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1 Zusammenfassung

Hintergrund. Seit Antikorper gegen die NR1-Untereinheit des in der Zellmembran gele-
genen N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptors (NMDAR) bei Enzephalitispatientinnen identifiziert
wurden, folgten zahlreiche weitere Erstbeschreibungen neuronaler Oberflachenantikérper im
Zusammenhang mit autoimmunen Enzephalitiden. Aulerdem werden maternale neuronale
Oberflachenantikorper als Ursache fiir neuropsychiatrische Entwicklungsstorungen der Nach-
kommen diskutiert. Um die klinisch-diagnostische Rolle der neuen Oberflichenantikérper zu
beurteilen, ist die Kenntnis ihrer Pravalenz in Kontrollgruppen wesentlich. Die Hypothese
dieser Arbeit lautet, dass neuronale Oberflichenantikorper bei Miittern von Kindern mit
neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung (MPE) héaufiger als bei Miittern gesunder Kinder
(KM) sind.

Methoden. Fiir eine umfassende Darstellung der Literatur wurde die PubMed-Datenbank
auf Studien durchsucht, die Kontrollserum oder -liquor auf mindestens einen von 22 zuvor
definierten Oberflaichenantikorpern testeten. Zwischen 2015 und 2017 wurden 123 Seren von
MPE, 110 von KM und 21 Seren kinderloser Frauen (KW) akquiriert. Diese Seren wurden
auf neuronale Antikérper mittels Immunhistochemie (IHC) auf Maushirnschnitten sowie mit
einem FACS-Assay auf NMDAR/NRI1-Antikorper getestet. Fiir einen Uberblick iiber mog-
liche Antikérper erfolgten durch ein Routinelabor THC- und zellbasierte Assays (CBA) auf
17 Oberflachenantikorper und 15 intrazelluldr bindende Antikorper.

Ergebnisse. Die Literaturrecherche identifizierte zwischen 1974 und 2016 bei Kontrollen
115.005 Antikorpertests fiir Oberflichenantikorper. Im CBA (81% aller Tests) waren 1,1%
der Kontrollpopulationen positiv, im FACS-Assay 2,35% und in anderen Methoden 5,81%.
Gesunde hatten mit 0,23% die niedrigste Pravalenz. Limitationen der Literatur sind der
Mangel an Studien mit systematischem Einschluss grofler Kontrollkohorten sowie an Liquor-
daten. In der eigenen IHC konnten Antikorper gegen intrazellulire Antigene, aber nicht gegen
Oberflachenantigene gefunden werden. Im kommerziellen CBA waren 0,23% der Oberflachen-
antikorpertests positiv. Entgegen der Hypothese waren Oberfléchenantikérper bei MPE nicht
haufiger als bei Kontrollen. Acht der KM und KW hatten Antikorper gegen GlyR (n=7, eine
mit zusétzlich NMDAR/NRI1-Antikoérpern), AQP4 und NMDAR/NRI1 (je n=1). Unter den
MPE war eine Probe positiv fiir GABAbR-Antikorper. Der FACS-Assay ergab dagegen si-
gnifikant hohere NMDAR/NR1-Antikorpertiter bei MPE (p=0,03). Bei einem Schwellenwert
von 2 Standardabweichungen tiber dem Mittelwert waren 7,5% der MPE und 1,9% der KM
Anti-NMDAR/NR1-positiv, ohne Korrelation zu einer psychiatrischen Diagnose des Kindes.



Schlussfolgerung. Neuronale Oberflichenantikérper konnen aufgrund ihrer niedrigen Prava-
lenz bei Gesunden unter Einbeziehung der Klinik als diagnostisches Mittel geeignet sein.
Die Hypothese, Oberflachenantikérper seien haufiger bei MPE als bei KM, kann hier nicht
eindeutig belegt werden. Unterschiedliche Ergebnisse im CBA und FACS-Assay weisen auf
mogliche technische Schwierigkeiten bei der Testung von Seren Gesunder hin. Weitere be-
lastbare Forschungsdaten erfordern epidemiologische Studien mit Liquorproben, einen sys-
tematischen Einschluss Gesunder und MPE, sowie eine Optimierung des FACS-Assays fiir
NMDAR/NR1-Antikorper.

2 Abstract

Background. Since the discovery of antibodies against the NR1 subunit of the N-methyl-D-
aspartate-receptor (NMDAR) on neurons’ cell surfaces in patients with encephalitis, many
other novel neuronal cell surface antibodies (NSAbs) have been identified related to autoim-
mune encephalitis. Further, maternal NSAbs may cause psychiatric disorders in the offspring.
The knowledge of NSAbs’ prevalence in control groups is crucial in order to determine the
clinical and diagnostic role of these novel antibodies. This dissertation hypothesizes that
NSAbs are more frequent in mothers of children with psychiatric disorders (MPE) than in
mothers of healthy children (KM).

Methods. The PubMed-database was searched systematically for studies that tested con-
trol serum or cerebrospinal fluid (CSF) for at least one of 22 initially defined NSAbs. From
2015 to 2017, 123 sera from MPE, 110 from KM and 21 sera from women without children
(KW) were collected. These sera were tested for NSAbs by immunohistochemistry (IHC) on
mouse brain sections and for NMDAR/NR1 antibodies by FACS analysis. Commercial ITHC
and cell-based assays (CBA) were conducted by a routine laboratory for 17 NSAbs and 15

antibodies against intracellular antigens.

Results. Literature research identified 115.005 antibody tests for NSAbs in controls bet-
ween 1974 and 2016. CBAs (81% of all tests) yielded 1.1% positive results in controls, FACS
assays 2.35% and other methods 5.81%. NSAbs were least frequent in healthy controls (HC,
0.23%). However, studies that systematically included large control groups and data on CSF
samples were lacking. The own IHC revealed antibodies against intracellular antigens but
no NSAbs. 0.23% of all tests for NSAbs in MPE, KM and KW were positive by CBA.
Contrary to the hypothesis, NSAbs were less frequent in MPE than in controls. Eight con-
trol individuals had antibodies against GlyR (n=7), AQP4 and NMDAR/NRI1 (n=1 each).
One MPE had GABADBR antibodies. However, FACS analysis showed significantly higher



NMDAR/NRI1 antibody levels in MPE (p=0.03). 7.5% of MPE and 1.9% of KM had NM-
DAR/NRI antibodies without correlation to a child’s psychiatric diagnosis.

Conclusion. Considering the low prevalence in HC, NSAbs may be a useful diagnostic
tool in an appropriate clinical context. The data does not clearly support the original hypo-
thesis. Different results in CBA and FACS indicate possible technical difficulties in testing
serum from HC. Further epidemiological studies with CSF samples, systematic inclusion of

HC and MPE as well as optimizing the FACS assay for NMDAR/NR1 antibodies would be

necessary.



3 Einleitung

3.1 Neuronale Antikorper und ihre klinische Relevanz

Die Beschreibung eines neuen Antikorpers bei zwolf jungen Frauen mit Enzephalitis und
Ovarialteratom im Jahre 2007 hat in Neurologie und Psychiatrie weitreichende Wellen ge-
schlagen [51]. Gerichtet war dieser Antikorper gegen NMDA-Rezeptoren, das sind ionotrope
Glutamatrezeptoren, die eine wichtige Funktion fiir die synaptische Plastizitat haben [18].
Aufgrund der Assoziation mit einem Teratom wurde zunéchst von einer paraneoplastischen
Enzephalitis bei jungen Frauen gesprochen [18][51].

Als paraneoplastisch werden Syndrome bezeichnet, die im Zusammenhang mit einer Krebser-
krankung entstehen, jedoch nicht durch den Tumor, dessen Metastasen oder Therapie be-
dingt sind [20]. Am héufigsten sind nicht-neurologische Syndrome wie das SIADH (Syndrom
der inaddquaten ADH-Sekretion). Neurologische paraneoplastische Syndrome umfassen un-
ter anderen die limbische Enzephalitis, Enzephalomyelitis, Hirnstammenzephalitis, subakute
Kleinhirndegeneration und subakute sensorische Neuropathien. Assoziierte Tumore sind vor
allem kleinzellige Bronchialkarzinome, gynékologische Tumore, Thymome und Lymphome
[20]. Die Prognose wird im Allgemeinen als schlecht bewertet, die Behandlung zielt haupt-
sachlich auf die Tumortherapie und zudem sprechen Immunsuppressiva kaum an [18][30].
Gleichwohl wird eine immunvermittelte Genese angenommen; gestiitzt durch den Nachweis
von Antikérpern als diagnostisches Kriterium. 1985 wurde der erste paraneoplastische An-
tikorper gegen neuronale Nuclei bei zwei Patienten mit Lungenkarzinom und subakuter
sensorischer Neuropathie beschrieben und als Anti-Hu bezeichnet [29]. Gem48 einer neueren
Studie zu Hu-Antikorpern, treten 70 % der paraneoplastischen Syndrome bereits vor der
Tumordiagnose auf [30]. Berticksichtigt man, dass der Nachweis gut charakterisierter neuro-
naler Antikérper wie Anti-Hu in tiber 95 % der Félle mit einem Tumor assoziiert sind [20], so
wird der grofe diagnostische Wert dieser Antikérper deutlich. Die konkrete biologische Rolle
der Antikorper ist jedoch bis heute unbekannt. Aufgrund der intrazelluldren Lokalisation
wird nicht von einer direkt pathogenen Funktion ausgegangen, sondern eher von einer T-
Zell-vermittelten Zytotoxizitat mit irreversiblen Schaden im Rahmen einer tiberschieBenden
Immunantwort bei dem Versuch, den Tumor zu bekdmpfen [30][79].

Anders verhalt es sich fir die 2007 beschriebenen Antikérper gegen NMDA-Rezeptoren auf
der Zelloberflache. Fiir diese konnte eine direkte pathogene Wirkung tiber Internalisierung
der NMDA-Rezeptoren und damit Reduktion der Rezeptordichte gezeigt werden [37][51].
Das exakte Zielepitop ist fiir diese Antikorper die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors.
Sie werden im Folgenden NMDAR/NR1-Antikorper genannt. Die Erkrankung verlduft typi-

scherweise in vier Stadien. Nach einem grippeartigen Prodrom entwickeln sich pradominant



psychiatrische Symptome, von Wesensanderung bis hin zu Wahnvorstellungen, gefolgt von
Dyskinesien oder epileptischen Anfallen und anschliefend schweren vegetativen Storungen,
die bis zum Koma oder Tod fiithren konnen. Bei weniger als 60 % der Patienten liegt ein
Tumor vor [51][75]. Eine immunsuppressive Therapie mit Steroiden, Plasmapherese, Cyclo-
phosphamid oder Rituximab ist dabei effektiv und bei frithzeitigem Beginn der Therapie
kann ein schwerer Verlauf abgewendet werden oder vollstandig reversibel ausheilen [51].
Zusammenfassend unterscheiden sich NMDAR/NR1-Antikorper von den klassischen pa-

raneoplastischen in vier wesentlichen Aspekten:
1. Sie sind gegen Proteine auf der Oberfldche von Neuronen gerichtet.
2. Sie sind direkt pathogen.
3. Sie sprechen auf eine Immuntherapie an.

4. Thnen liegt nicht zwingend ein Tumor zugrunde, weshalb sie auch fakultativ paraneo-

plastische Antikérper genannt werden [20][51].

