aller Ovarialtumore aus und manifestieren sich groftenteils zwischen dem 2.-5. Lebensjahrzehnt,
das heiBt im reproduktiven Alter. Selten treten sie bei Kindern oder postmenopausal auf. Meist
treten Teratome einseitig auf. Ein bilaterales Auftreten wird in 10-15% der Fille beobachtet. Nur
2- 3% der Teratome des Ovars sind maligne (Schmidt et al. 2007).

Die Breite der Manifestation reicht von gutartigen Zufallsbefunden in der GréBenordnung von
Millimetern bis zu groBen, rasch wachsenden und metastasierenden malignen Tumoren.
Symptomatisch fiihren ovarielle Teratome hdufig zu abdominellen Schmerzen, einer
Bauchumfangszunahme und selten werden uterine Blutungen beschrieben. Die Prognose und

Therapie ist wesentlich an das Lebensalter der Patientin, an den Reifegrad, das Tumorstadium

5
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und an das Vorhandensein eines malignen Dottersacks gekoppelt. Bei reifen Teratomen ist eine
operative Entfernung ausreichend. Empfehlenswert ist die laparoskopische Entfernung. Der
minimal-invasive Ansatz ist im Vergleich zu einer Laparotomie hinsichtlich der postoperativen
Schmerzintensitidt und auch der Rekonvaleszenzdauer von Vorteil (Mais et al. 2003; Briones-
Landa et al. 2010). Unreife Teratome werden zusdtzlich chemotherapeutisch behandelt. Bei
Kindern sollten Teratome mit Dottersackkomponente ebenfalls mit einer Chemotherapie

behandelt werden (Schmidt et al. 2007).
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Abbildung 3: Typisches Ultraschallbild eines ovariellen Teratoms, 8,9 cm Durchmesser

(Quelle: Frau Dr. med. Julia Lange, Praxis Kurfiirstendamm 199, 10719 Berlin)

1.5. NMDA-Rezeptor-Enzephalitis

1.5.1. Vorkommen und Risikogruppen

Bei der Anti-NDMA- Rezeptor-Enzephalitis handelt es sich um eine Gehirnentziindung, bei der
Antikorper gegen Oberflachenproteine des NMDA-Rezeptors gebildet werden. Beziiglich der
Pravalenz konnen bisher nur wenige Aussagen getroffen werden. In einer Studie zeigte sich eine
Seropriavalenz von iiber 10 Prozent bei gesunden Individuen und wie auch bei psychiatrischen
und dementen Patienten (Hammer et al. 2013). In einer Screening-Studie zeigten sich lediglich
bei 3% der untersuchten 600 Studienteilnehmer NMDAR-Antikorper, jedoch waren von allen
getesteten Autoantikorpern die NMDA-Rezeptor-Antikorper am Héufigsten (Sadalage et al.
2013). Es ist zu vermuten, dass die Erkrankung friither hdufig unentdeckt blieb. Seit 2007 wurden

ca. 500 Fille publiziert. Priiss konnte in einer Studie zeigen, dass 1% der Patienten im Alter von
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18 bis 35 Jahren, die intensivmedizinische Behandlung bendtigten, an einer NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis erkrankt war (Priiss et al. 2010). In einer englischen Studie konnten bei 4 Prozent
der Patienten mit Enzephalitis NMDA-Antikorper nachgewiesen werden (Granerod et al. 2010).
Das Durchschnittsalter bei Erkrankung ist 23 Jahre, das Altersspektrum geht von 23 Monaten bis
76 Jahren; Florance présentierte ein Patientenspektrum, bei dem 40% der an NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis Erkrankten Kinder im Alter zwischen 23 Monaten und 18 Jahren waren (Florance et
al. 2009). Auftillig ist eine Haufung von Erkrankten aus nicht kaukasischen Ethnien (Florance et
al. 2009; Irani et al. 2010 und Gable et al. 2009). Asiatische Patienten sind gefolgt von und
afrikanischen Patienten hiufiger von einer mit Teratom assoziierten NMDA-Rezeptor-

Enzephalitis betroffen als Kaukasier oder Hispanics (Titulaer et al. 2013).

1.5.2. Tumorassoziation
Anfanglich bestand die Annahme, die Erkrankung sei rein paraneoplastisch, das heif3t sie trete

ausschlieBlich bei Patienten mit Teratomen oder anderen Tumorentititen auf. Diese
Beschreibung wurde in den folgenden Jahren revidiert. Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitiden
treten auch ohne Nachweis eines Tumors auf und zwar je nach Studienlage bei 26
beziehungsweise 42 bis zu 90 Prozent der Patienten (Dalmau et al. 2011; Florance et al. 2009;
Waxman et al. 2005). In diesen Fillen handelt es sich um reine Autoimmunerkrankungen.
Teilweise werden aktuell Verlaufskontrollen bei genesenen Patienten durchgefiihrt, diese
beinhalten eine Tumorsuche. In den meisten Féllen wurde ein Tumor erst nach
Diagnosesicherung gefunden, teilweise konnte der Tumornachweis erst nach Ausheilung der
NMDA-Enzephalitis erbracht werden. Die Frage nach dem Prozentsatz von Tumorassoziation ist

sicher noch nicht endgiiltig geklért.

1.5.3. Klinik
Das klinische Bild wird von einer ganzen Bandbreite vorwiegend neurologischer und

psychiatrischer Symptome gezeichnet, deren Auspridgung die Schwere der Erkrankung bedingt.
Die Krankheit verlduft in Phasen. Bei beinahe 3/4 der Patienten kommt es zundchst zum wenige
Tage bis maximal 2 Wochen andauernden Prodromalstadium mit Ubelkeit, Erbrechen,
Kopfschmerzen, Fieber, Husten, Schnupfen oder Durchfillen (Priiss et al. 2010; lizuka et al.
2009). Dieses Prodromalstadium gibt zur Vermutung Anlass, die NMDA-Enzephalitis sei eine
Infekt-getriggerte Erkrankung. Erstaunlicherweise fanden sich in einer Studie bei 40% der
Patienten IgM Antikorper gegen Mykoplasmen- welcher Zusammenhang sich in spéteren
Studien hierzu finden lassen wird und ob beispielsweise eine Kreuzreaktivitdt eine Rolle spielt,

ist aktuell nicht beantwortbar (Gable et al. 2009). Die psychiatrischen Folgesymptome in

7



1. Einleitung

unterschiedlicher Auspridgung und Zusammensetzung wie Wahn, Unruhe, Schlaflosigkeit,
Halluzinationen, Paranoia, GroBenwahn, Hypersexualitit und Hyperreligiositit kennzeichnen die
psychotische Phase und fiihren meist primédr zur psychiatrischen Evaluation und folgenden
stationdren  Aufnahme. Auch Sprach- und Gedichtnisstorungen und stereotype
Bewegungsstorungen konnen dieses Stadium auszeichnen. (Dalmau et al. 2011; Florance et al.
2009; Priiss et al. 2010). Aufgrund des groBtenteils jungen Alters der Patienten steht als
Verdachtsdiagnose hdufig eine drogeninduzierte Psychose im Raum (Priiss et al. 2010). Im
Anschluss steht eine Phase verminderter Ansprechbarkeit, beispielsweise gekennzeichnet durch
Mutismus und fehlende Reaktion auf Ansprache und visuelle Reize oder durch Echolalie,
Echopraxie, Katalepsie oder Katatonie. Moglich ist hier ein Alternieren oder aber ein Ubergang
in die hyperkinetische Phase: Es kann zu Dystonie, Ophistotonus, abnormen, oft choreatischen
Bewegungsmustern des Korpers, Dyskinesien der Gesichts- und Augenmuskulatur und der
Zunge kommen. Auch stetige Kaubewegungen, Grimassieren und Lippenlecken sind typische
Symptome dieses Stadiums. Haufig sind fokale oder generalisierte Krampfanfille; es kann zum

Status epilepticus kommen (Kirkpatrick et al. 2011; Johnson et al. 2010).

Potentiell lebensbedrohlich wirkt sich die autonome Instabilitit aus, die Riickschliisse auf
synaptische Storungen im Hirnstamm zuldsst: Hyper- oder Hypotension, Brady- oder
Tachykardie, Hyperthermie, Hyperhidrose, Harninkontinenz und Ptyalismus. (Dalmau et al.
2011; Florance et al. 2009; Priiss et al. 2010; Seki et al. 2008; Gonzalez-Valcarcel et al 2010).
Viele Patienten entwickeln eine zentrale Hypoventilation und werden, teils iber Monate hinweg,
beatmungspflichtig. Die Hyperkinesien kénnen ebenso iiber einen langen Zeitraum bestehen. Die
Zeitspanne der letzten Phase der allmdhlichen Besserung kann sich iiber Tage, Wochen, Monate
oder sogar Jahre hinziehen (lizuka et al. 2008). Die klinischen Verldufe differieren stark, die
Griinde hierfiir sind noch unklar. Beschrieben sind Riickfallquoten von 20 bis 29 Prozent, das
Risiko fiir einen Riickfall lag hoher, wenn die Patienten keine immunmodulierende Therapie
erhalten hatten (Irani et al. 2010). Ein Viertel der Patienten leiden dauerhaft an schweren
Folgeschidden, hdufig neuropsychiatrischer Natur (Dalmau et al. 2011). Bei als Vollremissionen
eingestuften Fillen konnte Finke bei unauffilligem neurologischen Status noch nach Jahren
kognitive Defizite nachweisen (Finke et al. 2011). Signifikant bessere kognitive Outcomes
zeigten sich bei Patienten, die frithzeitig Immuntherapie erhalten hatten. Die Mortalitétsraten der
NMDA-Enzephalitis liegen um 4 Prozent (Dalmau et al. 201; Irani et al. 2010; Gabilondo et al.
2011).
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1.5.4. Diagnostik
Die Diagnosesicherung fut auf der charakteristischen Klinik und dem Nachweis von

Antikorpern gegen den NMDA-Rezeptor in Serum oder Liquor. Untermauert wird die Diagnose
von Befunden des EEGs, der MRTs und der Lumbalpunktion.

1.5.4.1. Humorale Diagnostik
Mit Hilfe von zerebralen Gewebeschnitten (beispielsweise Hippocampus der Ratte und Kleinhirn

des Affen) und rekombinanten transfizierten Zellen kann man ein Screening auf der Suche nach
unterschiedlichen Autoimmunantikérpern durchfiihren. Der Nachweis von NMDA-Rezeptor-
Antikorpern erfolgt mittels indirekten Immunfluoreszenztests, es handelt sich hierbei um eine
sehr sensitive Untersuchungsmethode (Stocker et al. 2013). Die Validitét dieser Methode konnte
nachgewiesen werden (Suh-Lailam et al. 2013). Es ist zum Ausschluss anderer autoimmuner
Enzephalitiden erforderlich, auf weitere neurologische Autoimmunantikdrper zu testen. Die
Sensitivitdt wurde durch Erweiterung des Testumfangs als leicht variabel beschrieben wird aber
fiir ein rasches Screening empfohlen (Sadalage et al. 2013). Periodische Wiederholungen von
Antikorperuntersuchung in Serum und Liquor erlauben Riickschliisse auf Therapieerfolge oder
den Verlauf der Erkrankung (Dalmau et al. 2011). Die Hohe der Antikorper-Titer korreliert mit
der Schwere der Erkrankung, ist jedoch unabhingig beziiglich des Ansprechens auf Therapie
(Suh-Lailam et al. 2013). Zu Beginn der Erkrankung ist der Liquor bei 20% der Patienten
unauffillig, im Verlauf zeigen sich bei der Mehrheit der Patienten Auffilligkeiten in dem
Lumbalpunktat. Liquoruntersuchungen beschreiben eine milde lymphozytische Pleozytose,
normale Glukosewerte, schwach erh6hte Proteinkonzentrationen sowie bei 6 von 10 Patienten
liquorspezifische oligoklonale Banden und legen meistens eine intrathekale Antikorperbildung
nahe. Im Serum konnte der Nachweis von NMDA-Rezeptor-Antikérpern nach
immunmodulatorischen Verfahren oder nach Diagnoseverzogerung teils nicht erbracht werden,
bei seronegativen Patienten konnten jedoch Antikorper im Liquor nachgewiesen werden

(Dalmau et al. 2008; Dalmau et al. 2011).

1.5.4.2. Bildgebende Diagnostik
Bildmorphologisch fallen in der Magnetresonanztomographie (MRT) meist schwache fokale T2

oder FLAIR Signalverstarkungen auf. Diese konnen im Hippocampus, in frontobasalen Cortex,
im Hirnstamm oder im medianen Temporallappen auftreten. In den betroffenen Arealen kann es
zur Anreicherung von Kontrastmittel kommen. Es kann zu einer frontotemporal betonten
Hirnatrophie kommen, die sich im Laufe der Jahre zuriickbilden kann. Diese tritt nur bei etwa

der Hilfte der Patienten auf, bei den anderen Patienten sind die MRT-Untersuchungen des
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Kopfes unauffillig (lizuka et al. 2010). Die Positronen-Emissions-Tomographie scheint bei
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis eine sensitivere diagnostische Bildgebung zu sein. Die
bildmorphologischen Befunde sind dennoch variabel: in der akuten Erkrankungsphase kann sich
ein zerebraler Hypermetabolismus zeigen. Bei Patienten, die einen Riickfall erleiden, konnte teils
eine Verringerung des Gehirnstoffwechsels im Cortex nachgewiesen werden, insbesondere im
Temporallappen. Die Positronen-Emissionstomographie ist gegeniiber der MRT eine bessere
Methode um einen neoplastischen Prozess auszuschlieBen (Pillai et al. 2010; Padma et al. 2011).
Trotz ausgepragter Symptome und langer Erkrankungsdauer ist die Bildgebung insgesamt wenig
aussagekriftig. Bei allen Patienten sollte eine Tumorsuche, insbesondere nach einem
Keimzelltumor erfolgen. Zur Tumorsuche sollte eine Ultraschalluntersuchung des Beckens und
des Abdomens erfolgen, gegebenenfalls auch eine Magnetresonanztomographie oder
Computertomographie bzw. eine Positronen-Emissions-Tomographie. Bei Frauen sollte ein
transvaginaler, bei Ménnern ein testikuldrer Ultraschall durchgefiihrt werden. Auch nach
erfolgreicher Therapie und kompletter Remission sollte ein jdhrliches bildgebendes

Tumorscreening erfolgen (Dalmau et al. 2011).

1.5.4.3. Elektrophysiologische Diagnostik

Im Elektroenzephalogramm (EEG) von NMDAR-Enzephalitis Patienten kann eine unspezifische
Verlangsamung oder eine ungeordnete Aktivitit beobachtet werden, wobei die abnormen
Bewegungen, Krampfanfille und auch der komatose Status keinem wegweisenden
elektroenzephalographischen Korrelat zugeordnet werden konnten. FEine generalisierte
Verlangsamung der Deltawellen oder der langsamen Thetawellen haben bis zu 80% der
Patienten (Irani et al. 2010). Schmitt konnte elektroenzephalographisch bei anndhernd einem
Drittel der untersuchten Personen ein einzigartiges Muster nachweisen, ,,extreme delta brushes*
genannt (Schmitt et al. 2012). Auch Graus sieht bei 30 Prozent der Patienten diese spezifischen
elektroenzephalographischen Verinderungen (Graus et al. 2012). Diese weisen eine Ahnlichkeit
zu EEG Wellen bei Frithgeborenen auf (Schmitt et al. 2012). Der Begriff 6 —Brush bezeichnet
,langsame Wellen von 0,3-1,5 Hertz mit Auflagerungen von rhythmischen Frequenzen von 10-
25 Hertz*“. Normalerweise findet man diese Delta Brushes im EEG von Frithgeborenen, er gilt
auch als neonataler Normalbefund (Noachtar et al. 1999). Bei Nachweis von ,,Delta Brushes*
ergab sich  bei  Patienten mit NMDA-Rezeptor-Enzephalitis  eine  langere
Krankenhausverweildauer sowie eine Tendenz zu einem schlechteren Rankin-Score (Schmitt et
al. 2012). Die langsame, rhythmische Aktivitidt der Deltawellen im EEG, die in der katatonen

Phase haufig vorherrscht, konnte auch Ausdruck eines Status epilepticus sein (Kirkpatrick et al.
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2011). Die teilweise monatelang andauernden beschriebenen Status epileptici sind
therapierefraktdr und Antiepileptika zeigen keine Wirkung (Johnson et al. 2010). Myrna
empfiehlt vor Beginn der antiepileptischen  Medikation aufgrund der ohne
elektroenzephalographisches Korrelat auftretenden stereotypen Bewegungen eine EEG-
Untersuchung, die zeitgleich auf Video aufgezeichnet wird (Myrna et al. 2011). Als
Erstsymptom treten epileptische Krampfanfille, ob generalisierter oder fokaler Natur, hdufiger

bei Méannern auf (Titulaer et al. 2014).

1.5.5. Therapie
Das therapeutische Management der NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist experimentell, es gibt

hierzu keine Leitlinien. Bei paraneoplastischer Genese steht die operative Entfernung des
Tumors an erster Stelle. Immuntherapie ist wirksam und notwendig, unabhingig davon, ob eine
zugrunde liegende Tumorerkrankung besteht. Therapeutisch erprobt sind immunmodulatorischen
MaBlnahmen wie die zeitgleiche intravendse Gabe von Immunglobulinen und
Methylprednisolon, diese kommen aktuell am Haufigsten zur Anwendung (First-Line-Therapie).
Wenn diese Ansidtze greifen, empfehlen Dalmau eine anhaltende Immunsuppression
weiterzuflihren, meist mit Azathioprin oder Mycophenolat-Mofetil (MMF) (Dalmau et al. 2011).
Bei Nichtansprechbarkeit wird als Second-Line-Therapie der zligige Einsatz des monoklonalen
Anti-CD-20-Antikorpers Rituximab und/ oder des Zytostatikums Cyclophosphamid empfohlen,
gefolgt von monatlichen Cyclophosphamid Gaben bis hin zur weitgehenden Riickbildung der
Symptome (Dalmau et al. 2011; Sansing et al. 2007; Suzuki et al. 2008; Kashyape et al. 2011).
Die klinische Wirkung von Rituximab beruht auf einem Abfall von B Zellen, es verhindert
zudem deren Reifung zu Antikdrper sezernierenden Zellen. Die Depletion von B-
Gedidchtniszellen im peripheren Blut und im lymphatischen Gewebe und/oder im
Zentralnervensystem wirkt mutmaBlich zuriickstellend auf das Immunsystem (Ikeguchi et al.
2012). Dies zeigte sich auch bei anderen immunvermittelten Entziindungen des Gehirns und
konnte fiir die Wirksamkeit der Second-Line-Therapie mit Rituximab verantwortlich sein
(Hauser et al. 2008). Bei erneutem Therapieversagen sollten andere Immunsuppressiva in
Erwdgung gezogen werden, bei Ansprechbarkeit wird ebenfalls eine Unterdriickung des
Immunsystems mit MMF oder Azathioprin iiber den Zeitraum von einem Jahr nahegelegt
(Dalmau et al. 2011; Sansing et al. 2007; Suzuki et al. 2008; Kashyape et al. 2011).

Auch therapeutischer Plasmaaustausch wird erfolgreich eingesetzt, wobei hier insbesondere der
frithe Beginn der Plasmapherese erfolgsversprechend zu sein scheint. Die Ergebnisse einer

retrospektiven Studie legen nahe, dal sich bei Patienten, die der Plasmapherese zugefiihrt
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wurden, bevor sie intravends Immunglobuline erhielten, eine erhebliche Verbesserung im
Krankheitsverlauf zeigte (Pham et al. 2011). Bei verzogerter Diagnosesicherung und/ oder bei
negativer Tumorsuche war der Einsatz der Second-Line-Therapie hiufiger erforderlich.
Beschrieben wird, dass eine Reduktion der NMDA-Serumantikdrper nach Immuntherapie mit
einer Besserung der Klinik korreliert (Irani et al. 2010). Viele Patienten bendtigen mechanische
Beatmung und intensivmedizinische Uberwachung iiber einen langen Zeitraum. Empfehlenswert
erscheint zudem langfristige physikalische Therapie (Sansing et al.2007). In einigen Féllen von
Status epilepticus bei NMDA-Enzephalitis ist die Elektrokonvulsionstherapie erfolgreich

eingesetzt worden (Braakman et al. 2010).

1.5.6. Differentialdiagnose
Differentialdiagnostisch ~ sollten =~ weitere  Enzephalitiden = autoimmuner und/  oder

paraneoplastischer Genese sowie infektiose Gehirnentziindungen in Betracht gezogen werden.
Die Diagnosen ,,neuaufgetretene Epilepsie®, ,,Enzephalitis ohne Erregernachweis® und ,,subakute
Psychose® sollten als Differentialdiagnose eine NMDA-Rezeptor-Enzephalitis in Erwégung
ziehen und gegebenenfalls Anlass zur Bestimmung der Antikdrper gegen NMDA-Rezeptoren
sowie weiterer neuronaler Autoimmunantikérper sein (Priiss et al. 2010; Barry et al. 2011;
Gonzalez-Valcarcel et al. 2010). Das Gebiet der autoimmunen Enzephalitiden, seien sie nun

paraneoplastisch induziert oder nicht, ist ein stetig wachsendes.

1.5.7. Pathogenese
Die Pathogenese der NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist nicht geklart. Ein mdglicher

Erkldrungsansatz liegt im Zusammenhang mit dem beschriebenen gleichzeitigen Auftreten von
Keimzelltumoren. Aufgrund der Assoziation von Teratomen und Fillen von limbischer
Enzephalitis wurde die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis entdeckt. Moglicherweise ist in
diesen paraneoplastischen Féllen eine Voraussetzung zur Antikorperbildung das Vorliegen von
Ektoderm oder unreifem oder reifem Nervengewebes innerhalb des Keimzelltumors. Das
Ektoderm stellt die embryonale Vorstufe des Nervensystems dar. Tiiziin konnte nachweisen, daf3
in allen der 11 untersuchten Teratome von Patienten mit NMDA-Enzephalitis nicht nur
Nervengewebe zu finden war, sondern dafl auch NMDA-Rezeptoren in unterschiedlichem
Ausmal} exprimiert wurden. Bei zwei von drei neurologisch gesunden Patientinnen mit
ovariellen Teratomen ohne NMDAR-Antikorper konnte jedoch ebenfalls der Nachweis von
NMDA-Rezeptoren im Teratomgewebe erbracht werden (Tiiziin et al. 2009). Auch Tachibana
wies die reichliche Expression von mehreren Glutamatrezeptoren, darunter auch der NMDA-

Rezeptor, in ovariellen Teratomen nach und zwar sowohl in reifem als auch in unreifem
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Nervengewebe. Jedoch auch im Ovar von gesunden Kontrollpatientinnen scheinen NMDA-
Rezeptoren exprimiert zu werden, Tachibana konnte eine schwache Reaktivitit mit Anti-NR-2B-
Antikorpern sowie mit weiteren Antikorpern gegen Glutamat-Rezeptoren aufzeigen (Tachibana
et al. 2013). Tabata untermauert diese Nachweise mit seiner Studie: bei allen 22
eingeschlossenen Patienten mit Teratomen zeigte sich neuronales Gewebe sowie die NMDA-
Rezeptor-Untereinheit. Bei den zudem an Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis erkrankten
Individuen war die Lymphozyten-Infiltration des Teratoms im Bereich des neuronalen Gewebes
dichter und durch antikorperproduzierende B-Lymphozyten charakterisiert (Tabata et al. 2013).
Diese Beobachtungen decken sich mit den histopathologischen Untersuchungen von Dabner
(Dabner et al. 2012) und untermauern die Hypothese der Antigen-présentierenden Funktion des
Nervengewebes im Teratom bei der paraneoplastischen Form der NMDA-Rezeptor-Enzephalitis.
NMDA- Antikorper verursachen im Zentralnervensystem und in betrdchtlichem Malle im
Hippocampus eine Antikdrpertiter-abhéngige, spezifische und reversible Verminderung der
Dichte an NMDA-Rezeptoren. Auf diese Weise werden die NMDA-Rezeptor-vermittelten
Reaktionen in den Synapsen eingeschriankt, was zu den beschriebenen typischen Symptomen der
NMDAR-Enzephalitis fiihrt (Hughes et al. 2010). So lassen sich auch die unterschiedlichen
Ausprigungen der Symptome bei den Betroffenen, als auch die Phasen der Erkrankung sowie
die Abhéngigkeit von den Antikorpertitern verstehen. Es gibt diverse Erkldrungsansétze fiir die
Pathogenese der NMDAR-Enzephalitis. Man nimmt an, dass sowohl die Autoimmunerkrankung
wie auch die paraneoplastische NMDAR-Enzephalitis durch einen Virusinfekt getriggert
werden. Beschrieben worden sind auch Félle von Enzephalitiden, die durch Herpes simplex
verursacht wurden, bei denen die Patienten spdter auch an NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
erkranken (Desena et al. 2014). Fiir einen viralen Ausldser spricht auch, dass bei vielen Patienten
auftretende Prodromalstadium mit Fieber und weiteren Symptomen einer Erkdltung. Hier konnte
beispielsweise eine virusinduzierte Entziindungsreaktion im Teratom oder im Ovar eine
vermehrte Expression von NMDA-Rezeptoren im Teratom oder im Ovar und nachfolgend die
Antikorperproduktion auslosen. Dagegen spricht, dass beziiglich der Menge an Nervengewebe
wie auch beziiglich des Grades an Entziindungszellen im epithelialen oder mesenchymalem
Gewebe des Teratoms keine Unterschiede zwischen den Patientinnen mit einem Teratom und
denen mit Teratom und NMDA-Rezeptor-Enzephalitis bestanden (Tachibana et al. 2012). Es
konnte sein, dass ovarielle Teratome, die grole Anteile an Nervengewebe beinhalten, mit einem
hoheren Risiko fiir den Ausbruch einer NMDA-Rezeptor-Enzephalitis behaftet sind gegeniiber