In der Folge wurden im Zusammenhang mit Enzephalitiden zahlreiche neue Antikorper
gegen neuronale Oberflichenantigene identifiziert, die ebenfalls diese vier Eigenschaften auf-
weisen und die neue Krankheitsentitat der autoimmunen Enzephalitiden begriindeten. Nach-

folgend sind die wichtigsten Neubeschreibungen aufgefiihrt:

NMDA-Rezeptor Dalmau 2007 [18]
Glyzinrezeptor Hutchinson 2008 [38]
AMPA-Rezeptor Lai 2009 [46]
GABAD-Rezeptor Lancaster 2010 [48]
Lgil und Caspr2 Irani 2010 [40]
mGluR5 Lancaster 2011 [49]
D2-Rezeptor Dale 2012 [17]
DNER de Graaff 2012 [28]
DPPX Boronat 2013 [7]
IgLON5S Sabater 2014 [67]
PRG5 Van Coevorden-Hameete 2015 [12]
Neurexin-3a Gresa-Arribas 2016 [33]

Viele der Antikoérper richten sich gegen zentralnervose Rezeptoren. Darunter sind Rezepto-
ren fir Glutamat, wie NMDAR, AMPAR (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid receptor) oder mGluR (metabotroper Glutamatrezeptor) mit je verschiedenen Unterein-

heiten; auflerdem Rezeptoren fiir Dopamin (D2R), Glyzin (GlyR) oder Gamma-Aminobuttersiure



(GABA-Rezeptor), letzterer als ionotroper GABAa-Rezeptor oder metabotroper GABAD-
Rezeptor. Weitere Antigene sind Teile von ITonenkanaluntereinheiten wie Lgil (leucine-rich,
glioma inactivated 1), Caspr2 (contactin associated protein-like 2) und DPPX (dipeptidyl-
peptidase-like protein-6) oder fungieren als Zelladhésionsmolekiile (Neurexin-3a, IgLONS).
Auflerdem konnte die ehemals unbekannte Zielstruktur des klassischen paraneoplastischen
Anti-Tr Antikorpers, einem diagnostischen Marker bei Hodgkin Lymphom und paraneoplas-
tischer zerebelldrer Degeneration, im Jahre 2012 charakterisiert werden. Anti-Tr ist gegen
ein neuronales Transmembranprotein mit Ahnlichkeit zum epidermalen Wachstumsfaktor
(Delta/Notch-like epidermal growth factor-related receptor, kurz DNER) gerichtet [28].

Jedes der Antigene tréigt eine wesentliche Rolle fiir verschiedene, grundlegende synaptische
oder elektrophysiologische Prozesse des Nervensystems. Unter anderem deshalb prasentieren
die Antikorper sich klinisch divers, wobei in der Regel ein subakuter oder akuter Verlauf
beobachtet wird und die Krankheitsbilder unter dem Oberbegrift der autoimmunen FEnze-
phalitis zusammengefasst werden.

Typisch fiir einige dieser Antikérper, zum Beispiel gegen AMPAR, GABAR, Lgil und
mGluRb5, ist eine limbische Enzephalitis mit Verlust des Kurzzeitgedachtnisses, Affektlabi-
litdit und temporalen Krampfanfallen. Neben dem limbischen System kann die Entziindung
auch vorrangig in den benachbarten Basalganglien lokalisiert sein, wie zum Beispiel bei D2-
Rezeptor-Antikorpern. Dies duflert sich klinisch mit einer Kombination aus Bewegungssto-
rung und psychiatrischen Symptomen. Entsprechend dem Ort der Inflammation korrelliert
jeder Antikorper mit einem typischen klinischen Syndrom. Zum Beispiel konnen Patienten
mit Lgil-Antikorpern auBler einer limbischen Enzephalitis auch faziobrachiale dystone Anfalle
haben, die pathognomonisch fiir die Anti-Lgil-Enzephalitis sind. Die NMDAR-Enzephalitis
geht dagegen vorrangig mit psychiatrischen Auffilligkeiten wie Wesensanderung, Gedécht-
nisstorung und Wahn oder Halluzinationen einher - letztlich mit dem Vollbild eines schizo-
phreniformen Syndroms, sodass nicht wenige Patienten initial unter dem Verdacht auf eine
priméar psychiatrische Erkrankung behandelt werden [18][51]. Andere duflern sich vorran-
gig mit zerebelldrer Ataxie, aufgrund des Antikorperbindemusters in der Immunhistochemie
auch Medusa head-Atazie genannt [41]. Dazu gehoren die auf neuronale Oberflichen gerich-
teten DNER-Antikorper. Mit dhnlicher zerebelldrer Symptomatik duflern sich auch die klas-
sischen paraneoplastischen Anti-Yo Antikoérper, die mit gynékologischen Tumoren assoziiert
sind.

Zudem wurden in den letzten Jahren weitere Antikérper gegen intrazellulare Antigene
in Zusammenhang mit subakuter zerebellarer Degeneration identifiziert, bei denen bisher
keine starke Assoziation zu Tumoren festgestellt wurde: Homer protein homolog 3 (Homer-
3)-, Inositol-1,4,5-Trisphosphatrezeptor (ITPR1)- und Neurochondrin-Antikorper [41][57].

Von den wenigen beschriebenen Patienten hatte nur ein Patient mit Homer-3-Antikérpern



ein Lungenkarzinom [41]. Aufgrund der intrazelluldren Lokalisation der Antigene ist die
pathophysiologische Funktion der Antikérper unklar, dennoch werden sie fiir diagnostische
Zwecke eingesetzt.

Immer mehr Antikérper werden beschrieben und die Antikérperdiagnostik wird breiter
verfiighar. Dies tragt zu steigenden Inzidenzzahlen der autoimmunen Enzephalitiden bei.
Zwischen 2006 und 2015 wurden mit 1,2/100.000 dreimal mehr Neuerkrankungen beschrie-
ben als zwischen 1995 und 2005 [22]. Zudem existieren Fallberichte tiber atypische Verldufe:
bei NMDAR-Antikérpern zum Beispiel in Form einer Postpartum-Psychose [4][51] und an-
deren rein psychiatrischen Verlaufsformen [75], bei Caspr2-Antikérpern zum Beispiel als epi-
leptische Anfélle und Schmerzsyndrome ohne weitere Zeichen einer limbischen Enzephalitis

125][70].

3.2 Miitterliche neuronale Antikorper als Risikofaktor fiir

neuropsychiatrische Entwicklungsstorungen des Kindes

Neuronale Oberflichenantikérper haben auch das Interesse in der Erforschung kinder- und
jugendpsychiatrischer Erkrankungen geweckt; unter anderem in der Hoffnung, Erkenntnisse
iiber zumindest einen Teil der noch iiberwiegend unverstandenen Pathogenese psychiatrischer
Erkrankungen zu gewinnen.

Insbesondere die zunehmende Anzahl kinder- und jugendpsychiatrischer Diagnosen (der
umfassenden Kiggs-Studie zufolge sind 20 % der Heranwachsenden in Deutschland psychisch
auffallig [44]) bedeutet fiir unsere Gesellschaft eine grofic Herausforderung. Denn diese stel-
len einen negativen Einflussfaktor auf die berufliche und soziale Entwicklung sowie einen
Risikofaktor fiir somatische Erkrankungen dar [44]. Die Atiologie der meisten multifaktori-
ellen Erkrankungen beruht grundsatzlich auf einem Zusammenspiel aus soziotkonomischen
Umstanden, Exposition und genetischer Veranlagung. Neben dem Bestreben, soziale Un-
gleichheiten zu bekampfen und ein kinderfreundliches Heranwachsen zu ermoglichen, kénnte
ein Ansatz darin liegen, neurobiologische Grundlagen kinder- und jugendpsychiatrischer Er-
krankungen zu verstehen und damit therapeutische oder praventive Optionen zu erhalten.

Die Rolle einer Exposition in utero fiir die Genese psychiatrischer Erkrankungen wird
bereits seit Léngerem diskutiert [26]. Insbesondere bei neuropsychiatrischen Entwicklungs-
storungen mit Beginn im Kindesalter erscheint ein Einfluss der intrauterinen Umgebung
naheliegend. Dalton et al. fanden im Jahr 2003 neuronale Antikorper im Serum einer Mut-
ter mit zwei auffilligen Kindern (davon eines mit Autismus, das andere mit Sprachstérung)
und zeigten im Tiermodell, dass diese Antikérper die Hirnentwicklung und Verhaltensweisen
der Nachkommen beeinflussen [19]. 13 Jahre spéter konnte erstmals ein spezifischer Anti-

korper in diesem Zusammenhang isoliert werden: Antikérper gegen Caspr2 waren in einer



Studie gehéduft in Seren von Miittern autistischer Kinder nachzuweisen und fithrten in einem
Mausmodell bei den Nachkommen zu einem autistischen Phéanotyp [9].

Hinter der hier zugrundeliegenden Hypothese, dass miitterliche neuronale Antikorper zu
neuropsychiatrischen Auffalligkeiten bei den Nachkommen fithren, stehen folgende patho-

physiologische Annahmen:

1. Antikorper des Typs IgG werden aktiv transplazentar von der Mutter auf den Fotus

iibertragen.

Dieser Mechanismus hat fiir das Ungeborene vorrangig protektiven Effekt. Ab etwa der
13. Schwangerschaftswoche werden miitterliche Immunglobuline (IgG) tiber den fetalen Fe-
Rezeptor auf Synzytiotrophoblastzellen aktiv transplazentar transportiert. Dieser Transport
ist abhangig von der Antikérpermenge im miitterlichen Blut und nimmt mit dem Schwanger-
schaftsalter zu. So betragt die Antikorperkonzentration um die 20. Schwangerschaftswoche
im fetalen Blut nur etwa 5 % der miitterlichen Konzentration, am Entbindungstermin tiber-
steigt die fetale sogar die mitterliche Konzentration [45][81].

Die miitterlichen Immunglobuline verleihen dem Ungeborenen und fiir die ersten Lebens-
monate auch dem Neugeborenen Immunitiat gegen die Pathogene, mit denen die Mutter im
Laufe ihres Lebens Kontakt hatte. Dies ist essentiell, da sowohl das angeborene als auch das
erworbene Immunsystem des Neugeborenen noch hoch defizitar sind. Es ist zwar in Grund-
ziigen ausgebildet, jedoch wird die volle Effektivitat oder ,,Reife” des Immunsystems erst im

Laufe des Jugendalters erreicht [81].

2. Immunglobuline passieren die fetale Bluthirnschranke.

Die Bluthirnschranke gewédhrt nur einen eingeschrankten Austausch zwischen Blut und
Raumen des ZNS. Proteine werden nicht aktiv transportiert, sondern folgen abhingig von
ihrer Molekiilgrofle dem Diffusionsgradienten zwischen Serum und Liquor. Im Vergleich zum
Serum sind im Liquor kleine Proteine in groflerer Konzentration zu finden, als grofie Prote-
ine. Zum Beispiel liegt das Liquor-Serumverhaltnis der IgGs bei 1:440 und der IgMs sogar
bei 1:3.400, wiahrend der Quotient des kleineren Albumin bei 1:205 liegt [65]. Durch konti-
nuierlichen Liquorfluss wird dieses Gleichgewicht aufrechterhalten, sodass die Liquorkonzen-
tration der peripher gebildeten Antikorper gering bleibt. Bei Geburt ist die Konzentration
von Albumin und IgG proportional zueinander deutlich erhoht und fallt postnatal rasch ab
[65]. Dies konnte bedeuten, dass Feten in utero einer hoheren Antikorperkonzentration im
ZNS ausgesetzt sind. Wahrend der fetalen Hirnentwicklung scheint es zudem einen kriti-

schen Zeitraum zu geben, in dem besonders viele Antikorper Zutritt zum Gehirn haben.