Teratomen, die wenig Ektoderm abstammendes Gewebe aufweisen.
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Moglicherweise ist auch eine virusbedingte erhohte Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke
pathognomonisch fiir die NMDAR-Enzephalitis. Es gibt Hinweise, dass eine genetische Variante
und eine durchgemachte Influenza A Infektion pradisponierende Faktoren fiir die Erkrankung
sind. Ebenso scheint eine zeitweise beeintrachtigte Blut-Hirn-Schranke beispielsweise nach
Traumata oder nach Geburtskomplikationen den Ausbruch einer NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
zu triggern (Hammer et al. 2013). Die jahrzehntelang vertretene Hypothese, die Blut-Hirn-
Schranke sei fiir Antikorper nicht passierbar, widerlegte Poduslo bereits 1994. Er konnte zeigen,
dass der IgG-Spiegel definierter Antikérper im Liquor ungefdhr einem Prozent seiner Menge im
Plasma entspricht. IgG stellt Poduslo zufolge sogar beinahe 10% der Proteinmenge im Liquor
gesunder Probanden dar, er geht von einem ,,dynamischen Gleichgewicht der Antikorper-
Spiegel im Liquor vs. Plasma aus (Poduslo et al. 1994). Im Rahmen entziindlicher Prozesse wird
die Blut-Hirn-Schranke fiir Proteine, das heif3t auch fiir Antikoérper durchldssiger. Der
dahinterliegende Mechanismus ist bisher nicht geklart. Denkbar ist zudem eine
Antikorperproduktion durch liquorstindige B- oder Plasmazellen (Martinez-Martinez et al.
2013). In zahlreichen Studien wurde bewiesen, dal es im Rahmen von autoimmunen

Ionenkanal-Erkrankungen zum Passieren von Antikérpern der Blut-Hirn-Schranke kommt.

1.6. Zielsetzung der Studie

Antikorper-Titer bei Patienten mit Teratomen mit NMDA-Rezeptor-Enzephalitis sind hoéher bei
klinischem Vollbild und postoperativ und nach immunmodulatorischer Therapie sinkend
(Dalmau et al. 2011). Die Bedeutung von Antikorper-Titern bei Patientinnen mit Teratomen
ohne neurologische Symptome ist unklar. Bisher gab es keine Studien, die Patientinnen mit
Teratomen auf die Pridvalenz von NMDA-Rezeptor-Antikorpern hin untersucht hétten. Teratome
finden sich bei zystischen Verdnderungen der Ovarien in einem sehr hohen Prozentsatz. Sie sind
die hdufigsten benignen gynédkologischen Verdnderungen der Ovarien. Die Frage war, ob sich
bei Patientinnen mit Teratomen Antikorper gegen NMDA-Rezeptoren nachweisen lassen und ob
sie daher ein erhohtes Risiko fiir NMDAR-Enzephalitis tragen. In unserer Studie sollte auch
geklart werden, ob diese Patientinnen eine, eventuell bis dato unentdeckte, neurologische
Symptomatik aufweisen. Damit soll eine Risikoeinschidtzung beziiglich einer Anti-NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis erfolgen und die Frage beantwortet werden, ob das Screening von
Patientinnen mit sonographisch auffilligen Ovarpathologien auf Anti-NMDA-Rezeptor-

Antikorper sinnvoll ist.
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Unserer Studie lag die folgende Hypothese zugrunde:

Bei Patientinnen mit Teratomen lassen sich signifikant hdufiger NMDA-Rezeptor-Antikdrper
nachweisen im Vergleich zu gesunden Probandinnen oder zu Patientinnen mit anderen
Ovarialpathologien, dadurch ist die Bestimmung von NMDA-Rezeptoren-Antikorpern als
Screeningmethode sinnvoll. In dieser prospektiven Fall-Kontroll-Studie sollten drei
Patientinnenkollektive untersucht werden: Patientinnen mit Teratomen, Patientinnen mit anderen
Ovarialpathologien und gesunde Probandinnen. Patientinnen mit Indikation zur operativen
Therapie von Teratomen wurde préoperativ Blutproben (Serum) abgenommen, welches auf Anti-
NDMA-Rezeptor-Antikorper untersucht wurde. Gleichzeitig wurde bei Patientinnen und

gesunden Probandinnen ein neurologischer Status erhoben.
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2. Patientinnenkollektiv, Material und Methoden

2. 1. Patientinnenkollektiv

Zwischen Oktober 2011 und Dezember 2012 wurden 35 Frauen in die Studie eingeschlossen.
Die Studienteilnehmerinnen lassen sich wie folgt in 3 Gruppen aufteilen: Gruppe A: 20
Patientinnen mit Teratomen des Ovars, Gruppe B: 11 Patientinnen mit anderen gutartigen
Ovarpathologien und Gruppe C: 4 gesunde weibliche Kontrollen. Alle Patientinnen wurden in
dem oben genanntem Zeitraum in der Abteilung fiir Gynédkologie der Universitétsklinik Charité
in Berlin operiert. Alle Frauen gaben nach ausfiihrlicher miindlicher und schriftlicher Aufklarung
ihr Einverstdndnis zur Studienteilnahme mit ihrer Unterschrift. Die Ethikkommission der Charité
genehmigte die Durchfiihrung der Studie. Die Daten wurden prospektiv erhoben. Ein Einschluss
erfolgte, wenn die korperliche Untersuchung und / oder weitere bildgebende Diagnostik
(beispielsweise ein transvaginaler Ultraschall) einen ovariellen Tumor vermuten lieB.
Prioperativ erfolgten unmittelbar erneut ein transvaginaler Ultraschall sowie die Blutentnahme.
Bei allen Patientinnen erfolgte die Entfernung der Ovarpathologie minimal-invasiv. Alle
Studienteilnehmerinnen wurden beziiglich vorangehender oder aktueller neurologischer und
gyndkologischer Symptome befragt, es erfolgte eine Erhebung der Anamnese. Die klinisch
untersuchenden Arzte waren Fachirzte fiir Gynikologie oder Neurologie. Die Studie erfolgte
verblindet. Der Durchfiihrende der Laboruntersuchungen wurde nicht dariiber informiert, ob die
Serumprobe einer gesunden Probandin, einer Patientin mit einem Eierstockteratom oder einer
Patientin mit einer anderen Erkrankung des Ovars zuzuordnen war. Die entnommenen
Serumproben der beziiglich neurologischer Symptome asymptomatischen
Studienteilnehmerinnen wurden auf NMDA Rezeptor Antikdrper der Gruppe Immunglobuline G
und auf weitere neuronalen Autoimmunantikdrper untersucht. Die Patientinnen mit Teratomen
des Ovars wurden mit Patientinnen, die andere gutartige ovarielle Pathologien aufwiesen, ebenso

wie mit den gesunden Kontrollen verglichen.

2.2. Material

a) Speziell fiir die Studie entwickelte Objekttrager, mit BIOCHIP bestiickt, beschichtet jeweils
mit NMDAR-NR1a-, NMDAR-NR1a/NR2b-, AMPAR-GIuR1/GluR2, DPPX-IF1-, DPPX-IF2-,
GABAR-B1/B2-, LGI1-, CASPR2-, GLRA1b-, GRM1-, GRMS5-, MOG-, Tr/DNER-, AQP4-,
GADG65-, GAD67-, ZIC-, ARHGAP26-, Yo-, Amphiphysin-, Hu-, Ri-, Mal-, Ma2-, CV2-, Sox-
1-, Recoverin- transfizierten und nicht-transfizierten Zellen, EUROIMMUN
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b)Positive Kontrolle: humaner Anti-Glutamatrezeptor vom Typ NMDA, gebrauchsfertig,
EUROIMMUN

c)Negative Kontrolle: humaner Autoantikdrper-negativ, gebrauchsfertig, EUROIMMUN
d)Fluorescein-markierte Anti-Human Immunglobuline G der Ziege, gebrauchsfertig,
EUROIMMUN

e)Tween® 20 (Polysorbat 20), nichtionisches Detergens, Merck Chemicals

f)Herstellung von Phosphatgepufferter Salzlosung Tween® 20 (PBS Tween® 20), pH-Wert 7,2:
-8 Gramm NaCl,

-0,2 Gramm KCl

-1,44 Gramm Na2HPO4

-0,24 Gramm KH2PO4

-2 ml Tween® 20

Oben genannte Substanzen in 800 ml distilliertem H20 16sen und mit distilliertem H20 auf
einen Liter Volumen auffiillen.

g) Glycerol- Eindeckmedium, EUROIMMUN

h) Reagenztréiger fiir Objekttrager, EUROIMMUN

1) Deckgléser (23 mm x 62 mm), EUROIMMUN

j)Mikroskopie: Objektiv mit 40-facher Vergrosserung, Anregungsfilter: 488 nm, Farbteiler 510
nm, Sperrfilter: 520 nm

Lichtquelle: EUROIMMUN-LED

Standardchemikalien wurden von der Firma Merck Chemicals (Darmstadt) bezogen.

2.3. Methode

Es erfolgte eine Aufarbeitung der Serumproben mittels indirektem Immunfluoreszenztest mit
Hilfe der BIOCHIPs-TITERPLANE®- Technik, die von Euroimmun in Liibeck entwickelt
worden ist (Stocker et al. 2013).

2.3.1. Testsystem
Es handelt sich um ein Testsystem zur in vitro Analyse von menschlichen Antikdrpern im

Plasma, Serum oder Liquor. Diese Biochips werden auch zu kommerziellen Zwecken
standardisiert hergestellt, was bei der Herstellung der Gewebe und transfizierten Zellen aufgrund
der Massenproduktion die Variabilitit reduziert. Der Gebrauch von Biochips erlaubt eine
individuelle Zusammenstellung der zu testenden Substrate mit zeitgleichem Testdurchlauf. Es
handelt sich um eine einfach durchzufiihrende und im Vergleich zu anderen Methoden der

Antikorperdiagnostik zeitsparende Methode. In drei Schritten, zundchst mittels zweifacher
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Inkubation, dann mittels Mikroskopie, konnen Autoantikérper aus Patientenproben durch

Bindung an Antigene auf der Biochip-Platte nachgewiesen werden.

Gewebeschnitte @
ZeIIen .\'/

o
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Abbildung 4: Aufbau eines Objekttragers mit Biochips, die gefrorene Gewebeschnitte vom
Kleinhirn des Affen, vom Hippocampus der Ratte sowie rekombinante Zellsubstrate beinhalten.

(Quelle: Tatjana Trebesch)

2.3.2.Transfektion:

Die rekombinanten Zellsubstrate stellen das Antigensubstrat dar und wurden durch Antikorper
vermittelte Transfektion hergestellt. Die Transfektion beinhaltet das Einschleusen von DNA in
eukaryotische Zellen. Biochemisch wird ein Konjugat hergestellt, das in hohem Mafle an die
DNA bindet. Mittels zelluldrer Transportmechanismen gelangt das Konjugat in die Lysosomen
und von dort in den Zellkern. Bei der Antikdrper-vermittelten Transfektion wiederum stellt das
Konjugat ein Antikdrper gegen ein spezifisches Membranprotein dar. Rekombinante Zelllinien
wurden mit Expressionskonstrukten gegen diverse Proteinstrukturen transfiziert. Das
Expressionskonstrukt fiir die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis war die Rezeptor-Untereinheit
NR1. Weitere ausgesuchte Proteinstrukturen sind das mogliche Ziel diverser Autoantikdrper, die
differentialdiagnostisch bei anderen autoimmunen Enzephalitiden in Frage kommen. Mit Hilfe

dieser Methode kann eine standardisierte immunologische Analyse durchgefiihrt werden.
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2.3.3. Verdiinnung
Vorab erfolgte die Vorbereitung der Serumproben, wobei eine Verdiinnung mit PBS-Tween

Puffer im Verhiltnis 1: 10 durchgefiihrt wurde, d. h. es wurden jeweils 100 ul PBS-Tween und

11,1 pl unverdiinnte Probe griindlich gemischt.