Dies legen Mausmodelle nahe, bei denen schwangeren Méusen zu verschiedenen Zeitpunk-
ten der Schwangerschaft Antikorper injiziert wurden. Erfolgt die Injektion in einer frithen
Schwangerschaftswoche, gelangen sie ins fetale Gehirn. Ab einem bestimmten Zeitpunkt der

Schwangerschaft sind sie jedoch nicht mehr im fetalen ZNS nachweisbar [45].

3. Neuronale Antikorper konnen die Hirnentwicklung beeinflussen.

Die im ersten Kapitel der Einleitung vorgestellten pathogenen Oberflachenantikorper spie-
len nicht nur eine wichtige Rolle fiir im Moment ablaufende neurologische Prozesse, sondern
auch fiir die Hirnentwicklung. Zum Beispiel tragen die IgLON5-Proteine sowie Neurexin-3a
zur Ausbildung der Synapsen bei [33][67]. Auch das Protein Caspr2 gehort zur Familie der
Neurexine, tragt zur neuronalen Entwicklung bei und wird dementsprechend wéhrend der
Fetalzeit in proliferierenden Neuronen stark exprimiert [9]. NMDA-Rezeptoren werden ins-
besondere im zweiten Schwangerschaftsdrittel sowohl von glutamatergen als auch gabaergen
Neuronen des sich entwickelnden fetalen Kortex exprimiert. Es wird davon ausgegangen,
dass diese wesentlich an der Reifung des kortiko-kortikalen Netzwerkes beteiligt sind [3].

Wenn Antikérper die Hirnentwicklung in einer entwicklungskritischen Phase beeinflussen,
kann dies zu morphologischen Veranderungen des fetalen Gehirns fithren, die sich woméglich
auch Jahre spater in neuropsychiatrischen Auffalligkeiten d&uflern, wenn der Antikorper selbst
nicht mehr im Kind vorhanden ist.

Hierfiir gibt es bereits experimentelle Evidenz aus Tierstudien. Wurden Caspr2-Antikérper
einer schwangeren Maus injiziert, zeigten die Nachkommen einen Autismus-dhnlichen Phéno-
typ und morphologisch lief} sich eine reduzierte Anzahl GABAerger Neurone und Dendriten
im Hippocampus nachweisen [9][26]. Ebenfalls in einem Mausmodell, fithren NMDAR/NR1-
Antikorper bei Exposition in utero zu verschiedenen morphologischen und neurophysiolo-
gischen Verdnderungen mit langfristig reduziertem Volumen von Kleinhirn, Mittelhirn und
Hirnstamm [42]. Phanotypisch zeigen die Mausnachfahren unter anderem reduziertes Angst-
verhalten und gesteigerte Aktivitat. Diese Verhaltensweisen wurden in Tiermodellen fiir ver-
schiedene neuropsychiatrische Stérungen beobachtet: darunter fiir das Aufmerksamkeitsdefizit-
Hyperaktivitatssyndrom (ADHS), fir Schizophrenie, Bipolare Storung oder Autismus [42].
Analog dem aktiven transplazentaren Antikorpertransfer beim Menschen lagen die Antikor-
per bei den Nachkommen in hoherer Konzentration als bei der Mutter vor [42]. Auch die
NR2-Untereinheit des NMDA-Rezeptors scheint fiir die Hirnentwicklung relevant zu sein.
Diese wird von kreuzreagierenden Anti-DNS Antikorpern bei Patientinnen mit systemischem
Lupus erythematodes erkannt. In einem Mausmodell fithren diese nach intrauteriner Exposi-
tion zu einem geringeren Neokortexvolumen und kognitiven Einbuflen bei den Nachkommen

[53].



3.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Forschung zu neuronalen Antikorpern ist konfrontiert mit einer Ausweitung des kli-
nischen Spektrums und zahlreichen Neubeschreibungen von sowohl Oberflichenantikdrpern
als auch Antikérpern gegen intrazelluldre Antigene, mit teilweise nur einzelnen Fallberichten.
Auflerdem besteht die Aussicht, die Entstehung kinder- und jugendpsychiatrischer Erkran-
kungen erklaren zu konnen. Es stellt sich dabei die Frage, welche Rolle die Antikorper in der
klinischen Diagnostik spielen oder spielen kénnten: Wie wahrscheinlich ist es, dass bei ei-
nem positiven Antikérperergebnis der Antikérper auch tatsdchlich mit der Symptomatik im
Zusammenhang steht und somit klinisch relevant ist? Dies ist die Frage nach dem positiven
pradiktiven Wert der Antikorpertestung. Um den positiven pradiktiven Wert zu bestimmen,
musste fiir jeden Antikorper eine Studie mit einer représentativen Bevolkerungsgruppe vor-
liegen, um die Prévalenz der antikdrperbezogenen Erkrankung, die Sensitivitit und Spezifitét
zu bestimmen. Allerdings ist das Forschungsgebiet der Oberflichenantikérper jung und zu
einigen der Antikorper existieren nur einzelne Fallberichte, sodass fiir die Bestimmung des
positiven pradiktiven Wertes nicht ausreichend Erkenntnisse vorliegen. Daher soll in dieser
Arbeit ein Baustein fiir den positiven pradiktiven Wert untersucht werden: die Spezifitéit.
Wie haufig werden neuronale Oberflachenantikérper bei Kontrollen gefunden? Wie héufig
sind sie insbesondere bei gesunden Kontrollen, die per definitionem nicht krank und damit
auch nicht Teil eines erweiterten klinischen Spektrums sind?

Im ersten Teil dieser Arbeit soll hierzu eine systematische Literaturrecherche durchgefiihrt
werden. Das Ziel dabei ist eine moglichst umfassende Darstellung der verfiigharen Literatur
zur Haufigkeit von neuronalen Oberflichenantikérpern bei unterschiedlichen Kontrollpopu-

lationen.

Im zweiten Teil der Arbeit soll die Hypothese, dass miitterliche neuronale Oberflichenanti-
korper zu neuropsychiatrischen Entwicklungsstorungen bei den Nachkommen fithren kénnen,
iiber einen epidemiologischen Ansatz untersucht werden. Wenn neuronale Oberflachenan-
tikorper kinder- und jugendpsychiatrische Erkrankungen bedingen, dann konnten sie bei
Miittern neuropsychiatrisch auffilliger Kinder haufiger zu finden sein, als bei gesunden Kon-
trollen. Um diese Hypothese zu testen, soll zunédchst eine Studiengruppe aus Miittern von
Kindern mit neuropsychiatrischer Diagnose sowie eine geeignete Kontrollgruppe aus Miittern
gesunder Kinder aufgebaut werden. Da bisher nur wenige Studien zur Assoziation zwischen
kinder- und jugendpsychiatrischen Erkrankungen und einem bestimmten Antikorper vorlie-
gen, sollen a priori alle Diagnosen eingeschlossen werden und die Seren zunéchst auf eine
breite Palette an Antikoérpern mittels zell- sowie gewebebasierter indirekter Immunfluores-
zenz (CBA und THC) getestet werden. Da NMDAR-Antikorper zu den haufigsten sowohl bei

10



Patienten als auch bei Gesunden gehéren und ein direkter Einfluss auf die Hirnentwicklung
in unserem Labor kiirzlich gezeigt werden konnte [16][22][42], soll besonderes Augenmerk auf
NMDAR/NR1-Antikérper gelegt werden.
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4 Methoden

4.1 Systematische Literaturrecherche und Analyse

Methodik und Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche sind bereits Gegenstand
einer eigenen Veréffentlichung [52].

Die Pubmed-Datenbank wurde nach Studien zwischen 1974 bis Oktober 2016 fiir die Such-
begriffe ,,antibody*“ und ,encephalitis® jeweils in Kombination mit einem der bis dahin be-
schriebenen neuronalen Oberflichenantigenen durchsucht: acetylcholine receptor, nAChR,
AMPA receptor, AQP4, aquaporin-4, caspr2, d2 receptor, dopamine-2 receptor, DNER,
DPPX, GABAa receptor, GABAD receptor, glycine receptor, IgLONbS, Lgil, metabotro-
pic glutamate receptor 5, mGluR5, MOG, Neurexin-3a, Neurofascin, NMDAR, PRG5 and
VGKC. Zuséitzliche Suchbegriffe sind ,neuronal surface antibody encephalitis“, ,neuronal
surface antibody“ und ,autoimmune encephalitis®. Die Referenzen der so gewonnenen Stu-
dien wurden nach weiteren relevanten Publikationen durchsucht [52].

Fiir einen groferen Uberblick und zur Vergleichbarkeit wurden auch gut charakterisierte
Oberflachenantikorper eingeschlossen, die nicht mit autoimmunen Enzephalitiden assoziiert
sind: Aquaporin 4 (AQP4)-Antikorper, deren Entdeckung im Jahr 2005 [54] zur Abgren-
zung der Neuromyelitis optica von der Multiplen Sclerose fiihrte, nikotinerge Acetylcholinre-
zeptor (nAChR)-Antikorper, die am ldngsten bekannten neuronalen Oberflichenantikorper,
die zum pathophysiologischen Verstandnis der Myasthenia gravis fiihrten; auflerdem auch
solche, deren klinische Bedeutung umstritten ist: Antikorper gegen Neurofascin, gegen die
NR2-Untereinheit des NMDA-Rezeptors und die sogenannten VGKC-Antikorper, die durch
die Entdeckung der spezifischen Antigene Caspr2 und Lgil ihre klinische Bedeutung nahezu
ginzlich verloren haben [22][40].

Insgesamt wurden Daten fiir 22 Oberflachenantikorper analysiert (Tabelle 2). Eingeschlos-
sen wurden alle Studien, die eine definierte Anzahl Serum- oder Liquorproben von Kontrollen
auf mindestens einen der 22 Oberflichenantikorper testeten.

Alle eingeschlossenen Artikel wurden hinsichtlich Anzahl der getesteten Serum- oder Li-
quorproben analysiert. Wurde eine Kontrollkohorte ausdriicklich in mehreren Veréffentli-
chungen herangezogen, wurde diese nur einmal in die Analyse einbezogen [16][34][73]. Die
Testmethode und Anzahl der positiven Proben wurden notiert. Da die meisten Studien nur
auf Antikorper des IgG-Isotyps testeten und auch nur fiir [gG pathogene Eigenschaften be-
schrieben wurden, gingen Daten zur Haufigkeit von IgA- oder IgM-Antikérpern nicht mit
in die Analyse ein. Um die verfiigharen Daten fiir die verschiedenen Antikérper vergleichen
zu konnen, wurde die Anzahl der Antikorpertests gezéhlt und nicht die Anzahl der getes-

teten Personen. Wurde eine Probe auf zwei verschiedene Antikorper getestet, wurden diese
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in der Gesamtanalyse als zwei individuelle Tests gezéhlt. Serum und Liquorproben wurden
ebenfalls einzeln gezahlt. Wurde eine Probe mit verschiedenen Assays auf einen Antikorper
getestet, ging sie nur einfach in die Analyse ein.