_‘/ | ’ | } | } |/_ verdiinnte Proben
A A A A A

VKReagenztréger

Abbildung 5: Auftragen der verdiinnten Serumproben (Quelle: Tatjana Trebesch)

Diese verdiinnten Serumproben wurden auf einen Reagenztriger mit Vertiefungen unter
Vermeidung von Luftblasenbildung pipettiert. Pro Feld wurden 60 pl Testsubstanz der
Serumprobe aufgetragen. In jeden Test-Durchlauf wurden positive und negative Kontrollen

eingeschlossen. Die Serumproben der Kontrollen wurden vor Gebrauch erneut durchmischt.

2.3.4. Benetzung der Biochips mit Serumproben
Objekttrager mit Euroimmun Biochips, die gefrorene Gewebeschnitte (Kleinhirn des Affen und

Hippocampus der Ratte) sowie Euroimmun Biochips, die rekombinante Zellsubstrate (NMDAR-
NR1la, NMDAR-NR1a/NR2b, AMPAR-GIuR1/GluR2, DPPX-IF1, DPPX-IF2, GABAR-B1/B2,
LGI1, CASPR2, GLRA1b, GRM1, GRMS5, MOG, Tr/DNER, AQP4, GAD65, GAD67, ZIC,
ARHGAP26, Yo, amphiphysin, Hu, Ri, Mal, Ma2, CV2, Sox-1, recoverin) enthalten, wurden

mit Serumproben benetzt.

1_‘_1 T T—p— T— \ﬁ\objekttréger

Biochips
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|

Abbildung 6: Benetzung der Biochips mit Serumproben (Quelle: Tatjana Trebesch)

Reagenztrager

Die Objekttrager waren gebrauchsfertig und wurden bei Raumtemperatur gedffnet und in der
folgenden Viertelstunde inkubiert. Bei Proben, die Antikorper der Gruppen Immunglobuline A,
G oder M enthielten, banden diese Antikdrper an die Antigene.
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2.3.5. Inkubation
Um die immunologische Analyse zu standardisieren, war der Zeitpunkt, an dem die Biochip

Mosaike mit der fliissigen Substanz auf den Reagenztrigern in Verbindung gebracht wurden, fiir

alle Serumproben der Gleiche.

L,:-—————————\j\ Obijekttrager mit Biochips
[ Y W W %
Reagenztrdger

mit Serumproben

Abbildung 7: Inkubation der Biochips mit Serumproben (Quelle: Tatjana Trebesch)

Die mit Patientenserum benetzten Biochip Objekttriger wurden in den verschiedenen
Verdiinnungen bei Raumtemperatur iiber 30 Minuten inkubiert. Es erfolgt eine Reaktion der

NMDA-Antikorper oder anderer Autoantikorper mit den transfizierten Zellen des Testsubstrats.

2.3.6. Spiilung
Hiernach wurden sie mit PBS Tween Puffer iiberspiilt und weitere 5 Minuten bei

Raumtemperatur in ebendiesen Puffer getaucht.

Objekttrager mit Biochips

Phosphate Buffered Saline-TWEEN®

Abbildung 8: Spiilung des Biochip-Objekttrager mit PBS-Tween-Puffer (Quelle:
Tatjana Trebesch)

2.3.7. Markierung mittels Fluoresceinisothiocyanat-Antikorpern

Der Nachweis der nun gebundenen Antikorper erfolgt durch Hinzugabe von mit dem Fluorescein
verwandten Reaktivfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekennzeichneten Ziegen-Anti-
Human Antikorper der Gruppe IgG, IgA and IgM der Firma Euroimmun. Dieses Antiserum
wurde vor Gebrauch durchmischt. Auf jedes Feld des Reagenztrigers wurde erneut 60ul

markierten Antiserums mit Pipette aufgetragen.
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e ARRAD

/

Reagenztrager

Abbildung 9: Markierung mit mittels Fluoresceinisothiocyanat-Antikdrpern
(Quelle: Tatjana Trebesch)

Erneut wurde der Reagenztriger in die Vertiefungen des Objekttriagers gelegt, so dass eine
zeitgleiche Benetzung der Biochips erfolgte. Eine standardisierte Inkubation wurde bei
Raumtemperatur iiber 30 Minuten durchgefiihrt. Von diesem Zeitpunkt wurde eine direkte

Sonnenlichteinstrahlung auf die Objekttridger vermieden.

Zelle mit Antigen

spezifischer humaner Antikérper

Fluoresceinisothiocyanat

Fluoresceinisothiocyanat

Abbildung 10: Prinzip der Antikdrper-vermittelten Markierung mit

Fluoresceinisothiocyanat (Quelle: Tatjana Trebesch)
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2.3.8. Spiilung

Erneut erfolgte ein Spiilvorgang des Objekttrdgers, hierzu wurde der Objekttriger mit
Phosphatpuffer PBS Tween® abgespiilt und dann iiber 5 Minuten in den Phosphatpuffer

eingetaucht.

Objekttrager mit Biochips

Phosphate Buffered Saline-TWEEN®

Abbildung 11: Spiilung des Biochip-Objekttrager mit PBS-Tween-Puffer (Quelle: Tatjana
Trebesch)

2.3.9. Auftragen des Eindeckmediums

20 ul Glyerin wurden auf Deckgléser pipettiert und nach Abtrocknen des Objekttragers mit
einem Papier aus Zellstoff wurden diese auf die mit Glyzerin betropften Deckkglédser gelegt. Auf
diese Weise wurden die mit Biochips bestiickten Objekttriger zeitgleich mit der

Immersionsfliissigkeit umschlossen.

Eindeckmedium

....7‘;?

Deckglas

Objekttrager mit Biochips

Abbildung 12: Auftragen des Eindeckmediums (Quelle: Tatjana Trebesch)

2.3.10. Fluoreszenzmikroskopie
Die Objekttriger wurden mittels Fluoreszensmikroskopie unter 40-facher Vergrosserung

untersucht. Bei positiver Reaktion wird eine zytoplasmatische Fluoreszenz sichtbar, wobei die

Zellkerne nur wenig Farbstoff annehmen.
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40% i/ Fluoreszenzmikroskop
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Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopie in 40-facher Vergrosserung (Quelle:

Tatjana Trebesch)

2.3.11. Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie
Die Proben wurden je nach Ausmal} der Oberffldchen-Immunofluoreszenz und im Vergleich mit

nicht-transfizierten Zellen und Kontrollproben als negativ oder positiv beurteilt. Die Endpunkt
Titer bezogen sich auf die letzte Verdiinnung, die einen messbaren Fluoreszenzgrad zeigte.
Ausgangspunkt fiir Positivitdt war ein Titer von 1:10, zeigte sich bei einem Titer vonl:10 keine

Reaktivitdt, wurde die Probe als negativ beurteilt.

2.4. Statistik

Die Fallzahlschiatzung der vorliegenden Untersuchung wurde mit nQuery Advisor 3.0
durchgefiihrt. Dieser Fallzahlschitzung lag die Annahme zugrunde, dass fiir die vorliegende
Arbeit von 20 Patientinnen mit Teratomen und von 20 Patientinnen bzw. Probandinnen ohne
Teratome (20 gesunde Probandinnen und 20 Patientinnen mit anderen Ovarpathologien)
Serumproben und Gewebeproben gewonnen werden konnten. In diesem Fall sollte mittels eines
Chi-Quadrat-Tests und einem zweiseitigen Signifikanniveau von 0,05 und einer Power von 80%
die Hypothese, dass es zwischen den beiden Gruppen einen signifikanten Unterschied im
Auftreten von NMDA-Rezeptor-Antikorpern gibt, bestdtigt werden. Es wurde bei der
Fallzahlschitzung davon ausgegangen, dass sich in der Gruppe der 20 Probandinnen bzw.
Patientinnen mit anderen Ovarpathologien nur bei hochstens einer Frau NMDA-Rezeptor-
Antikorper nachweisen lassen, wéhrend das in der Gruppe der Patientinnen mit Teratomen bei
mindestens 4 Frauen der Fall sein sollte. Die gewonnenen Daten wurden mittels nQuery Advisor
3.0 ausgewertet. Zur biometrischen Auswertung wurden statistische Verfahren der deskriptiv-
explorativen Datenanalyse angewandt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Abhidngigkeit
vom Messniveau der jeweiligen Variablen mit Hilfe der gingigen deskriptiven Mal3zahlen (z.B.
Mittelwert, Median, Minimum, Maximum, etc.) bzw. durch Héufigkeitsaufzdhlungen
(prozentuale und absolute Haufigkeiten). Zur Veranschaulichung eines Merkmals in mehreren

Gruppen wurden Kreuztabellen erstellt. Zum Vergleich eines oder mehrerer Merkmale wurden
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paarige Balkendiagramme eingesetzt. Um die Patientinnenkollektive eindeutig voneinander
abzugrenzen, wurden verschiedene Farben eingesetzt. Eine graphische Darstellung erfolgte teils

durch Balkendiagramme.
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3. Ergebnisse

3.1. Studienteilnehmerinnen

Anti-NMDA-Rezeptor-Antikorper von 20 Frauen mit ovariellen Teratomen, von 11 Patienten
mit benignen oder malignen ovariellen Tumoren und von 4 gesunden Kontrollen wurden
bestimmt. Alle Patientinnen wurden aufgrund einer unklaren Tumormasse am Ovar vorstellig.

Bei allen Frauen wurden eine gynédkologische Untersuchung sowie ein transvaginaler Ultraschall

durchgefiihrt.

Diagramm 1: Verteilung der Studienteilnehmerinnen

204" .
O Ovarielles Teratom
15
10- M Ovarieller Tumor
5 maligne/benigne
O Gesunde Kontrollen
0 J

Studienteilnehmerinnen

Diagramm 2: Prozentuale Verteilung der verschiedenen Ovarialpathologien und gesunder

Kontrollen im Gesamtkollektiv der Studienteilnehmerinnen

OReife Teratome
B Endometriose des Ovars

O Serdses Zystadenom

O Ovarialkarzinom

B Ovarielle Metastase eines
Adenokarzinoms des Magens

O Muzinoses Zystadenom

M@ Luteinisierte Follikelzyste

O Abgekapselte Fettgewebsnekrose
des Ovars

B Ovarielles Fibrom
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3.2. Alter der Studienteilnehmerinnen

Die Studienteilnehmerinnen waren zwischen 23 und 70 Jahren alt. Das Durchschnittsalter der

Frauen lag bei 37 Jahren.

3.3. Cancer-Antigen 125

Der Tumormarker Cancer-Antigen 125 (CA-125) kann bei Frauen mit ovariellen Pathologien
erhoht sein. CA- 125 wurde bei 29 (83%) der Studienteilnehmerinnen bestimmt, davon litten 18
(51%) an einem Teratom des Ovars, 8 (23%) an einer anderen ovariellen Pathologie und 3 der
auf CA-125 getesteten Studienteilnehmerinnen waren gesund. Bei keiner Studienteilnehmerin

zeigte sich eine Erhohung des Ca- 125 Wertes, im Mittel lag der Ca-125-Wert bei 26 kIU/ml.

3.4. Tumorgrofle

Die an Teratomen leidenden Patientinnen hatten eine mittlere Tumorgrosse von 4,5 cm (2-
12cm). Die 11 Frauen mit benignen ovariellen Pathologien wurden hinsichtlich des Alters und
der Tumorgrdsse mit der Gruppe der Patientinnen mit Teratomen gematched. Die Tumorgrof3e

bei den Patientinnen mit ovariellen Verdnderungen lag im Mittel bei 5,5 cm (3 bis 14cm).

3.5. Neurologische Untersuchung

Bei keiner der Studienteilnehmerinnen fand sich ein pathologischer Befund bei der prédoperativen
neurologischen Untersuchung. Keine der Patientinnen und kein Individuum der Kontrollgruppe
litten an neurologischen Symptomen. Alle Patientinnen wurden Nachuntersuchungen zugefiihrt,
die mittlere Zeitspanne dieser Nachuntersuchungen betrug 13 Monate (6-20 Monate). Fiir
neurologische Auffalligkeiten oder Symptome ergab sich im Zeitraum der Nachuntersuchungen

bei keiner der Patientinnen ein Hinweis.

3.6. Operative Ergebnisse

Alle Tumore konnten laparoskopisch und ovarerhaltend vollstdndig entfernt werden. Bei keiner

der Patientinnen ereigneten sich pré-, intra- oder postoperative Komplikationen.

3.7. Histologische Untersuchung

Die histopathologische Untersuchung ergab bei 20 Patientinnen ein Teratom. Davon waren alle
20 Teratome reif Grad 0 nach der Grading-Einteilung von Gonzalez-Crussi. Eine weitere
Kategorisierung der Teratome erfolgte makroskopisch: 11 der reifen Teratome waren solide, 9

der reifen Teratome zystisch. Die histologische Untersuchung der Ovarialpathologien ergab bei

26



3. Ergebnisse

drei Patientinnen eine Endometriose des Ovars, bei zwei Patientinnen ein serdses Zystadenom,
bei einer Patientin ein muzindses Zystadenom, bei einer Patientin eine luteinisierte Follikelzyste,
bei einer Patientin eine abgekapselte Fettgewebsnekrose des Ovars, bei einer Patientin ein
ovarielles Fibrom, bei einer Patientin ein Ovarialkarzinom sowie bei einer Patientin eine

ovarielle Metastase eines Adenokarzinom des Magens.

3.8. Antikorpernachweis

Die Untersuchung auf Anti-NMDA-Rezeptor-IgG-Antikérper wurde durch die indirekte
Immunofloureszenz-Technik von Euroimmun durchgefiihrt. IgG-Antikérper gegen NMDA-
Rezeptor konnte weder bei einer Frau mit ovariellem Teratom noch bei einer Patientin mit

anderer Ovarpathologie noch bei einer gesunden Kontrolle nachgewiesen werden.

Abbildung 14: Beispiel eines Nachweises von Antikdrpern gegen NMDA-Rezeptoren mittels
indirekter Immunofluoreszenz. Das Patientenserum wurde hier auf Hippocampus der Ratte (a,
b), auf Affen Kleinhirn (c, d), auf HEK239 Zellen, die mit NMDA-Rezeptor transfiziert wurden
(e) sowie auf Kontroll-transtizierte Zellen (f) aufgetragen. Gebundene Antikorper wurden durch
FITC-markierte sekundére Anti-humane IgG-Antikorper detektiert. NMDA-positive-Patienten-
Antikorper banden spezifisch an Ratten Hippocampus, Kleinhirn des Affen und HEK293 Zellen,
die NMDA-Rezeptor exprimieren, jedoch nicht an Kontroll-transfizierte HEK293 Zellen (f).
NMDA-negative Proben auf Ratten Hippocampus und Affen Kleinhirn (b,f).

(Quelle: Frau Dr. Bianca Teegen)
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3.8.1. NMDA-IgA-Antikorper
Bei einer Patientin mit Teratom konnten NMDA-Antikorper der Klasse IgA in der Verdiinnung

1:32 nachgewiesen werden. Auffilligkeiten bei der neurologischen Untersuchung imponierten

bei dieser Patientin weder bei der Erst- noch bei den Folgeuntersuchungen.

3.8.2. GAD65-Antikorper
Bei einer Patientin mit benignem Zystadenom des Ovars konnten GADG65-Antikorper

nachgewiesen werden, die Probe zeigte eine starke Reaktion mit dem Zytoplasma von Purkinje
Zellen. Die Patientin litt an keinerlei neurologischer Symptomatik, auch in den nachfolgenden
Untersuchungen konnten keine neurologischen Auffalligkeiten, wie bespielsweise eine Ataxie

oder dhnliches gefunden werden.

Tabelle 1:Antikorpernachweise mittels Immunofloureszenz bei Studienteilnehmerinnen

Studienteilnehmerinnen N Anti- GAD65- NMDA IgA
NMDA  Antikérper  Antikorper

NR1/NR2 Verdiinnung
Antikorper 1:32

Patientinnen mit Teratom ‘ 0 0 1 ‘

20
Patientinnen mit anderen Ovarialpathologien | 11 0 1 0
Gesunde Probandinnen 4 0 0 0
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4. Diskussion

Die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist eine Erkrankung mit einer Assoziation zu ovariellen
Teratomen. Obwohl fiir diese Krankheit eine Antikdrper-vermittelte, auf die NR2-Untereinheit
des NMDA-Rezeptors zielende Pathogenese vermutet wird, ist man dieser bisher nicht auf den
Grund gekommen. Das Ziel unserer Studie war zu analysieren, ob Anti-NMDA-Rezeptor-
Antikorper bei Patientinnen mit Eierstock-Teratomen oder anderen ovariellen Pathologien
auftreten, ohne mit neurologischen Auffilligkeiten vergesellschaftet zu sein. Keine der
Patientinnen mit Teratomen oder anderen ovariellen Tumoren wiesen Anti-NMDA-Rezeptor-
Antikorper der Klasse IgG auf. Dennoch liefern unsere Daten einen wichtigen Beitrag zum

weiteren Verstdndnis liber die NMDAR-Enzephalitis.

4.1. Teratome und deren neurologische Bedeutung fiir Patienten

Paraneoplastische Syndrome des Gehirns und Nervensystems sind ein seltenes Phdnomen,
aufgrunddessen iiberrascht es nicht, da3 die Assoziation von NMDA-Rezeptor-Enzephalitis und
Teratomen erst 2007 beschrieben wurde (Dalmau et al. 2007). Die seither publizierten Fille iiber
NMDAR-Enzephalitis sind so zahlreich, dass die Vermutung, es handele sich um ein in seiner
Privalenz unterschitztes Krankheitsbild, statthaft ist. Ein Kausalzusammenhang beim
gleichzeitigen Auftreten von ovariellen Teratomen mit neurologischen Symptomen wurde frither
nicht erkannt oder als Fallbeschreibung meist akzidentell gewertet (Aydiner et al. 1998;
Kawaguchi et al. 1988; Nokura et al. 1997 und Taylor et al. 1999). Wotzke vermutete einzelne
neuropsychiatrische Symptome bei Patientinnen mit Teratomen sozusagen als Vorboten der
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis. (Wotzke, 2011). Die neurologischen und psychiatrischen
Symptome einer NMDA-Rezeptor-Enzephalitis sind mannigfaltig. Beschrieben sind mildere
Verlaufsformen mit Symptomen wie beispielsweise Cephalgie, Zunahme des Tonus und der
Rigiditét, fokale Epilepsie und orofaziale Dyskinesie bis hin zum klinischen Vollbild mit ihren
unter 1.5.3 beschriebenen unterschiedlichen Phasen und deren Symptome (Dalmau et al. 2011;
Florance et al. 2009; Priss et al. 2010; Seki et al. 2008; Gonzalez-Valcarcel et al 2010). Mittels
Fragebogen konnten Teratom-Patientinnen und Kontrollen mit anderen Ovarialpathologien
beziiglich des Auftretens psychiatrischer und neurologischer Symptome Auskunft geben.
Wotzke konnte darlegen, dass fiir Patientinnen mit Teratom kein erhohtes Risiko besteht an
neuropsychiatrischen Symptomen zu leiden oder an NMDA-Rezeptor-Enzephalitis zu erkranken

(Wotzke, 2011).
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4.2. Fehlende neurologische Symptome bei Patientinnen mit Teratomen

Unsere Studiengruppe wurde préoperativ von neurologischen Fachirzten untersucht. Bei allen
unseren Studienteilnehmerinnen war die korperliche neurologische Untersuchung unaufféllig. Es
ergab sich kein Hinweis auf das Vorliegen auch nur diskreter neuropathologischer
Verdanderungen, zumindest hinsichtlich einer klinischen Apparenz. Das Ziel mittels eines
Fragebogens Patientinnen mit NMDAR-Enzephalitis aus einem Kollektiv von Patientinnen mit
Teratom zu erkennen konnte von Wotzke nicht erreicht werden. Patientinnen mit Teratomen
dieser Studie hatten kein erhdhtes Risiko an NMDA-Rezeptor-Enzephalitis zu erkranken und
wiesen gegeniiber der Kontrollgruppe nicht vermehrt neurologische oder psychiatrische
Symptome auf. Wotzke legte in ihrer Arbeit den Fokus jedoch auf die Selbsteinschitzung der
Patientinnen, eine objektive neurologische Untersuchung erfolgte in dieser Studie nicht (Wotzke,
2011). Dennoch decken sich ihre qualitativen Daten mit unseren quantitativen Daten. Dies lésst
die Schlussfolgerung zu, dass das alleinige Vorhandensein eines Teratoms bei Patientinnen nicht
zu neuropsychiatrischen Symptomen fiihrt, sondern dass bei diesen auch die NMDAR-

Antikorperbildung vorerst unterbleibt.

4.3. Neuronales Gewebe

Teratome enthalten meist aus dem Ektoderm stammendes Nervengewebe mit Expression von
NMDA-Rezeptoren in der Zellwand, was als ein Mosaikstein beziiglich der Assoziation mit der
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis gesehen wird. Nervengewebe konnte 2008 in allen untersuchten
Teratomen der Fille von NMDA-Rezeptor-Enzephalitis mit Neoplasmen nachgewiesen werden.
(Dalmau et al. 2008). Eine Prdmisse der Produktion von Antikdrpern gegen den NMDA-
Rezeptor kann das Vorhandensein von neuronalem Gewebe sein. Die Prdsenz von
Nervengewebe in allen untersuchten Teratomen und den unterschiedlichen Anteil an Expression
von NMDA-Rezeptoren in Teratomen konnte 2009 belegt werden (Tiiziin et al. 2009). Dennoch
bleibt darauf hinzuweisen, dass auch bei Patientinnen mit Teratomen, die nicht an NMDA-
Enzephalitis litten, NMDA-Rezeptoren im Teratom nachgewiesen werden konnten (Tiiziin et al.
2009; Tachibana et al. 2010). Die Expression von NMDA-Rezeptoren in den Oozyten von
Ovarien gesunder Kontrollen kénnte zu der Entschliisselung der Pathogenese der NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis bei Patienten ohne Tumore beitragen. Das Vorhandensein der NMDA-
Rezeptor Expression in Tumoren oder im Ovar erklért jedoch nicht, wie es zur Auslésung der

Antikorperproduktion kommt.
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4.4. Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke

Bei inflammatorischen zerebralen Prozessen kommt es zu einem zeitweiligen Anstieg der
Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke. Die Griinde hierfiir sind bisher nicht vollstindig erfasst.
Hier ist ein weiterer Ansatzpunkt auf der Suche der Atiologie der NMDA-Rezeptor-
Enzephalitiden aber auch weiterer autoimmuner und paraneoplastischer Enzephalitiden.
Passagere Lisionen an der Blut-Hirn-Schranke beispielsweise posttraumatisch, postpartal oder
postinfektios (beispielsweise im Anschluss an eine Herpes-Enzephalitis) begiinstigen offenbar
die Produktion von NMDAR-Antikérpern (Hammer et al. 2013; Desena et al. 2014). In
zahlreichen Studien konnte bewiesen werden, dall Antikérper im Rahmen von autoimmunen
Ionenkanal-Erkrankungen die Blut-Hirn-Schranke passieren. Dennoch konnte Diamond
nachweisen, dass die Haptid-induzierten NMDA-Rezeptor-Antikdrper bei Méusen nur dann
Symptome hervorriefen, wenn vorab auch die Blut-Hirn-Schranke beeintrachtigt wurde
(Diamond et al. 2009). Martinez postuliert eine hirnregional unterschiedliche Durchléssigkeit
der Blut-Hirn-Schranke fiir Antikorper sowie fiir Plasmazellen, so dass die Auspridgung der
Krankheit, hier ,,Phiinotyp des Antikorper-Effekts® genannt, von dem Ort des Uberwindens der
Blut-Hirn-Schranke, von die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke erhohenden Faktoren sowie
von hirnregiondren spezifischen Antikorper- Transportern abhingen konnte (Martinez-Martinez
et al. 2013). Dies ist ein weiterer Baustein, der zum Verstindnis der so unterschiedlichen
Krankheitsverldufe der Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis beitragen konnte. Melzer geht davon
aus, dass im Rahmen von paraneoplastischen oder nicht paraneoplastischen neuronalen
Autoimmunerkrankungen aktivierte zytotoxische CD8 T-Zellen und Plasmazellen und deren
Antikorper die Blut-Hirn-Schranke auf para- und transzelluliren Wegen iiberwinden. Sicher
erscheint ihm, dass bei dieser Krankheitsentitdit Nervenzellen das Ziel genau angepasster
Immunantworten sind, seien sie nun T-Zell- oder Antikorper-vermittelt. Einen Unterschied sieht
er zwischen der spezifischen Antikorper-Antigen-Erkennung bei Autoantikérpern gegen
zellwandsténdige Proteinen wie beispielsweise die Ionophoren und den CD8-T-Zell-Reaktionen
auslosenden Antikdrpern gegen intrazelluldre Proteine, deren Produktion vermutlich durch den
MHC-II-Komplex antigenprésentierender Zellen an der Zelloberflache ausgelost wird (Melzer et
al. 2013). Die zellvermittelte Immunreaktion ist, wie auch die hierdurch ausgeldsten Symptome
Antigen- unspezifisch. Dies wiirde auch das schlechtere Ansprechen auf immunmodulatorische

Therapie der Autoimmunerkrankungen gegen intrazellulér lokalisierte Proteine erkldren.
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4.5. Prodromalsymptome

Patienten mit NMDA-Rezeptor-Enzephalitis leiden vor Ausbruch der Enzephalitis
anamnestischen Erhebungen zufolge héufig unter Fieber oder anderen grippedhnlichen
Symptomen, dies erweckt die Vorstellung, dass die folgenden immunologischen Prozesse durch
eine Infektion ausgelost wurden, beispielsweise durch eine Antikorper-Produktion begiinstigende
verstiarkte Immunantwort und/ oder durch Erhéhung der Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke
(Priiss et al. 2010). Umgekehrt konnte das Ausbleiben solcher immunstimulierender Ablaufe bei
unseren Patienten mit Teratomen die Abwesenheit nachweisbarer Anti-NMDA-Antikorper
erkliren. Unsere Patienten zeigten sich asymptomatisch beziiglich neurologischer
Auftilligkeiten. Demzufolge erscheint ein Screening auf Anti-NMDA-Rezeptor-Antikérper bei
Patienten mit Teratomen nur in den Féllen indiziert, bei denen es zu neurologischen Symptomen
kommt oder wenn Prodromalsymptome einer Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis identifiziert

werden konnen.