Die Kohorten wurden zur Analyse anhand der klinischen Angaben durch die Studienau-
toren in die drei Ubergruppen Patienten, Gesunde Kontrollen, Kontrollen mit Erkrankung
eingeteilt. Die Einteilung der Kohorten lag nicht immer auf der Hand. Auf der einen Seite
sind einige der Antikorper, z.B. gegen AMPARS3 und Neurofascin, nicht mit einem spezifi-
schen Krankheitsbild assoziiert. Auf der anderen Seite ist zum Beispiel das klinische Bild
bei AQP4-Antikérpern sehr gut definiert, erweiterte sich jedoch innerhalb eines Jahrzehn-
tes von der sehr klar umrissenen Neuromyelitis optica (NMO) zu einem deutlich breiteren
Spektrum (Tabelle 1)[60]. Um der Dynamik gerecht zu werden, wurde die Patientengruppe
in zwei Untergruppen unterteilt, ndmlich in Patienten mit einem fiir Oberflichenantikorper
typischen klinischen Bild und Patienten mit einem breiteren klinischen Spektrum, welches
im Zusammenhang mit den Antikorpern ebenfalls beobachtet wird (Tabelle 1). Bei nur ver-
muteter Assoziation zwischen Antikérper und klinischer Konstellation, wie zum Beispiel
D2R-Antikérper bei Post-Herpes-Simplex-Enzephalitis [1] wurden die Probanden unter die
Kontrollgruppe Erkrankter subsumiert. Die Kohorten wurden schlielich in drei Hauptgrup-

pen und weitere Untergruppen eingeteilt:

1. Patienten mit a) typischem klinischem Bild assoziiert mit neuronalen Oberflachenan-

tikorpern oder b) einem breiteren klinischen Spektrum (Tabelle 1).

2. Kontrollgruppe Gesunder (KG) ohne Krankheit, darunter Blutspender oder von den

Autoren als ,,gesund“ oder ,normal“ bezeichnet.

3. Kontrollgruppe Erkrankter (KE)
3a) Psychiatrische Erkrankungen (Psych).
3b) Andere inflammatorische neurologische Erkrankungen (infl ANE), wie demyelini-
sierende Erkrankungen oder zentrale Infektionen.
3c) Andere nichtinflammatorische neurologische Erkrankungen (non-infl ANE), wor-
unter degenerative neurologische Erkrankungen, neurologische Tumoren und Epilepsie
subsumiert wurden.
3d) Andere inflammatorische Erkrankungen (infl AE) nicht neurologischer Art, zum
Beispiel aus dem rheumatologischen Formenkreis oder systemische Infektionen.
3e) Andere nichtinflammatorische Erkrankungen (non-infl AE), wie maligne Erkran-

kungen.
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Antigen

Typisches Krankheitsbild

Breiteres Spektrum

AMPARI1+2
AMPAR3
AQP4
D2R
DNER
DPPX
GABAaR
GABADbR
GlyR
IgLON5S
mGIluR5
MOG

nAChR(m)
nAChR(g)
Neurexin-3a
Neurofascin
NMDAR/NR1
NMDAR/NR2
PRG5

VGKC

Caspr2

Lgil

Tabelle 1: Assoziierte Krankheitsbilder bei Nachweis von Antikérpern gegen verschiedene

Anti-AMPAR-Enzephalitis

NMO, Optikusneuritis mit Myelitis
Basalganglienenzephalitis
Paraneoplastische zerebelldre Degeneration
Anti-DPPX-Enzephalitis
Anti-GABAaR-Enzephalitis
Anti-GABADbR-Enzephalitis
Stiff-Person-Syndrom, PERM
Anti-IgLONb5-positive Patienten

Ophelia syndrom

Myasthenia gravis, Thymom mit neurologischen
Symptomen

Neurexin-3a-Antikoérper-positive Enzephalitis
NMDAR-Enzephalitis, Enzephalitis mit Ovarialte-
ratom

Neuropsychiatrischer Lupus

Paraneoplastische zerebelldre Degeneration
Limbische Enzephalitis, Morvan Syndrom, Moto-
rische Hyperexzitabilitdt, Neuromyotonie

Morvan Syndrom, Motorische Hyperexzitabilitat,
Neuromyotonie

Limbische, VGKC-Antikorper-positive Enzephali-
tis

neuronale Oberflichenantigene

Fir die meisten Antikérper wurde bereits ein typisch klinisches Bild charakterisiert. Zudem exis-
tieren weitere klinische Manifestationen, die hier als breiteres Spektrum in der rechten Spalte auf-
gefiihrt sind. Die Einteilung orientiert sich an den in der Literatur verwendeten Bezeichnungen.
ADEM: Akute disseminierte Enzephalomyelitis. CCPD: combined central and peripheral demye-
lination. CIDP: Chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie. CIS: clinically
isolated syndrom. GBS: Guillan-Barré Syndrom. MMN: Multifokale Motorneuropathie. MS: Mul-
tiple Sclerose. NMO: Neuromyelitis optica. NMOSD: Neuromyelitis optica spectrum diseases, dazu
gehoren Longitudinale extensive transverse Myelitis, Optikusneuritis, Myelitis und optikospinale

Limbische, paraneoplastische Enzephalitis
Rasmussens Enzephalitis

NMOSD

Anti-Tr-positives paraneoplastisches Syndrom
Idiopathische Enzephalitis

Idiopathische oder limbische Enzephalitis
Idiopathische oder paraneoplastische Enzephalitis
Idiopatische Enzephalitis

Limbische Enzephalitis

Demyelinisierende Erkrankungen: ADEM, CIS,
MS, NMO, NMOSD, Myelitis

Myasthenia gravis, idiopathische autonome Neuro-
pathie, Thymom mit neurologischen Symptomen

CCPD, CIDP, GBS, MMN

Limbische Enzephalitis, Enzephalitis lethargica
Bickerstaff, Basalganglienenzephalitis

Limbische Enzephalitis

Limbische Enzephalitis

Idiopathische Enzephalitis

Limbische, idiopathische Enzephalitis

Morvan Syndrom, Motorische Hyperexzitabilitét,
Neuromyotonie, idiopathische Enzephalitis

Multiple Sklerose. PERM: Progressive Enzephalitis mit Rigiditdt und Myoklonus.
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4.2 Aufbau der Studiengruppe: Miitter von Kindern mit

neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung

Zwischen 2015 und 2017 wurden in der Klinik fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie des Vivan-
tes Klinikum am Friedrichshain in Berlin insgesamt 123 Seren von Miittern von Kindern
mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung (MPE) akquiriert. Zum Vergleich wurden
131 Kontrollseren altersentsprechend gesunder Frauen ohne Kinder mit neuropsychiatrischen
Entwicklungsstorungen herangezogen. Darunter befinden sich 110 Miitter gesunder Kinder
(KM) und 21 kinderlose weibliche Kontrollen (KW), die sich zwischen 2016 und 2017 zur
hauséarztlichen Routinekontrolle ambulant vorstellten.

Eingeschlossen wurden alle im oben genannten Zeitraum angetroffenen Frauen, die nach
ausfihrlicher Aufklarung und ausreichender Bedenkzeit tiber die Studienzwecke sowie -risiken
ihr schriftliches Einverstandnis gaben. Ausgeschlossen wurden in jeder Gruppe Probandinnen
mit anamnestisch schwerwiegender Grunderkrankung, Tumorleiden, Autoimmunerkrankun-
gen und Behandlung mit Immunsuppressiva sowie in der Kontrollgruppe zuséatzlich Miitter,
deren Kinder eine psychiatrische Erkrankung hatten.

Nach der Blutentnahme erfolgte die Zuweisung einer Pseudonymisierungsnummer, das
Blut wurde zentrifugiert, das Serum aliquotiert und bis zur Testung bei -80 °C gelagert. Die
Gewinnung und Verarbeitung der Seren erfolgte nach Zustimmung durch die Ethikkommis-

sion der Charité-Universitatsmedizin Berlin.

4.3 Immunhistochemie

Zur Beurteilung des neuronalen Antikorperprofils der MPE sowie der Kontrollseren wurden
in einem ersten Schritt Farbungen mittels Immunhistochemie auf Maushirnschnitten durch-
gefiihrt. Den Seren wurden dabei zufallige Farbenummern zugewiesen, sodass sie beziiglich
Zugehorigkeit zur Studien- oder Kontrollgruppe verblindet wurden. Unter Immunhistoche-
mie (IHC) wird in dieser Arbeit die gewebebasierte Antikérpertestung mittels indirekter
Immunfluoreszenz verstanden. Das Prinzip beruht auf der Bindung von Serumantikérpern
an ihre Zielstrukturen, die vom Maushirn ebenso exprimiert werden wie vom menschlichen
Gehirn. In einem zweiten Schritt bindet ein Fluorchrom-markierter Zweitantikorper an alle
gewebegebundenen Antikorper. Der Zweitantikorper kann dann unter dem Lichtmikroskop
sichtbar gemacht werden [39]. Grundsatzlich gibt dabei die Fluoreszenzstarke Auskunft iiber
den Antikorpertiter und das Fluoreszenzmuster iiber den spezifischen Antikorpertyp, da das
Bindemuster die Antigenlokalisation widerspiegelt.

Bei -80 °C gekiihlte adulte Maushirne wurden bei -14 °C mit einem Cryostaten (Leica
CM 1900) sagittal in 20 um dicke Scheiben geschnitten und auf mikroskopischen Deckglé-
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sern der Grofle 24x50 mm (R. Langenbrinck GmbH, Artikelnummer 01-2450) bei -80 °C bis
zur Antikorpertestung gelagert. Wahrend 15 Minuten wurden die Hirnschnitte aufgetaut, an
Raumluft getrocknet und mit einem wasserabweisenden Stift (DakoPen von Dako Cytoma-
tic, Artikelnummer: S200230) umrandet. Fir die Farbung an fixiertem Gewebe wurden die
Hirnschnitte zehn Minuten mit ca. 200 ul PFA (Paraformaldehyd reinst, Carl Roth, Artikel-
nummer: 0335) unter dem Abzug inkubiert. Fiir die Farbung an unfixierten Gewebeschnitten
wurde direkt nach dem Auftauen mit dem Waschen begonnen: Die Hirnschnitte wurden 5
Minuten mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS - phosphate-buffered saline, bestehend
aus: 137 mmol/l NaCl, 2,7 mmol/l KCI, 10 mmol/1 Na,HPO,, 1,8 mmol/l KHyPOy,, Carl
Roth) gewaschen. AnschlieBend wurden sie fiir 1 Stunde in feuchter Kammer bei Raum-
temperatur mit 200 pl einer aus 5 % normalem Ziegenserum (Normal goat serum, abge-
kiirzt NGS, Abcam, Artikelnummer: 25300-054), 2 % Rinderserumalbumin (Bovine serum
albumine, abgekiirzt BSA, Carl Roth, Artikelnummer: T844) und 93 % PBS bestehenden
Losung geblockt, welche im Folgenden BS (blocking solution) genannt wird. Bei Farbung
von fixiertem Gewebe wurde die Blocklosung um 0,1 % des Detergenz Triton (Triton X-100,
Chemsolute, Handler Th. Geyer, Artikelnummer 8013) erweitert. Als Erstantikorperlosung
wurde das Patientenserum im Verhaltnis 1:200, die monoklonalen Antikérper 1:100 mit BS
verdiinnt. Die Inkubation erfolgte mit 200 ul dieser Losung in feuchter Kammer bei 4 °C
iber Nacht.

Am Folgetag wurden die Hirnschnitte dreimal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen und an-
schliefend mit 200 pul der Zweitantikorperlosung 2 Stunden in dunkler, feuchter Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Fiir die Zweitantikorperlosung wurde der griin fluoreszierende
Zweitantikorper Ziege anti-Human IgG Alexa Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch, Handler
Dianova, Artikelnummer: 109-545-003) 1:1.000 in BS verdiinnt. Danach erfolgte im Dunkeln
ein erneutes Waschen, dreimal fiir 5 Minuten in PBS. Abschliessend wurden die Hirnschnit-
te mit dem nicht-fluoreszierenden Eindeckmedium ImmuMount (Thermo Fisher Scientific,
Artikelnummer: 9990402) eingedeckelt, einen Tag im Dunkeln bei 4 °C getrocknet und dann
unter dem Mikrsokop Olympus CKX4 mit Objektiven in 4-, 10-, 40- und 100-facher Vergro-
Berung beurteilt. Die Bilddokumentation erfolgte mit der Kamera Nikon DS-Fi2 mit einer
Sekunde Belichtungszeit und einer Lichtempfindlichkeit von 100 dB (Gain).

Die Hirnschnitte wurden (i) nach der Fluoreszenzstérke ausgewertet, die in die vier Stufen
O=negativ, 1=schwach, 2=majf$ig und 3=stark unterteilt wurde (Abbildung 1, eine entspre-
chende Einteilung ist 2019 von unserer Forschungsgruppe veroffentlicht worden [59]); (ii)
nach dem Fluoreszenzmuster mit Fokus auf Zerebellum und Hippocampus. Zusatzlich wur-
den andere Hirnregionen wie Thalamus, Basalganglien und Kortex hinsichtlich auffalliger

Bindemuster beurteilt.
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Abbildung 1: Semiquantitative Einteilung der Fluoreszenzintensitéten in vier Stufen 0 bis 3
Die Abbildungen zeigen Ausschnitte von Farbungen unfixierter Kleinhirnschnitte, vergrofert
mit einem 10x-Objektiv. Als Referenzproben dienen hier fiir (0) monoklonale Negativantikor-
per ohne Bindung an neuronale Strukturen, (1) das Serum einer gesunden 25-Jahrigen, (2)
das Serum einer NMDAR-Enzephalitispatientin, (3) monoklonale Antikérper gegen die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors.
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4.4 Kommerzieller CBA und kommerzieller IHC-Assay

Alle Proben wurden pseudonymisiert und hinsichtlich Studien- und Kontrollserum verblin-
det. Im Routinelabor fiir klinisch-immunologische Diagnostik wurden die Proben unter Lei-
tung von Prof. Dr. med. Winfried Stocker in Kooperation mit der EUROIMMUN Medi-
zinische Labordiagnostika AG mittels zellbasiertem Assay (CBA) sowie Immunhistoche-
mie (IHC) auf Ratten-Hippocampus und Affen-Kleinhirn auf 32 neuronale Antikérper ge-
testet. Zu den getesteten Antikorpern gehéren 17 neuronale Oberflichenantikérper: AM-
PAR1+42, AQP4, Caspr2, D2R, DNER, DPPX, Flotillin, GABAa receptor, GABAbR, GlyR,
[gLLON5, Lgil, metabotroper Glutamatrezeptor 1 (mGluR1), mGluR5, MOG, Neurexin-3a,
NMDAR/NRI.

Sieben Antikorper, die Teil der Literaturrecherche sind, wurden in die Routinediagnostik
nicht einbezogen. Die klinische Relevanz von VGKC-Antikérpern ist seit der Entdeckung
der spezifischen Antigene Caspr2 und Lgil umstritten. Aktueller Literatur zufolge scheinen
VGKC-Antikorper alleine keinen Hinweis auf eine zugrundeliegende autoimmune Neuroin-
flammation zu liefern [71]. Ebenso ist die klinische Bedeutung von AMPAR3, NMDAR/NR2
und Neurofascin-Antikorpern unklar, sodass diese ebenfalls nicht Teil des Routinepanels wa-
ren. Die seltenen und erst 2015 beschriebenen PRG5H-Antikérper waren ebenfalls nicht im
Routinediagnostikpanel verflighar gewesen. Dagegen sind Acetylcholinrezeptor-Antikorper
bereits seit Jahrzehnten fiir die Pathogenese der Myasthenia gravis gut charakterisiert. Auf-
grund der rein peripheren Wirkung an der motorischen Endplatte, werden diese einem an-
deren Bereich der Neurologie zugeordnet und spielen fiir die Fragestellung der Beeinflussung
der Hirnentwicklung der Ungeborenen, mit spéter resultierenden neuropsychiatrischen Ent-
wicklungsstorungen der Nachkommen, keine Rolle und wurden deshalb fiir die Kohorte nicht
untersucht.

Fiir eine vergleichende Erkenntnis und moégliche Interferenz bei gleichzeitigem Vorliegen
mehrerer neuronaler Antikérper wurde zusétzlich auf 15 Antikorper gegen intrazellulare An-
tigene getestet: Amphiphysin, CV2, ERC1, GAD65, GFAP, Homer-3, Hu, ITPR1, Ma2,
Neurochondrin, Recoverin, RhoGTPase, Ri, Yo und ZIC4.

Die Antikorpertests erfolgten auf industriell hergestellten Biochips, die entweder unfixier-
tes Ratten- bzw. Affenhirngewebe oder aceton- oder formalinfixierte monospezifische Zellen
enthalten. Die Inkubation sowohl mit dem Erst- als auch mit dem fluoreszierenden Zweitan-
tikorper erfolgte bei Raumtemperatur iiber 30 Minuten. Als Schwellenwert einer positiven
Probe wurde fiir die meisten Antikorper ein Titer von 1:10 festgelegt. Bei folgenden vier
Antikérpern wurde ein hoherer Schwellenwert von 1:100 angesetzt: ITPR1, Homer-3, Neu-
rochondrin, Neurexin-3a. Der Antikorpertiter ergab sich dabei aus der Serumverdiinnung

und der resultierenden Fluoreszenzstarke. Da diese Testungen in einem externen Labor und
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nicht selbst durchgefithrt wurden, wird fiir weitere Details auf das Labor verwiesen: Prof.
Dr. med. Winfried Stocker, Klinisch-immunologisches Labor, Seekamp 31, D-23560 Liibeck,
in Kooperation mit: EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG, Seekamp 31, 23560
Liibeck.

4.5 FACS-Assay

123 MPE-Seren sowie 107 Seren von Kontrollmiittern wurden mittels Durchflusszytometrie
mit fluoreszenzmarkierten Zellen (kurz FACS fiir fluorescence-activated cell sorting) auf An-
tikorper gegen die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors analysiert.

Als interne Kontrollen dienten (i) in unserem Labor hergestellte monoklonale Antikérper
gegen die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (NR1-AK), (ii) monoklonale Antikérper
ohne Bindung an neuronale Strukturen (neg AK), (iii) der fluoreszierende Zweitantikorper
alleine, (iv-v) Seren zweier Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis, sowie (vi) ein Serum
der MPE.

Der Assay wurde in unserem Labor bereits fiir monoklonale Antikérper und Liquorproben
etabliert [42][56] und anhand dieser Kohorte erstmals fir humane Seren durchgefiihrt.

Mit einem NR1-EYFP (enhanced yellow fluorescent protein)-Plasmid transfizierte HEK293T-
Zellen sowie Wildtyp HEK293T-Zellen [56] wurden nach dem Waschen in PBS (Phosphat-
gepufferte Salzlosung, Carl Roth) mit 0,05 % Trypsin-EDTA phenol red (Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Artikelnummer 25300-054) abgelost, erneut in PBS gewaschen, fiir
4 Minuten bei 4 °C mit 1700 rpm in der Thermo Scientific Heraeus Fresco 21 Mikrozentrifuge
(Thermo Fisher Scientific) zentrifugiert, vorsichtig abgesaugt und erneut in PBS gewaschen.
Dann erfolgte die Zellzahlung in der Neubauerzédhlkammer, sodass eine Suspension mit min-
destens 1.000 Zellen pro ul erreicht wurde. Je 100 ul dieser Zellsuspension wurden in eine
96-Well-Mikrotiterplatte (Thermo Fisher Scientific, Artikelnummer 15041) pipettiert und
diese mit 1700 rpm bei 4 °C fiir 4 Minuten zentrifugiert. Zur Herstellung der Erstantikorper-
16sung wurden die Seren 1:200 in einem FACS-Puffer (2 % sterilisiertes fetales Kélberserum
(FBS superior, Biochrom, Artikelnummer S0615) in PBS) verdiinnt und davon je 100 pl in
die Wells pipettiert und fiir 45 Minuten inkubiert. Fiir die monoklonalen Erstantikorper als
interne Kontrollen wurden 100 ul einer 1 pug/ml Losung in die Wells pipettiert. AnschliefSend
wurden die Proben zentrifugiert (mit 1700 rpm bei 4 °C fir 4 Minuten), mit 150 ul FACS-
Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Zweitantikorper Ziege anti-Human IgG Alexa
Fluor 647 (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Artikelnummer: A-21445) 1:400 in
FACS-Puffer verdiinnt, zu den Wells hinzugefiigt und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach erneutem Waschen und Zentrifugieren wurden die Farbungen in 200 ul FACS-Puffer

in FACS-Rohrchen transferiert und innerhalb von zwei Stunden gemessen. Die Seren der Stu-

19



diengruppen wurden einmalig gemessen. Die angegebenen Werte fiir die internen Kontrollen

stellen den Mittelwert aus drei Messungen dar.

4.6 Statistik und Software

Zur Beurteilung der statistischen Aussagekraft wurden der Zweistichproben t-Test fiir un-
verbundene Stichproben mit dem Levene-Test zur Beurteilung der Varianzgleichheit sowie
bivariate Korrelationsanalysen nach Pearson durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit der
Software IBM SPSS Statistics Version 26.

Des weiteren wurde folgende Software verwendet: Microsoft Office 2008 fiir Mac Version
12.5.1 fir die Datenauswertung, die Erstellung von Schaubildern sowie des Manuskripts,
Texmaker Version 4.4.1 fir die Erstellung des Manuskripts, Origin 2019b Version 9.6.5.169
fir die Erstellung der Graphen, FlowJo Version 10.7.1 fir die Auswertung der Priméardaten
des FACS-Assays.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche zur Pravalenz

neuronaler Oberflachenantikorper in Kontrollgruppen
5.1.1 Anzahl der verfiigbaren Studien und Antikorpertests

Methodik und Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche zur Pravalenz neuronaler
Antikorper bei Kontrollen sind bereits Gegenstand einer eigenen Veroffentlichung [52].

Gemaiss den oben genannten Einschlusskriterien wurden 309 Artikel zwischen den Jahren
1974 und 2016 beriicksichtigt. Abbildung 2 gibt einen Uberblick iiber die ingesamt 743.299
durchgefiithrten Antikorpertests.

Allerdings standen nur fiir 133.446 Probanden Informationen fiir die Einteilung in die
klinischen Kohorten bereit, sodass der tiberwiegende Anteil der Tests aus der Analyse aus-
geschlossen wurde. Demnach wurden 115.005 Tests auf einen der 22 Oberflachenantikorper
aus Serum oder Liquorproben von Kontrollen durchgefiihrt, 30.485 davon von Gesunden und
84.520 von Kontrollprobanden mit definierter anderer Erkrankung. Fiir die Gruppe der Pa-
tienten waren es 18.441 Antikorpertests (Abbildung 2). Die Tests umfassten sowohl Serum-
als auch Liquorproben und einige wurden nicht genauer spezifiziert. Da Liquorproben auf-
wandiger zu gewinnen und eher rar sind, kann im Allgemeinen bei fehlender Spezifizierung
von Serummaterial ausgegangen werden, dennoch wurden diese separat in der Analyse be-
riicksichtigt.

Zieht man weiter diejenigen Tests ab, (i) denen Assays zugrundeliegen, die sich nicht als
Standard fiir den jeweiligen Antikérper etabliert haben und (ii) jene, fiir die kein Schwellen-
wert fiir positive versus negative Proben festgelegt wurde, welches iiberwiegend bei ELISA-
Messungen der Fall war, so blieben insgesamt 96.280 Antikorpertests bei Kontrollen und
8.895 bei Patienten. Weniger als ein Drittel der Kontrollproben stammen von Gesunden. 99.9
% (n=26.423) der Proben gesunder Kontrollen waren Serumproben. Auch fiir die Kontroll-
gruppe Erkrankter gab es iiberwiegend Daten zur Antikorperpravalenz in Seren. Von 69.850
Proben waren 96 % (n=67.069) Serumproben und nur 4% eindeutig als Liquor (n=2.781)
ausgeschrieben. Betrachtet man die Proben von psychiatrisch Erkrankten, lagen hier, &hnlich
wie bei gesunden Kontrollen, fast ausschlieBlich Serumproben vor (98%). Auch fir Patienten
waren nur weniger als 10 % Liquor-Proben (n=878, 9,9 %) (Abbildung 2).