4.6. Lymphozyteninfiltration in ovariellem Gewebe als ein Mosaikstein hinsichtlich der
virusinduzierten Pathogenese

Interessant hinsichtlich der virusinduzierten Pathogenese der paraneoplastischen Form der
NMDAR-Enzephalitis ist die Ansammlung von Lymphozyten, insbesondere von zur humoralen
Produktion befdhigten B-Lymphozyten, in den Teratomen dieser Patientinnen (Tabata et al.
2013). Weitere histopathologischen Untersuchungen ovarieller Teratome von an NMDAR-
Enzephalitis erkrankten Personen ergaben ebenfalls intratumorale Lymphozyteninfiltrate
(Dabner et al. 2012). Die Antigen-prisentierende Funktion des Nervengewebes im Teratom bei
der paraneoplastischen Form der NMDA-Rezeptor-Enzephalitis ist zu postulieren. In Frage
kommt eine virusinduzierte Entziindungsreaktion im Teratom oder im Ovar, die konsekutiv eine
vermehrte Expression von NMDA-Rezeptoren im Teratom oder im Ovar und nachfolgend die
Antikorperproduktion auslosen. Es konnte sein, dass ovarielle Teratome, die groe Anteile an
Nervengewebe beinhalten, mit einem hoheren Risiko fiir den Ausbruch einer NMDA-Rezeptor-
Enzephalitis behaftet sind gegentliber Teratomen, die wenig Ektoderm abstammendes Gewebe

aufweisen.

4.7. Fehlende Antikorper-Titer bei Patientinnen mit Teratom

In unserem Studienkollektiv hatte keine der untersuchten Patientinnen mit Teratom NMDA-

Rezeptor-Antikorper der Gruppe IgG. Dalmau beschreibt seronegative Patienten mit
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Antikorpernachweis im Liquor. Bei 20% der Patienten mit NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
konnten bei Krankheitsbeginn keine Antikoérper im Liquor nachgewiesen werden, dieser
Prozentsatz sinkt mit Dauer der Erkrankung. Serumnegative Patienten mit positivem
Liquorbefund sind besonders bei verzogerter Diagnosestellung beschrieben. Er erachtet, dass bei
Patienten mit protrahiertem Verlauf kein Nachweis von Antikérpern im Serum erbracht werden
kann, wihrend im Liquor bereits Antikdrper nachzuweisen wéren (Dalmau et al. 2011). Es ist
denkbar, dass bei Patientinnen aus unserem Kollektiv keine NMDAR-Antikorper der Klasse IgG
im Serum nachweisbar waren, wéihrend bei Asymptomatik ein Antikorpernachweis im Liquor
hétte erbracht werden konnen. Eine Liquorgewinnung ist bei neurologisch unauffilligen
Patientinnen schwierig durchsetzbar und wurde von uns als zusétzliches diagnostisches Mittel
verworfen, da die hierfiir erforderliche Lumbalpunktion mogliche gesundheitliche Risiken
bergen wiirde. Die hohe Sensitivitit des Antikorpernachweises mittels Immunofluoreszenz 1asst
die Moglichkeit von falsch negativen Serumproben unserer Patientinnen unwahrscheinlich

erscheinen.

4.8. Fehlender Antikorpernachweis bei Patientinnen mit Teratomen und anderen
Pathologien des Ovars

Wir sahen beziiglich des Antikdrpernachweises keine Unterschiede in unserer Zielgruppe, den
Patientinnen mit Teratomen, versus der Kontrollgruppe, den Patientinnen mit anderen
Ovarpathologien. Unsere Daten weisen darauf hin, dass weder bei Teratom-Patientinnen noch
bei Frauen mit anderen Eierstockerkrankungen, die keine neurologischen Auftélligkeiten haben,
IgG Antikorper gegen NMDA-Rezeptoren zu finden sind. Dies gibt zu der Vermutung Anlass,
dass Teratome alleine nicht eine NMDA-Rezeptor-Enzephalitis auslosen. Die Frage, ob das
Screening auf NMDA-Rezeptor-Antikorper bei histologisch gesichertem Keimzelltumor

empfehlenswert ist somit mit ,,Nein“ zu beantworten.

4.9. Differentialdiagnostische Erwigungen

In der vorliegenden Arbeit wurden Patientinnen mit Eierstockerkrankungen sowie gesunde
Probandinnen hinsichtlich NMDA-Rezeptor-Autoantikorper gescreent. In der vergangenen
Dekade wurde zunehmend iiber durch Autoantikorper verursachte Enzephalitiden berichtet.
Hierbei kann eine Klassifizierung in Bezug auf das durch den Antikoérper bindende Antigen
erfolgen. Eine weitere Aufteilung ist einerseits in die paraneoplastischen Erkrankungen, die mit
onkoneuronalen Antikdrpern vergesellschaftet sind, die sich gegen intrazelluldre Antigene

richten, moglich. Auf der anderen Seite stehen die Enzephalitiden, die durch Antikdrperreaktion
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gegen neuronale zellwandstidndige Antigene ausgeldst werden. Onkoneuronale Antikorper sind
mit Auftreten von Malignomen assoziiert und 16sen paraneoplastische Syndrome vielfdltiger
Symptomvarianz aus. Beispiele fiir limbische Enzephalitis auslésende Antikorper gegen die in
der Zelle priasentierten Antigene sind Amphiphysin, Ri, Ta, CV2/CRMP-5, Mal, Yo und Hu.
Das mogliche Auftreten einer limbischen Enzephalitis durch diese Antikoérper machen sie fiir
differentialdiagnostische Erwédgungen interessant. Neuronale Antikdrper gegen Antigene in der
Zellmembran sind Anti-VGKC (gegen spannungsabhidngige Kaliumkanéle), genauer gegen die
mit dem Kanal verbundenen Proteinen LG1/LG2 und CASPR1/2, gegen GAD, AMPA und
gegen NMDA-Rezeptoren. (Dalmau et al. 2007; Graus et al. 2012; de Graaff et al. 2012;
Rosenfeld et al. 2012; Titulaer et al. 2014; Adamus 2009; Kerasnoudis et al. 2011; Jarius et al.
2013). Laut Dalmau sind limbische Enzephalitiden, die durch Antikorperreaktion gegen
intrazelluldre Antigene ausgelost werden, meist durch zytotoxische T-Zell-Reaktionen
charakterisiert und einer Therapie wenig zugdnglich. Demgegeniiber gibt es bei den gegen
Oberflachen-Antigen ausgelosten limbischen Enzephalitiden durchaus Therapieoptionen
(Dalmau et al. 2007). In der Literatur finden sich Hinweise zu Kreuzreaktivitdt beziechungsweise
zu der Uberlappung von autoimmunen Nervenerkrankungen. Beschrieben wurden Patienten mit
Multiple Sklerose beziechungsweise Neuromyelitis optica, ebenfalls eine Erkrankung aus der
Gruppe der demyelinisierenden Krankheiten, mit atypischen Symptomen bei denen Anti-
NMDA-Rezeptor-Antikorper nachgewiesen werden konnten. Desweiteren wurden bei NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis  Erkrankten simultan oder konsekutive Episoden von fir
demyelinisierende Erkrankungen typische Symptomen berichtet (Titulaer et al. 2014). Die
Patientinnen unserer Studiengruppe wurden auf alle in der Tabelle 2 aufgelisteten Antikdrper hin
untersucht. Wir konnten bei einer Patientin IgA Antikdrper gegen den NMDA-Rezeptor und bei
einer anderen Patientin GAD65 Antikdrper nachweisen. Es bleibt festzustellen, dass mit
zunehmendem Interesse an paraneoplastischen und nicht-paraneoplastischen neuronalen
Autoimmunerkrankungen sowie mit Verbesserung der Diagnostik nicht nur immer neue
Autoimmunantikorper entdeckt werden sondern dass auch Immunglobuline anderer Klassen bei

diesen Patienten als Zufallsbefund auftreten.
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Erkrankung/ Syndrom/
neuronaler Antikorper

Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis

Anti-GABA-Enzephalitis

Anti-LGI1 -Enzephalitis

Morvan Syndrom

Anti-AMPA-Rezeptor Enzephalitis

GADG65/ 67-positive Enzephalitis

Anti-Yo

Neuromyelitis optica

Anti-Tr-Antikorper

Anti-DPPX Enzephalitis

Anti-Hu- Antikorper

Targetprotein/
Rezeptorklasse

NMDA-Rezeptor

y-Aminobuttersdure
Rezeptor B1/B2

LGI1 (Leuzin-reiches-
Gliom-inaktiviertes
Protein)

CASPR2 (Contactin-
assozi. Protein) /
Spannunsanhéngiger
Kaliumkanal (VGKC)
Glutamat Rezeptor 1/2
(GluR1)/ (GluR2),
Untereinheit des Alpha-
Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-
Isoxazolepropionsiure
(AMPA)-Rezeptors
Glutamicaciddecarboxyla
se 65/ 67 kDalton

Yo (PCA-1),
Leuzinzipper Protein

Aquaporin-4 (AQP4),
Wasserkanalprotein /
Myelin-Oligodendrozyt-
Glykoprotein (MOG)
Tr/DNER Delta/Notch-
like epidermal growth
factor-related receptor, ein
Protein

im Cytoplasma der
Purkinje-Zellen

Dipeptidyl-Peptidase 6

(DPPX), Untereinheit des
KV4 Kaliumkanals

Hu (ANNA-1) , RNA-
bindendes Protein
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Antigen-
Lokalisation
Zellwand

Zellwand

Intrazellular

Zellwand

Zellwand

Zellwand

Zytoplasmatische
Proteine der
Purkinje-Zellen
des Kleinhirns
Zellmembran

Intrazellular

Zellwand

Intrazellular

Klinik

Limbische
Enzephalitis,
Schizophrenie
Limbische
Enzephalitis

Limbische
Enzephalitis,
paraneoplastische
cerebellédre
Degeneration
Limbische
Enzephalitis,
Morvan Syndrom

Limbische
Enzephalitis

Stiff-person-

Syndrom, limbische

Enzephalitis
Paraneoplastische
cerebellédre
Degeneration,
cerebelldre Ataxie
Schwere optische
Neuritis und
transverse Myelitis

Paraneoplastische
cerebelldre
Degeneration

ZNS-
Ubererregbarkeit
(Agitation,

Myoklonus, Tremor,

Epilepsie),
Diarrhoen durch

DPPX Expression im

mysenterischen
Plexus
Enzephalomyelitis,
limbische
Enzephalitis,
Hirnstamm-
Enzephalitis,
paraneoplastische
cerebelldre
Degeneration,
cerebelldre

Ataxie,

Maogliche(r)
assoziierte(r)
Tumor(e)

Teratome

Kleinzelliges
Bronchial-
Karzinom
Kleinzelliges
Bronchial-
Karzinom

Thymome

Kleinzelliges
Bronchial-
Karzinom,
Mamma-
Karzinom,
Thymom

Mamma-
Karzinom,
Ovarialkarzinom

Hodgkin
Lymphom

Kleinzelliges
Bronchial-
Karzinom,
muzinoser
Borderline

Oviarialtumor,

Harnblasen-

Karzinom
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Anti-Ri

Anti-Mal/Ma2

Anti-Amphiphysin

Ophelia Syndrom

Recoverin

Lambert-Eaton-myasthenisches-

Syndrom (LEMS)

Anti-CV2-Antikdrper

Anti-ZIC 4-Antikorper

Anti-ARHGAP26-Antikorper

Anti-GLRA 1b-Antikorper

Ri( ANNA-2), RNA-
bindendes Protein

Mal und Ma2,
neuronukleédre Proteine

Amphiphysin

Metobotropischer
Glutamat Rezeptor 1/5,
onconeuronales Antigen
Kalziumbindendes
Regulatorprotein der
Retina

Anti-Glia-nukleére-
Antikorper (AGNA)/Anti-
SOX1, Zellkernprotein
der Bergmann’schen
Gliazellen, Marker
neuronaler Stammzellen
CRM- Protein (Collapsin-
Response Mediator)