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die Zahlen der Tests, inklusive Nichtstandardmetho-
den. Uber ein Drittel der eingeschlossenen Artikel (43 %) und 24 % (n=31.779) aller Proben
fielen auf die zwei Antikorper Anti-AQP4 und Anti-MOG, die beide zu dem grofien For-
schungsfeld der Multiplen Sklerose gehoren (Tabelle 2). Fir MOG-Antikorper fanden sich

entsprechend auch die meisten Antikorpertests bei Gesunden, namlich n=3.630 aus Seren
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n =743.299

Antikorpertests auf neuronale Oberflachenantikorper in Serum oder Liquor

| Unbekannter klinischer

Kontrollgruppe

Kontrollgruppe

|

Phéanotyp n = 609.853 J

Gesunder Erkrankter nP:t;esnf: 1
n = 30.485 n = 84.520 '
-519 -1.044 -702 Kein definierter Assay
g cut-off g
-14.886
-4,353 -13.791 Antikérpertests nach
Nichtstandardmethode |
-3.568 =171 Nicht spezifiziert
-0 hinsichtlich Serum oder
Liquor )
- - Breiteres Spektrum Typisches Bild
‘ Seropositiv 0,23% 1,5% ‘ 21,0% 69,2%
61 von 26.423 989 von 67.069 1.015 von 4.832 2.203 von 3.185
‘ — 0% 1,6% ‘ 26,3% 77,0%
Ovon7 44 von 2.781 85 von 323 427 von 555

Abbildung 2: Anzahl der in der Literatur verfiigharen Antikorpertests fiir neuronale Ober-
flichenantikorper bei verschiedenen Kohorten
Proben von Probanden unbekannten Phénotyps stammen meist aus Studien von Laboren, die

Daten tiber alle in einem bestimmten Zeitraum zur Testung eingesendeten Proben veroffent-

lichten. ,Patienten werden analog Tabelle 1 definiert. Die unten stehenden Zahlen beziehen

sich auf Tests von explizit in Serum oder Liquor klassifizierten Proben nach Standardmethode,
welches meist CBAs sind. Bei 2.265 Tests wurde von den Autoren nicht festgelegt, welche Pro-
ben als positiv gelten (Tests ohne Assay cut-off). CBA: Zellbasierter Assay. Mit freundlicher

Genehmigung von Wolters Kluwer darf diese Ubersetzung des bereits auf Englisch veréffent-

lichten [52] Schaubildes gezeigt werden.

22



und n=28 aus Liquores. Den kleinsten Datensatz zu gesunden Kontrollen gab es fiir Neurexin-
3a-Antikérper (n=21) aus nur einer Studie. Fir IgLON5 lagen keine Testungen von Gesun-
den vor. Die meisten Proben aus der Kontrollgruppe Erkrankter gab es fir NMDAR/NR1-
(n=10.352) und fiir AQP4-Antikorper (n=9.401), am wenigsten fiir Neurexin-3a mit nur
179 Proben. Die Spanne der Patientenproben reichte von n=3 fiir mGluR5 bis n=>5.184 fiir
AQP4-Antikorper (Tabelle 2).

Antigen Studien = Gesunde Kontrollen Kontrollen mit Erkrankung  Patienten

Serum  Liquor n.s. Serum Liquor n.s. Serum  Liquor n.s.
AMPAR1+2 28 2.172 — — 5.245 113 252 22 22 129
AMPAR3 9 399 — — 1.149 - - 123 - -
AQP4 82 3.065 — — 8.864 489 48 4.988 135 61
Caspr2 37 2.238 — — 6.640 28 14 405 147
D2R 13 232 — — 868 13 14 81 —
DNER 6 1.776 — — 3.550 — — 55 2
DPPX 12 1.753 — — 3.465 12 464 118 3 —
GABAaR 12 285 — — 1.660 203 589 276 160 57
GABADbR 23 1.836 — — 4.768 153 141 91 15 —
GlyR 23 1.960 — — 5.688 135 368 359 86 45
IgLLON5S 3 — — — — — 298 10 10 —
Lgil 36 2.206 — — 6.271 28 14 344 153
mGluR5 10 1,703 — — 3.460 1 128 2 1 —
MOG 52 3.630 28 — 4.934 328 50 4.407 643 109
nAChR(m) 25 877 — — 3687 10 — 819 —
nAChR(g) 15 1.073 — — 2.227 10 — 306 — —
Neurexin-3a 1 21 — — — — 179 5 5 —
Neurofascin 12 433 — — 905 — — 2.114 2 —
NMDAR/NR1 64 3.204 7 — 8.249 1.564 539 518 336 334
NMDAR/NR2 11 124 — — 905 86 133 259 53 —
PRG5 1 97 — — 206 — — 49 1 —
VGKC 44 1.366 — — 5.034 226 115 372 29 180
Gesamt 309 30.450 35 — 77775 3.399 3.346 15.723  1.503 1.215

Tabelle 2: Anzahl der Studien und Testungen pro Antikérper

Die Anzahl der Antikorpertests umfassen hier sowohl Standard- als auch Nichtstandardmethoden.
n.s.: nicht spezifiziert hinsichtlich Serum oder Liquor. Mit freundlicher Genehmigung von Wolters

Kluwer darf diese Ubersetzung der bereits auf Englisch veréffentlichten [52] Tabelle gezeigt werden.

5.1.2 Verschiedene Testmethoden

Insbesondere fiir die linger bekannten Antikérper wurden anfangs viele unterschiedliche
Assays angewendet, was verdeutlicht, dass es zundchst noch keinen etablierten Standard
gab. So wurden die vor 2008 erstbeschriebenen Antikorper gegen NMDAR/NR1, AQP4 and
MOG mit jeweils tiber fiinf verschiedenen Methoden getestet, die im klinischen Alltag heu-
te keine Rolle mehr spielen: enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), Westernblots
(WB), Radioimmunoassays (RIA) und Fluoreszenzimmunoprezipitation Assays (FIPA) (Ta-
belle 3). Demgegeniiber stehen die Verfahren THC, FACS und CBA, bei denen die Struktur
der Antigenepitope erhalten bleibt und damit die Antikérperbindung in vivo besser ab-
gebildet werden kann. Zum Beispiel konnte fiir MOG-Antikorper gezeigt werden, dass die
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Bindung an MOG ohne erhaltene Konformation, wie bei Westernblot oder ELISA-Verfahren,
fiir demyelinisierende Erkrankungen nicht spezifisch ist und mit den Ergebnissen aus CBA
oder FACS mit erhaltener MOG-Konformation nicht korreliert [47].

CBAs sind aufgrund der besseren Sensitivitdt und der Spezifitat fiir ein bestimmtes Anti-
gen sowie der inzwischen kommerziellen Herstellung dieser Testsysteme zum Standard gewor-
den [13][50][74]. So sind die Assays fiir kiirzlich entdeckte Antikorper, zum Beispiel IgLONS,
PRG5 und Neurexin-3a in der Regel auf CBAs beschrénkt (Tabelle 3). Fur AQP4-Antikoérper
sind Testungen mittels FACS zwar weiterhin géangig, jedoch ist einem Review zufolge die Sen-
sitivitat mit 62,3 % vergleichbar mit derjenigen von ELISAs und liegt hinter CBAs zuriick
(Sensitivét 76,5 %) [64]. Die Spezifitdt des FACS Assays ist dem gleichen Artikel zufolge mit
99,1 % ahnlich hoch, wie die der CBAs mit 99,8 %. In dieser Analyse lag sie zwischen CBAs
und anderen Methoden (Tabelle 3). Obwohl die IHC als Screeningmethode weiterhin prak-
tische Bedeutung hat und insbesondere fir die Entdeckung noch unbekannter Antikorper
wichtig ist, ist sie aufgrund der geringen Spezifitat als alleiniges diagnostisches Kriterium zu
ungenau und wurde hier zu den Nichtstandardmethoden gezahlt.

Eine Ausnahme des CBA-Standards findet sich in der Diagnostik von Antikérpern gegen
VGKC und nAChR, deren Standardnachweismethode RIAs sind.

Fiir den Vergleich der Testmethoden wurden nur Serumproben beriicksichtigt, da die An-
zahl der Liquordaten fiir die einzelnen Antikorper sehr unterschiedlich ist und diese aufgrund
der insgesamt hoheren Spezifitdt von Liquor den direkten Vergleich verzerren wiirde. Insge-
samt waren 1,1 % der Kontrollseren mit der Standardmethode positiv, was einer richtig-
negativen Rate, beziehungsweise Spezifitat, von 98,9 % entspricht. Im FACS-Assay lag die
Rate bei 2,3 % falsch-positiven Ergebnissen geringfiigig hoher. Bei allen anderen Nichtstan-
dardmethoden zusammen lag diese mit 5,8 % deutlich dariiber (Tabelle 3).

Einzeln betrachtet, waren fiir Caspr2-, DNER- und DPPX-Antikérper im CBA etwas mehr
Kontrollen seropositiv als mit Nichtstandardmethoden. Das ist auch auf die deutlich geringe-
re Probenanzahl zurtickzufithren, die mit Nichtstandardmethoden getestet wurden. So waren
zum Beispiel fiir Caspr2-Antikérper 122 von 8.757 (1,4 %) Kontrollseren im CBA positiv,
im Gegensatz zu 17 von 212 (0,9 %), wenn mit anderen Methoden getestet wurde (Tabelle 3).

5.1.3 Seropravalenz der Antikorper in verschiedenen Kohorten

Die folgenden detaillierten Darstellungen der Pravalenz neuronaler Oberflichenantikorper
beziehen sich auf Tests mit der Standardmethode CBA, mit Ausnahme des RIAs fir VGKC-
und nAChR-Antikorper.