Zic4 (Zinkfingerprotein
4), ein
Transkriptionsfaktor mit
genaktivierender Funktion
RhoGTPase-
aktivierendes-Protein-26
der Purkinje-Zellen des
Kleinhirns

Alpha 1 b Untereinheit
des Glyzinrezeptor

Zelle ZNS

Zellkern

Zellwand

Intrazellular

Intrazellular

Intranukleédr

Intrazellular

Intrazellular

Intrazellular

Zellmembran

sensorische
Neuronopathie,

Trigeminusneuralgie,

gastrointestinale
Pseudoobstruktion
Hirnstamm-
Enzephalitis,
Opsoklonus,
Myoklonus

Limbische
Enzephalitis,
Hirnstamm-
Enzephalitis
Stiff-Person-
Syndrom,
Myelopathie,
Myoclonus,
Encephalomyelitis,
sensorische
Neuronopathie
Limbische
Enzephalitis

Paraneoplastische

Retinopathie

Cerebelldre
Degeneration,

sensible Neuropathie

Limbische
Enzephalitis,
sensible
Neuropathie,
cerebellédre
Degeneration
Paraneoplastische
cerebellédre
Degeneration,
cerebelldre Ataxie
Cerebelldre Ataxie

Erworbene

Hyperekplexie  des

Erwachsenen

Mamma-
Karzinom,
kleinzelliges
Bronchial-
Karzinom
Hodentumor

Mamma-
Karzinom,
kleinzelliges
Bronchial-
Karzinom

Hodgkin
Lymphom

Endometrium-
Karzinom,
kleinzelliges
Bronchialkarzinom
Kleinzelliges
Bronchialkarzinom

Thymom,
kleinzelliges
Bronchialkarzinom

Ovarielles
Adenokarzinom,
kleinzelliges
Bronchialkarzinom
Ovarialkarzinom

Tabelle 2: Auflistung der differentialdiagnostisch in Erwidgung kommenden, durch neuronale
Antikdrper induzierten Erkrankungen des zentralen und peripheren Nervensystems des
verwendeten zusammengestellten Biochips.

36



4. Diskussion

4.10. GAD 65 Antikorper

Bei einer Patientin unserer Studiengruppe konnten GAD65 Antikdrper, das heifit Antikorper
gegen das Enzym Glutamatdecarboxylase, nachwiesen werden. Das Immunofluoreszenz-Muster
des mit der Serumprobe dieser Patientin benetzten Biochips, der mit Kleinhirn des Affen
bestiickt war, wies in den Purkinje-Zellen eine wurmartige Farbung der Molekularschicht mit
Ausldufern auf. Dieses Muster wird moglicherweise durch die Anti-GAD Antikorper
hervorgerufen. Es wird, da Rho-GTPase-transfierte Zellen negativ, auch als PCA-2, also
zytoplasmatischer Purkinje Antikorper Typ 2, bezeichnet. Ein solches Immunofluoreszenzmuster
zeichnende und differentialdiagnostisch in Frage kommende zytoplasmatische Autoantikorper
gegen Kleinhirnzellen, wie beispielsweise ARHGAP26, Yo oder Tr/DNER, waren negativ. Es
sind Félle von GAD 65- Antikorper positiver limbischer Enzephalitis beschrieben worden, diese
Félle zeigten Besserung der klinischen Symptomatik nach immunmodulatorischer Therapie, die
auch mit einem Absinken der Antikorperspiegel vergesellschaftet waren (Sharma et al. 2012).
Die betroffenen Patienten leiden teilweise am sogenannten “Stiff-man-Syndrom”,
elektrophysiologische Untersuchungen zeigen eine dauerhafte Aktivitdt der Motoneuronen samt
zugeordneter Skelettmuskulatur. Andere Patienten werden mit NMDA-Enzephalitis -dhnlichen
Symptomen klinisch apparent (Solimena et al. 1988). Eine weiterfilhrende Untersuchung der
Patientin mit GAD 65-Antikorpern war nicht Teil des Studienprotokolls. Es bleibt somit offen,
ob eine weiterfilhrende neurologische Diagnostik, beispielsweise eine elektromyographische

Untersuchung Hinweise fiir einen insgesamt erhohten Muskeltonus hétten erbringen kdnnen.

4.11. IgA-NMDA-Rezeptor-Antikorper

Bei einer anderen Patientin unseres Studienkollektivs konnten Anti-NMDA-Rezeptor-Antikorper
der Klasse IgA, jedoch nicht der Klasse IgG nachgewiesen werden. Der Nachweis gelang in der
Verdiinnung 1:32, dies entspricht Angaben aus der Literatur. Diese Antikorper konnten bei
Patienten mit progressiven kognitiven Defiziten in derselben Dilution nachgewiesen werden
(Priiss et al. 2012). Es handelt sich dabei um Patienten mit einem Alter ab der sechsten
Lebensdekade. Auch bei Patienten mit Depression sowie Schizophrenie konnten IgA NMDAR-
Antikorper nachgewiesen werden (Steiner et al. 2013). In einer Studie konnten bei 3 von 4
Patienten mit subkortikaler vaskuldrer Demenz NMDA-Rezeptor-Antikorper aller Klassen im
Serum nachgewiesen werden; erwdahnenswert ist, dass dieselben drei Patienten an psychotischen

Symptomen litten (Busse et al. 2014). Bei Patienten mit nachgewiesener Anti-NMDA-Rezeptor-
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Enzephalitis konnten immerhin bei 31% der Patienten neben IgG auch IgA-Antikdrper gegen
NMDA nachgewiesen werden (Priiss et al. 2012). Priiss postuliert daher eine Pathogenitit dieser
Antikorper Klasse in Bezug auf die NMDA-Rezeptoren. Er konnte eine prasynaptische Bindung
der IgA-Antikorper nachweisen, die moglicherweise fiir Verdnderungen der Expression von
Synapsinen, synpatische Vesikel enthaltende Membranproteine, verantwortlich sind. Bei der
Inkubation von Nervenzellen aus dem Hippocampus mit NMDA- IgA-Antikorpern konnte das
Herunterregulieren von Synapsinen, veranschaulicht werden (Priiss et al 2012). Der von
Martinez beschriebene, durch Autoantikorper ausgeloste Verlust an Aktivitdt am lonenkanal der
synaptischen Rezeptoren wie beispielsweise der AMPA-Rezeptor und der NMDA-Rezeptor geht
ebenso nicht nur mit neuroinflammatorischen sondern auch mit neurodegenerativen Prozessen
einher (Martinez-Martinez et al. 2013). Der Frage nach der Seroprdavalenz von NMDA-Rezeptor-
Antikorpern bei dementen Patienten nachgehend, konnten eine Assoziation zwischen dem
Probandenalter und dem Auftreten von gegen den NMDA-Rezeptor gerichteten Antikorpern der
Klasse IgA, IgM oder IgG gesehen werden: je &lter desto hdufiger lieBen sich bei gesunden
Probanden diese Antikérper nachweisen (Busse et al. 2014). Eine Antikorperproduktion als
Ausdruck eines primiren neurodegenerativen Prozesses widerspricht, dass unsere Patientin zum
Zeitpunkt der Studie ein Alter von 26 Jahren hatte und dass bei der Patientin keine Hinweise fiir
ein kognitives Defizit vorlagen. Auch lassen sich bei vielen nachgewiesenen Fillen einer Anti-
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis zwar IgG-Antikorper jedoch nicht IgA Antikorper nachweisen. In
einer Studie aus dem Jahr 2012 zeigte Priiss, dass bei 30% der Patienten mit einer Herpes-
simplex-Enzephalitis NMDA-Antikorper der Gruppe IgA, IgG und IgM detektiert werden
konnten. Da es bei immunokompetenten Patienten mit Herpes-Enzephalitis hiufig zu einem
ausgepragteren Krankheitsbild gegentiber milderen Verldufen bei Patienten mit eingeschranktem
Immunsystem kommen kann, vermutet man sekunddre autoimmunologische Prozesse als
Ursache (Priiss et al. 2012). Die genaue Bedeutung dieser IgM und IgA-Antikorper ist nicht
gesichert. Warum ein Wechsel zur Produktion von IgG-Antikdrpern in vielen Fillen unterbleibt,
sollte Gegenstand weiterer Studien sein. Denkbar ist eine ausbleibende B-Zell-Aktivierung ohne
oder mit Vorhandensein eines Tumors oder aber eine unzureichende CD4-T-Zell-vermittelte
Immunantwort, die zur B-Zellaktivierung vonnéten ist.

Die empfehlenswerte magnetresonanztomographische Untersuchung des Schidels sowie eine
Liquoruntersuchung wurden bei der Patientin mit Nachweis von Anti-NMDA IgA-Antikorpern
nicht durchgefiihrt.
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4.12. Fehlende Untersuchung von NMDA-Autoantikorpern im Liquor

Der Nachweis von Anti-NMDA-Rezeptor-Autoantikdrpern wird iiblicherweise bei Fillen von
Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis routinemaBig sowohl in Serum- als auch in Liquor-Proben
durchgefiihrt. Auch sind die Antikorper-Spiegel im Liquor hdufig hoher als im Serum, was auf
eine intrathekale Antikdrperproduktion und auf eine Migration von B-Zellen iiber die Blut-Hirn-
Schranke schlieBen ldsst. Nach erfolgreicher Behandlung konnten Anti-NMDA-Rezeptor-
Antikorper nach wie vor im Liquor, jedoch nicht mehr im Serum nachgeweisen werden.
(Dalmau et al. 2011; Dalmau et al. 2008; Suh-Lailam et al. 2013). In unserer Studie wurden
keine Daten beziiglich Liquoruntersuchung erhoben. Dies impliziert, dass wir potenziell eine
Minderzahl an positiven Féllen iibersehen haben konnten. Titulaer sieht ein 15% Risiko fiir
falsch-negative oder falsch-positive Resultate im Fall einer Antikdrperbestimmung die, wie in
der vorliegenden Arbeit, nur aus Serumproben erfolgt. Er postuliert eine Liquoruntersuchung
mittels die GIuN1- oder GluNI1/2-Untereinheit des NMDA-Rezeptors exprimierende
transfizierten HEK (human embryonic kidney)- Zellen sowie zur Risikoreduktion eine
zusitzliche Testung, beispielsweise mittels Immunhistochemie (Titulaer et al. 2014). Gresa-
Arribas beschrieb jiingst eine 100- prozentige Sensitivitit der Liquoruntersuchung auf NMDA-
Antikorper bei 250 an NMDA-Enzephalitis erkrankten Patienten; im Serum konnten
demgegeniiber nur bei 214 der 250 Patienten Antikorper festgestellt werden. Dies entspricht
einer Sensitivitdt von 85,6% (Gresa-Arribas et al. 2014). Bei einer im Hinblick auf die
Seropravalenz von NMDA-Rezeptor-Antikorpern weiteren Untersuchung konnte der Nachweis
von NMDA-Rezeptor-Antikorpern bei Probanden lediglich im Serum gelingen, die
Liquoruntersuchungen waren negativ hinsichtlich eines Antikorpernachweises (Busse et al
2014). Indes haben wir aufgrund ethischer Griinde keine Liquorproben von Patientinnen oder
Kontrollen gewonnen. Dessen ungeachtet sollten bei Patienten mit Prodromalzeichen und
neurologischer Symptomatik oder aber bei Symptomen einer Enzephalitis Liquorproben wenn
moglich gewonnen werden. Zudem sollten die Patienten sofort hinsichtlich der Prdsenz von
Teratomen oder weiterer Tumore untersucht werden, da die rasche Entfernung dieser Tumore

den Krankheitsverlauf immens verbessern konnte.