Insgesamt waren nur wenige Kontrollen positiv fiir neuronale Oberflichenantikérper. Ins-
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Standardmethode

Andere Methoden

Antigen Kontrollseren (n)  Positiv (%) Kontrollseren (n)  Positiv (%) Kontrollseren (n) Positiv (%)
AMPARI1+2 CBA 7.094 6 (0,1) FACS — —  IHC, WB 112 15 (13,4)
AMPARS3 239 — —  ELISA, IHC, WB 964 118 (12,2)
AQP4 7.176 85 (1,2) 2.189 50 (2,3) ELISA, FIPA,  T.267 150 (2,1)
IHC, RIA, WB
Caspr2 8.757 122 (1,4) — — ELISA,  FIPA, 217 2 (0,9)
IHC
D2R 117 0 260 9 (3,5) 1IHC, RIA 220 16 (7,3)
DNER 5.326 2 (0,0) — —  1HC 207 0
DPPX 5.238 2 (0,0) — — IHC, WB 139 0
GABAaR 1.895 24 (1,3) — — IHC, WB 63 21 (33,3)
GABAbR 6.404 12 (0,2) — —  ELISA, IHC 249 18 (7,2)
GlyR 7.648 81 (1,1) — - — — —
IgLON5 — — — - — — —
Lgil 8.434 100 (1,2) — —  ELISA, IHC 61 1 (1,6)
mGIuR5 5.163 2 (0,0) — - — — —
MOG 5.159 17 (0,3) 785 18 (2,3) ELISLA, WB, 2.579 297 (11,5)
RIA
Neurexin-3a 21 0 — —_ — — —
Neurofascin 398 4 (1,0) 216 4 (1,9) ELISA 1.079 12 (1,1)
NMDAR/NR1 11.058 123 (1,1) — — ELISA,  FIPA, 937 45 (4,8)
IHC, WB
NMDAR/NR2 104 0 — —  ELISA, IHC, WB 1.029 148 (14,4)
PRG5 303 0 — — — — —
nAChR(m) RIA 4.278 73 (1,7) — — CBA,  ELISA, 259 31 (12,0)
Other
nAChR(g) 3.114 123 (4,0) — — LIPS 186 9 (4,8)
VGKC 5566 274 (4,9) — —  CBA, IHC 460 48 (10,4)
Gesamt 93.492  1.050 (1,1) 3.450 81 (2,4) 16.028 931 (5,8)

Tabelle 3: Vergleich verschiedener Methoden der Antikérpertestung

Die Standardassays CBA und RIA weisen dabei eine geringere Anzahl positiver Kontrollseren
auf als FACS-Assays oder andere Methoden. CBA: zellbasierter Assay. ELISA: enzyme-linked
immunosorbent assay. FACS: fluorescence-actived cell sorting. FIPA: fluorescence immunoprecipi-
tation assay. IHC: Immunhistochemie. LIPS: luciferase immunoprecipitation system assay. RIA:
Radioimmunassay. WB: Westernblot. Eine &hnliche Version dieser Tabelle wurde bereits auf Eng-
lisch veroffentlicht [52]. Mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer darf diese iibersetzte
Version hier gezeigt werden.

besondere bei gesunden Kontrollen wurden in nur 0,23 % (n=61) der 26.423 serologischen
Tests einer der 22 Oberflachenantikorper gefunden. Fir neun der Antikorper (AMPARS,
AQP4, DNER, GABAaR, GABAbR, mGluR5, nAChR(m), Neurexin-3a und PRG5) wur-
den in 8.822 Tests tiberhaupt keine Antikorper in den Seren Gesunder gefunden. Fiir die
anderen Antikorper wurden jeweils nur vereinzelt positive Seren beschrieben; am héaufigsten
bei Neurofascin-Antikérpern mit einer positiven Probe von insgesamt 73 Proben aus der
gesunden Kontrollgruppe. Die Haufigkeit bei den tibrigen Antikorpern lag unter 1 %. Im
Durchschnitt wurden 1.201 Seren Gesunder pro Antikorper getestet; die meisten, namlich
2.238 Seren, fiir Caspr2-Antikorper, dagegen keine fiir D2R, IgLON5 und NMDAR/NR2-
Antikorper (Tabelle 4).

Seren von psychiatrischen Kontrollen wiesen eine dhnlich niedrige Pravalenz neuronaler
Oberflachenantikorper auf, wie Seren von Gesunden: 0,25 % von 28.491 Tests waren hier po-

sitiv. Die positiven Ergebnisse waren jedoch vor allem auf die mit RIA getesteten Antikorper
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gegen VGKC und die beiden nikotinergen Acetylcholinrezeptoren zurtickzufiihren, je mit ei-
ner Rate tiber 2 %. Fiir zehn weitere Antikorper gab es nur vereinzelt positive Ergebnisse mit
je unter 1 % der Gesamtuntersuchungen. Ausschliefilich negative Ergebnisse erzielten Tests
auf AQP4, D2R und NMDAR/NR2-Antikérper. Keine Daten lagen fir AMPAR3, GABAaR,
[gLLON5, Neurexin-3a, Neurofascin, PRG5 und Synapsin-Antikorper vor (Tabelle 4).

Alle nicht-psychiatrischen Untergruppen der Kontrollgruppe Erkrankter zeigten eine deut-
lich hohere Antikorperrate mit zusammengenommen 2,38 % (917 positive Ergebnisse von
38.578 Tests). In aufsteigender Reihenfolge fanden sich Oberflachenantikérper bei inflamma-
torischen AE (0,34 % von 888 Tests), nicht-inflammatorischen ANE (1,76 % von 17.718),
nicht-inflammatorischen AE (2,18 % von 6,889) und inflammatorischen ANE (3,46 % von
13.083). Zu erwarten war die hochste Privalenz bei inflammatorischen neurologischen Er-
krankungen, deren Untergruppen sich teilweise mit der Gruppe des breiteren Symptomspek-
trums iiberschneiden oder zumindest von diesen schwer abzugrenzen sind.

Auffallig dagegen war die relativ hohe Rate positiver Ergebnisse in der Gruppe der nicht-
inflammatorischen AE. Diese lag mit 2,18 % iiber derjenigen der inflammatorischen AE
sowie der nicht-inflammatorischen ANE. Die hohe Rate war im Wesentlichen auf maligne
Erkrankungen zurtickzufithren, die unter nicht-inflammatorischen AE subsumiert sind: 76,7
% der positiven Testergebnisse gingen auf maligne Tumore zurtick, obwohl sie nur 41 % der
Gesamtgruppe ausmachen. Von 2.308 Tests mit Seren von maligne Erkrankten waren 4,98
% Antikorper-positiv. Aufgrund der allgemeinen inflammatorischen Reaktion, die oftmals
auf der Grundlage einer Tumorerkrankung zu finden ist, lieen sich maligne Erkrankungen
auch der Gruppe der inflammatorischen AE zuordnen. Jedoch wurden auch in dieser Gruppe
deutlich seltener Oberflichenantikorper gefunden als bei malignen Erkrankungen. Der Kern
der Aussage bliebe derselbe: Maligne Erkrankungen gingen innerhalb der Kontrollgruppen

mit dem hochsten Anteil an zirkulierenden Oberflichenantikérpern einher.
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Betrachtet man die Ergebnisse fir die einzelnen Antikérper, so waren VGKC- und nAChR(g)-

Antikérper am héufigsten in der Gruppe der KE (6,48 % respektive 5,89 %). Keine positi-
ven Ergebnisse gab es fir sechs von 23 Antikérper: AMPAR1+2, AMPAR3, D2R, DPPX,
mGluR5 und PRG5. Keine Daten lagen fiir die vier Antikorper gegen IgLON5, Neurexin-3a,
NMDAR/NR2 und Synapsin vor (Tabelle 4).
Groflere Kontrollgruppen wurden fiir IgLON5 und Neurexin-3a getestet, jedoch ohne Spezi-
fizierung hinsichtlich Serum oder Liquor, weshalb diese nicht in Tabelle 4 aufgefithrt sind.
Da der uberwiegende Anteil der unspezifizierten Proben vermutlich Serumproben waren,
seien diese im Folgenden erwahnt: Einer von 298 nichtinflammatorischen ANE war positiv
fir IgLONS, in 179 Proben aus einer Kontrollgruppe Erkrankter wurde keine positive fiir
Neurexin-3a gefunden.

Im Gegensatz zur geringen Prévalenz neuronaler Oberflichenantikorper in den Kontroll-
gruppen waren diese im Patientenkollektiv deutlich haufiger: Positiv waren 21 % der 4.832
Tests bei Patienten des breiteren klinischen Spektrums und 69 % der 3.185 Tests bei typisch
klinischem Bild (Tabelle 4).

5.1.4 Verfiigbare Liquordaten

Die Zielstrukturen der hier diskutierten Oberflichenantikérper und damit der Ort der Patho-
genese lagen iiberwiegend im zentralen Nervensystem. Ausgenommen hiervon sind lediglich
Neurofascin und die Nikotinrezeptoren vom muskuléren sowie ganglionidren Typ. Die Annah-
me scheint somit plausibel, dass die Antikorperdiagnostik aus Liquor mit hoherer Spezifitét
und Sensitivitat einhergeht.

Die Literaturanalyse in dieser Arbeit zeigt insbesondere, dass, bedingt durch die weitaus
invasivere Punktion zur Gewinnung von Liquor, kaum Daten zu Kontrollen vorlagen. Zur
Gruppe Gesunder berichtete lediglich eine Studie von nur sieben Liquorproben. Im Rah-
men der diagnostischen Aufarbeitung von Kopfschmerzen wurden diese auf NMDAR/NR1-
Antikorper negativ getestet (Tabelle 5) [21]. Von weiteren 28 Liquorproben aus der gesunden
Kontrollgruppe, die ebenfalls aufgrund einer Kopfschmerzanamnese untersucht wurden, war
eine positiv fiir MOG-Antikorper [43]. Diese sind in Tabelle 5 nicht aufgefiihrt, da die Testung
mit ELISA, also einer Nichtstandardmethode, erfolgte.

Etwas mehr Liquordaten - fiir insgesamt sechs der 23 Antikérper - lagen fiir Kontrollen
mit psychiatrischer Erkrankung vor. Eine von 384 Liquorproben war Antikérper-positiv (fir
NMDAR/NR1-Antikorper), was einer Héaufigkeit von 0,26 % und damit in etwa der Sero-
pravalenz entspricht. Auch fiir die iibrigen Untergruppen der KE lag der Anteil der positiven
Liquores nicht wesentlich unter der bereits geringen Seropositivitit. Insgesamt waren 43 der
2.397 (1,79 %) Liquorproben der AE und ANE positiv fiir AQP4, GlyR, NMDAR/NR1 oder
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VGKC-Antikérper. Von diesen 43 positiven Proben stammte der Grofteil (n=35) aus der
Kontrollgruppe der inflammatorischen neurologischen Erkrankungen. Betrachtet man die
Antikérper einzeln, so waren 8,15 % (von 135 Liquores) positiv fir GlyR-, 7,69% (von 91
Liquores) fiir VGKC-, 2,14 % (von 468 Liquores) fir AQP4 und 1,08 % (von 1.389 Liquores)
fir NMDAR/NR1-Antikérper.

Wenn alle Kontrollen zusammen betrachtet werden, lagen der hier durchgefithrten Lite-
raturanalyse zufolge Liquordaten fiir nur 14 der 23 Antikorper vor. Fiir AMPAR3, DNER,
[gLLON5, MOG, Neurexin-3a, Neurofascin, NMDAR/NR2, PRG5 und Synapsin waren keine
Liquordaten zu Kontrollprobanden verfiigbar (Tabelle 5).

Die Rate der positiven Patientenliquores waren vor allem von der Selektion und Grofle
der Kohorte abhingig. Eine 100 %-ige Sensitivitat wurde fiir die kleinsten Kohorten mit im
Mittel nur 4,7 Liquorproben erreicht. Dies galt fiir DNER, DPPX, GABADbR, Neurexin-3a,
Neurofascin und PRG5-Antikorper. Zusammengenommen waren 76,9 % (von 555 Liquores)
der Patienten mit typischem klinischen Bild Antikorper-positiv, wohingegen nur 26,3 % (von

323) des breiteren Symptomspektrums positiv waren (Tabelle 5).
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5.1.5 GroBe der Kontrollgruppen

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigten eine in relativ kurzem Zeitraum beachtliche Men-
ge an durchgefiihrten Antikorpertestungen bei Kontrollen. Die Literaturrecherche verdeut-
lichte jedoch auch, dass in den zahlreichen Veroffentlichungen iiberwiegend kleine, nicht-
systematisch ausgewéahlte Kontrollgruppen getestet wurden (Abbildung 3).