4.13. Ovarpathologien und das folgende operative Prozedere

Die Einteilung der Ovarpathologien erfolgte intraoperativ klinisch und makroskopisch durch den
Operateur sowie im Anschluss mittels histologischer Differenzierung durch den Pathologen. Die
Altersgruppe der Patientinnen mit NMDA-Rezeptor-Enzephalitis und Teratomen liegt meistens

im fertilen Alter. Eine Malignitit der Ovarialprozesse ist unwahrscheinlich aber nicht
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auszuschlieBen. Man sollte die Patientinnen jedoch dringend Ovar-erhaltend operieren. Eine
laparoskopische Entfernung ist die Standardtherapie bei Patientinnen mit benignen ovariellen
Teratomen. Eine Laparatomie ist bei fast keiner Tumorgrofe indiziert (Mais et al. 2003;
Briones-Landa et al. 2010). Es gibt keinen Grund, Patientinnen mit Teratomen zu
laparotomieren. Wenn eine Malignitét zu befiirchten ist, kann minimal-invasiv operiert und der
Befund onkologisch sicher im Bergebeutel entfernt werden. In unserer Studie konnten wir
ebenso untermauern, dass dieses Vorgehen effizient und sicher ist. Dies deckt sich mit weiteren
Studien, die ein minimal-invasives Procedere der Laparatomie vorziehen (Howard 1995;
Godinjak et al. 2011; Tsikouras et al. 2008). Fiir die endokrinologische Situation der
Patientinnen ist eine Adnexektomie katastrophal. Es gibt keine belastbaren Daten dazu, dass die
vollstindige Adnexektomie die Prognose von Patientinnen mit NMDA-Rezeptor-Enzephalitis
verbessert. Gu ist der Meinung, dass die komplette chirurgische Resektion des Teratoms
Therapie der Wahl bei symptomatischen Patienten ist. Eine nicht vollstdndige Entfernung durch
Adhésion am umgebenden Gewebe birgt laut Gu die Gefahr des Wiederauftretens der NMDA-
Rezeptor-Enzephalitis (Gu et al. 2010). Ein besseres Outcome kann laut Lo durch ziigige
komplette Tumorentfernung erzielt werden (Lo et al. 2010). lizuka sieht die Teratomentfernung
zwiespiltig. Er konnte zeigen, dass Patientinnen auch ohne Teratomentfernung gesunden
konnen, wobei zwei der von ihm  beschriebenen Patientinnen eine deutlich lidngere
intensivmedizinische Behandlung bendtigten: 6 bzw. 9 Monate versus durchschnittlich 3 Monate
bei Patientinnen mit Tumorentfernung (lizuka et al. 2008). Daher empfiehlt er bei negativer
Bildgebung eine explorative Laparoskopie (lizuka 2009). Boeck postuliert sogar eine
Ovarektomie bei bildmorphologisch nicht darzustellendem Teratom, da bei einer Patientin ein
okkultes Teratom im Ovar gefunden werden konnte und sich nach Entfernung der Eierstocke
eine markante klinische Verbesserung zeigte (Boeck et al. 2013). Auch Cleverly beflirwortet
eine Ovarektomie, da kleine versteckte Teratome sonst iibersehen werden konnten (Cleverly et
al. 2014). Einer Keilbiopsie des Ovars wie von Boeck alternativ zur Ovarektomie vorgeschlagen,
einer Ovarektomie oder einer explorativen Laparaskopie steht Acién kritisch gegeniiber.
Teratome konnen auch extraovariell auftreten, autoimmune Enzephalitiden konnen auch ohne
Teratome auftreten und eine bilaterale Adnexektomie konnte histologisch unauffillige Ovarien
enthiillen und fiir die meist fertilen Patientinnen in der Kastration miinden (Acién et al. 2014).
Tanyi empfiehlt bei negativer Tumorsuche eine immunmodulatorische Therapie und
periodisches Tumorscreening (Tanyi et al. 2012). Mit unserer Studie konnten wir untermauern,

dass ein Ovarerhalt sicher und mdoglich ist.
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4.14. Fertilititserhalt bei minimal-invasivem operativem Vorgehen

Eine komplette Ovarektomie erhoht das Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und
Osteoporose dramatisch. Ghaemmaghami evaluiert das fertilititserhaltende operative Vorgehen
bei Patientinnen mit ovariellen Tumoren und bejaht dieses (Ghaemmaghami et al. 2010). Selbst
bei Malignitdt der ovariellen Tumore bei Kindern und jugendlichen Erwachsenen konnte ein
Fertilitdtserhalt klar befiirwortet werden, die Prognose ist laut Abdel-Hady el-S exzellent (Abdel-
Hady el-S et al. 2012). Ein sorgféltiges Abwigen der Risiken der Salpingoophorektomie bei
Patientinnen mit Teratomen und NMDA-Rezeptor-Enzephalitis sollte hinsichtlich der
Hormonsubstitution und Fertilitit gegeniiber der nur potentiellen neurologischen Genesung
unbedingt erfolgen, zumal auch ohne Tumorentfernung Remissionen beobachtet werden.
Beziiglich der Fertilitit und des prospektiven Kinderwunsches sollte im Falle einer
erforderlichen Entfernung der Ovarien so viel ovarielles Gewebe wie moglich erhalten werden
und / oder Kryokonservierung angeboten werden. Etablierte Methoden der Kryokonservierung
wie beispielsweise die Vitrifikation sind erprobt und empfehlenswert. Die Vitrifikation ist eine
Methode zur Tiefgefrierung von Eizellen, Vorkernstadien und Embryonen. Die Zellen werden
auf -196°C schockgefroren. Aktuell wird die Kryokonservierung von Eizellen oder von
befruchteten Eizellen als Therapie der Wahl gesehen. Aber auch die Kryokonservierung von
ovariellem Gewebe und deren Transplantation nach erfolgter Bestrahlung und Chemotherapie
bei Tumorpatientinnen ist beziiglich des obstetrischen Outcomes erfolgsversprechend (Kovacs
2014). Letztere sollte insbesondere erwogen werden, wenn eine hormonelle Stimulation zur
Gewinnung von Eizellen kontraindiziert ist (Vulliemoz et al. 2014). Ein weiterer experimenteller
Ansatz ist die hormonelle Unterdriickung der Eierstocke wéhrend der Chemotherapie mit
luteinisierendem Gonadoliberin (Lambertini et al. 2014). De Vos sieht die Eizell-Vitrifikation
und die Eizellreifung in vitro und deren Transplantation sowie die Kryokonservierung von
Eierstockgewebe und die Hormontherapie mit luteinisierendem Hormon Releasing-Hormon als
Eizellschutz vor den schidigenden Einfliissen einer Chemotherapie als Methoden, die noch in
den Kinderschuhen stecken (De Vos et al. 2014). Aktuell und insbesondere fiir die Zukunft
bedeuten diese Methoden fiir Frauen mit Tumorerkrankungen des Eierstocks die Moglichkeit,
ithren spéteren moglichen Kinderwunsch erfiillen zu konnen und damit einhergehend ein besseres

Coping mit ihrer Erkankung.
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Die Assoziation zwischen Teratomen des Eierstocks und Anti-NMDA-Rezeptor-Antikorpern,
die zu NMDA-Rezeptor-Enzephalitis fiihren, ist nachgewiesen. Die NMDAR-Enzephalitis ist
durch unterschiedliche Phasen charakterisierbar. Das Prodromalstadium, das symptomatisch
einer unspezifischen viralen Infektion gleicht, wird von mannigfachen psychiatrischen
Symptomen abgeldst, die mit fokalen oder generalisierten epileptischen Anfdllen einhergehen
konnen. Im Folgenden kommt es zu Verdnderungen der Vigilanz und zu Storungen des
vegetativen, autonomen Nervensystems, welches die Einstellung vitaler Korperfunktionen
reguliert und aufrechterhdlt. Hieraus resultiert hdufig eine umfassende Intensivpflichtigkeit,
letztlich kommt es zur Rekonvaleszenz oder die Krankheit nimmt einen letalen Verlauf. Als
auslosend werden IgG Antikorper gegen den primdr im Zentralnervensystem vorkommenden,
membranstdndigen NMDA-Rezeptor angesehen. Teratome sind als Keimzelltumore in der Lage
jedes menschliche Gewebe auszubilden. Dem Ektoderm abstammendes neuronales Gewebe
wurde in allen untersuchten ovariellen Teratomen gefunden. Es handelte sich sowohl um
Teratome von Patienten mit NMDA-Rezeptor-Enzephalitis als auch um Teratome von ansonsten
gesunden Patienten (Dalmau et al. 2008; Tachibana et al. 2010; Tiiziin et al. 2009). Wenn die
Vorbedingung zur Produktion von NMDA-Rezeptor-Antikorpern das Vorhandensein von
NMDA-Rezeptoren ist, so bestdtigt der Nachweis von NMDA-Rezeptoren sowohl in Teratomen
als auch in gesundem ovariellem Gewebe die Vermutung, dass noch unbekannte
pathophysiologische Mechanismen zur Entstehung einer autoimmunen Enzephalitis erforderlich
sind (Tachibana et al. 2013). Diskutiert wird bespielsweise eine virale Infektion, die die
Antikorperproduktion gegen NMDA-Rezeptoren durch Kreuzreaktivitiat der Epitope des Virus
und des NMDA-Rezeptors im Immunsystem anfacht. Wir stellten die Hypothese auf, dass sich
bei Patientinnen mit Teratomen signifikant hdufiger NMDA-Rezeptor-Antikdrper nachweisen
lassen und verglichen diese Zielgruppe mit gesunden Probandinnen und Patientinnen mit
anderen Ovarialpathologien. Wir untersuchten die Patientinnen unseres Studienkollektivs
hinblicklich neurologischer Symptome klinisch, charakterisierten die minimal-invasiv operierten
Teratome und die anderen ovariellen Tumore histologisch und fiihrten eine immofluoreszenz-
basierten Antikorpersuchtest auf neuronale Antikorper durch. Die klinischen neurologischen und
gyndkologischen Untersuchungen, die Operationen und Sammlung der Serumproben sowie die
histopathologische Untersuchungen erfolgten in der gynékologischen und pathologischen
Abteilung der  Universidtsklinik  Charit¢  Mitte. Die  immunofluoreszenzbasierte

Antikorperuntersuchung erfolgte bei Euroimmun in Liibeck. Die Teratom-Patientinnen hétten
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bei Hypothesebestitigung durch eine raschere Diagnosestellung vor Manifestation
neurologischer Symptome mittels Antikdrper-Screening von einer zeitigeren operativen und/
oder immunmodulatorischen Therapie profitieren konnen. Signifikante Unterschiede zwischen
den Studiengruppen hitte ein Screening auf NMDA-Rezeptor-Antikorper bei Teratom-
Patientinnen somit validiert. Dem entgegengesetzt belegt unsere Studie, dass die Bestimmung
von Anti-NMDA-Rezeptor-Antikoérpern bei neurologisch asymptomatischen Patienten mit
ovariellen Teratomen oder anderen Ovarpathologien nicht sinnvoll ist. Systematisches
Antikorper-Screening von Teratom-Patientinnen ist beziiglich der zeitlich frither determinierten
Diagnosestellung einer NMDAR-Enzephalitis nicht erfolgsversprechend. Diese Ergebnisse
stimmen mit vorangehenden, durch Fragebogen erhobenen qualitativen Daten {iberein, die
zeigen konnten, dass neuropsychiatrische Symptome bei Patienten mit Teratomen nicht hdufiger
auftreten (Wotzke, 2011). Eine weitere Studie iiber die Seroprdavalenz von NMDA-Rezeptor-
Antikorpern konnte ebenfalls keinen statistischen Unterschied zwischen gesunden Probanden
und Demenzkranken erbringen (Busse et al. 2014). Gleichwohl liefert diese Arbeit wertvolle
Informationen hinsichtlich dem ovarerhaltenden minmial-invasivem operativen Vorgehen und
damit zum Fertilititserhalt fiir die von Ovarpathologien betroffenen Patientinnen. Die hier
erhobenen Daten zur Seropridvalenz von NMDA-Rezeptor-Antikdrpern ermuntern zu weiteren

Untersuchungen auf neuronale Antikorper bei neuropsychiatrisch auffilligen Patienten.
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ANNA-1/2
AQP4
CASPR2
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DNER

DPPX
EEG
FLAIR
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GADG65

GLRAIDb
GluR1/2
Hu-Antigen

Ig

LGI1

Mal und 2
MHC-II-Komplex

MMF
MOG
MRT
NMDA
NMDAR
Ri-Antigen

Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionsdure
Antineuronaler-nukledrer Antikdrper 1 oder 2

Aquaporin-4

Contactin-assoziiertes Protein 2

Collapsin-Response Mediator

Desoxyribonucleinsiure

Notch-like epidermal growth factor-related-Rezeptor, entspricht dem Tr-
Antigen

Dipeptidyl-Peptidase dhnliches Protein 6

Elektroenzephalogramm

fluid attenuated inversion recovery, einer MRT-Sequenz zur
Differenzierung zwischen freier und gewebsgebundener Fliissigkeit
Gamma-Amino-Buttersdure

Glutamicaciddecarboxylase 65 kiloDalton

Alpha 1 b Untereinheit des Glyzinrezeptors

Glutamat Rezeptor 1/ 2

RNA-bindendes Protein

Immunglobuline

Leuzin-reiches-Gliom

neuronukledre Proteine

Haupthistokompatibilitdtskomplex II oder Major Histocompatibility
Complex 11

Mycophenolat-Mofetil

Myelin-Oligodendrozyt-Glykoprotein

Magnetresonanztomographie

N-Methyl-D-Aspartat

N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor

RNA-bindendes Protein
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VGKC
WHO
Zic4
ZNS

Querrelaxationszeit, eine Zeitkonstante
Magnetresonanztomographie

Spannunsanhingiger Kaliumkanal

World Health Organization

Zinkfingerprotein 4

Zentralnervensystems
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