So gab es nur eine einzige Studie, die eine grofie Gruppe gesunder Kontrollen einschloss
und auf elf der hier beriicksichtigten Antikorper testete [16]. Die Ergebnisse dieser Studie
bestimmen demnach wesentlich die Gesamtanalyse zur Antikorperpravalenz. Die Zahlen fir
mGluR5-Antikérper bei Gesunden entstammen ausschliellich dieser Studie von Dahm et
al. [16]. Die Kontrollgruppe Gesunder bestand dabei aus 1.703 Blutspenderseren, die auf
Antikorper gegen AMPAR1+42, AQP4, DNER, DPPX, GABADbR, GlyR, mGluR5, MOG,
NMDAR/NRI1, Caspr2 und Lgil getestet wurden. Am haufigsten wurden NMDAR/NR1-
Antikérper gefunden, die mit 1,2 % (20 von 1.703 Seren) etwas héufiger als in der Gesamt-
analyse waren, aber moglicherweise reprasentativer sind, da die meisten anderen Studien von
nur kleinen Gruppen mit ausschliefilich negativen Resultaten berichteten. Die zweitgrofite
Kohorte umfasste 274 Seren Gesunder, die alle negativ fiir NMDAR/NRI1-Antikérper ge-
testet wurden [10]. Kontrollgruppen mit iiber 100 Probanden wurden nur fir acht der 23
Antikérper beschrieben (Abbildung 3).

Neben Gesunden wurden bei Dahm et al. auch Kontrollen mit psychiatrischen (n=1.804)
und anderen nicht-inflammatorischen neurologischen Erkrankungen (n=729) auf die oben
genannten elf Antikorper getestet, darunter befanden sich je nach Antikorper 0 - 1,34 %
positive Ergebnisse [16]. Bei psychiatrisch erkrankten Kontrollprobanden waren ebenfalls
NMDAR-/NRI1-Antikorper mit 0,9 % am héufigsten. 70 der insgesamt 72 positiven Tester-
gebnisse innerhalb der psychiatrischen Kontrollgruppe entstammen diesem Artikel, obwohl
dieser nur 70 % der in dieser Kohorte durchgefiihrten Antikorpertests beschrieb.

Fiir die Kontrollgruppe Erkrankter gab es nur zwei weitere Studien, die von mehr als 1.000
Kontrollproben berichteten; wobei beide auf nur einen Antikérper beschrankt waren. Dabei
waren 0,5 % von 2.000 iiber 60-jahrigen mit nicht ndher definierter Erkrankung positiv fir
nAChR(m)-Antikérper [78]. Von 1.040 Kontrollen mit Multipler Sklerose (MS) hatten 0,3 %
AQP4-Antikérper (wobei die MS-Diagnose bei zwei der drei positiven Patienten zu NMOSD
korrigiert wurde) [63]. Eine Kohorte mit knapp unter 1.000 Proben sei hier zudem erwéhnt:
1,4 % von 925 Kontrollen mit akuten psychiatrischen Symptomen waren seropositiv: n=7
fir Caspr2, n=>5 fir NMDAR/NR1 und n=1 fiir AMPAR1+2-Antikorper [68]. Alle weiteren
Studien mit den grofiten Kohorten pro Antikorper umfassten deutlich weniger Probanden
mit durchschnittlich 401 eingeschlossenen Proben, von n=98 fir PRG5- [12] bis n=741 fur
GlyR-Antikérper [11] reichend. Die Positivrate mit im Mittel 0,9 % unterschied sich nicht
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Abbildung 3: Grofite Kohorte Gesunder Kontrollen pro Antikoérper
Verglichen mit Dahm et al. [16] wurden in den anderen Studien viel kleinere Kohorten Gesunder
getestet: die zweitgroBte Kohorte Gesunder existiert fiir NMDAR/NR1-Antikorpertests mit 274
Probanden [10]. Alle anderen umfassten unter 200 Gesunde. Diese Abbildung wurde bereits
in eigener Publikation veroffentlicht [52] und darf mit freundlicher Genehmigung von Wolters

Kluwer gezeigt werden.

wesentlich von der Gesamtanalyse (Abbildung 4).
Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass sich die Pravalenz neuronaler Oberflichenan-
tikorper bei Kontrollen sowohl in dem dominierenden Artikel von Dahm et al. [16] als auch

in der Gesamtanalyse unter 5 % bewegt.

5.2 Pravalenz neuronaler Oberflachenantikorper bei Miittern von

Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung
5.2.1 Klinische Daten

Die klinischen Daten dieser Kohorte sind bereits Gegenstand einer Veroffentlichung [42].

Eingeschlossen wurden 123 Miitter von Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungs-
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Abbildung 4: Grofite Kohorte der Kontrollgruppe Erkrankter pro Antikoérper
Fiir Kontrollen mit Erkrankung (KE) fillt die Studie von Dahm et al. [16] etwas weniger ins
Gewicht, als fiir Gesunde, jedoch stellen sie auch fir die KE mit iiber 2.500 Probanden die
grofite Kohorte dar.
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storung, 110 Kontrollmiitter von Kindern ohne psychiatrische Diagnose sowie 21 weibli-
che Kontrollen ohne Kinder. Das mediane Alter der Studienmiitter lag zum Zeitpunkt der
Blutentnahme bei 41 Jahren, das aller Kontrollen bei 42 Jahren; wobei der Altersmedian
der Kontrollmiitter zwei Jahre dariiber und derjenige der Kontrollen ohne Kinder mit 25
Jahren deutlich darunter lag. 16 (13 %) der MPE machten keine Angabe zu ihrem eigenen
Geburtsdatum und 30 (27 %) der Kontrollmiitter gaben das Geburtsdatum ihres Kindes
nicht an. Die Schwangerschaft der MPE lag drei bis 17 Jahre zuriick. Entsprechend lag das
mediane Alter der Kinder der KJP Friedrichshain bei 14 Jahren, das mediane Alter der
Kontrollkinder lag vergleichbar bei 15 Jahren, jedoch mit einer grofieren Spannweite von ein
bis 36 Jahren (Tabelle 6).

MPE (n=123) KM (n=110) KW (n=21)

Medianes Alter Mutter (Jahr, Spannweite) 41 (22-57) 44 (21-60) 25 (22-34)
Mittleres Alter Kind/ 1. Kind der KM (Jahr, Spannweite) 14 (3-19) 15 (1-36) —
Geschlecht Kind 48f, 76m —

Tabelle 6: Klinische Daten

F: Weiblich. KM: Kontrollmutter. KW: Weibliche Kontrolle ohne Kind. M: Méannlich. MPE: Miit-
ter von Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung

Die Diagnosen der Kinder wurden nach Abschluss der Probensammlung dem Kranken-
hausinformationssystem des Vivantes Klinikum am Friedrichshain (Berlin) entnommen und
entsprechen der deutschen Bearbeitung der 10. Revision der Internationalen statistischen
Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme (ICD-10-GM). Bertick-
sichtigt wurde jeweils die Hauptdiagnose der Achse 1 des multiaxialen Klassifikationsschemas
kinder- und jugendpsychiatrischer Diagnosen.

Eine der MPE hatte zwei Kinder in der psychiatrischen Klinik, deren Diagnosen beide in
die Analyse eingingen. Unter den Kindern der Studienteilnehmerinnen waren 56 (45,2 %)
Mé&dchen und 68 Jungen. Am héaufigsten war die Diagnose der hyperkinetischen Stérung,
worunter auch das ADHS fillt, die bei 25,8 % der Kinder vorlag. Darunter waren mit 87,5
% tberwiegend Jungen. Bei knapp einem Fiinftel (19,4 %) der Kinder wurde eine depressive
Storung diagnostiziert. An dritter Stelle standen Stérungen des Sozialverhaltens mit der
Diagnoseziffer F91-92 bei 17 % der Kinder (Tabelle 7).

Die Verteilung der kinder- und jugendpsychiatrischen Diagnosen spiegelt in erster Linie
den Versorgungsschwerpunkt des Klinikums, das Einzugsgebiet der angrenzenden Berliner
Stadtteile sowie eine Mutter-Kind-Beziehung, die mit miitterlicher Prasenz in der Klinik ein-
herging, wider. Die Verteilung deckt sich dabei weitgehend mit aktuellen Daten zur Pravalenz
kinder- und jugendpsychiatrischer Erkrankungen in Deutschland. Der fragebogenbasierten

KiGGS-Studie zufolge machen Hyperaktivitatsstorungen, die weitaus haufigste Diagnose un-
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seres Kollektivs, auch den Grofteil der psychischen Probleme bei Kindern in ganz Deutsch-
land aus. Hyperaktivitdtsstorungen treffen iiberwiegend Jungen, wenn auch mit weniger
deutlicher Mehrheit wie im eigenen Kollektiv: 6,5 % aller Jungen und 2,3 % aller Méadchen
in Deutschland [27]. Alle zwischen 2009 und 2017 kassenarztlich gestellten kinder- und ju-
gendpsychiatrischen Diagnosen wurden ausgewertet, wobei die hyperkinetische Stérungen
nach F90 mit 11 % deutschlandweit die haufigste unter der Achse 1 subsumierten Diagnosen
und die zweithaufigste aller F-Diagnosen ist [72]. Am haufigsten wurde eine Entwicklungssto-
rung nach F8 diagnostiziert, die jedoch nicht der Achse 1 (klinisch-psychiatrisches Syndrom)
zuzuordnen ist. F80, eine Entwicklungsstorung des Sprechens oder der Sprache, ist dabei mit
25 % die haufigste Diagnose tiberhaupt und F82, eine Entwicklungsstorung der motorischen
Funktion mit 7,9 % die dritthdufigste [72]. In unserem Kollektiv erhielten 21 % aller Kinder
unter der zweiten Achse, worunter umschriebene Entwicklungsriickstinde kodiert werden,
eine Diagnose nach F8 (Tabelle 7).

Kinder- und jugendpsychiatrische Diagnose (ICD-10-GM) Gesamt  weiblich  maénnlich

F12 Psychische und Verhaltensstérungen durch Cannabinoide

F20 Schizophrenie

F23 Akute voriibergehende psychotische Stérungen

F32-33 Depressive Episode und rezidivierende depressive Stérung

F40 Phobische Stérungen

F41 Andere Angststorungen

F42 Zwangsstorung

F43 Reaktionen auf schwere Belastungen und Anpassungsstérungen

F45 Somatoforme Stoérungen

F50 Essstérungen

F60 Spezifische Personlichkeitsstorungen

F64 Storungen der Geschlechtsidentitét

F71 Mittelgradige Intelligenzminderung

F84 Tief greifende Entwicklungsstorungen

F90 Hyperkinetische Stérungen

F91 Stérungen des Sozialverhaltens

F92 Kombinierte Storung des Sozialverhaltens und der Emotionen

F93 Emotionale Stérungen des Kindesalters

F94 Storungen sozialer Funktionen mit Beginn in der Kindheit und Jugend
F98 Andere Verhaltens- und emotionale Stérungen mit Beginn in der Kindheit und Jugend
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Tabelle 7: Psychiatrische Diagnosen der Kinder der MPE

Die Diagnosen entsprechen dem ICD-10-GM (die deutsche Bearbeitung der 10. Revision der In-

ternationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme).
Unter dem Buchstaben ,F¢ sind psychische und Verhaltensstérungen fiir Erwachsene und Kin-
der subsumiert. MPE: Miitter von Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstérung. Diese
Tabelle wurde bereits auf Englisch veroffentlicht [42]. Sie darf mit freundlicher Genehmigung von
John Wiley and Sons gezeigt werden.

5.2.2 Immunhistochemie

80 MPE- und KM-Seren wurden immunhistochemisch auf unfixierten Maushirnschnitten
untersucht. Unfixiertes Gewebe hat gegeniiber fixiertem Gewebe den Vorteil, dass die Struk-

turen der Oberflachenepitope als Bindestelle der gesuchten Antikorper weitestgehend intakt
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bleiben [79]. Das in vivo Bindeverhalten kann somit besser dargestellt werden, als mit fixier-
tem Gewebe, bei welchem die lipidhaltige Zellmembran zerstort ist.

Das typische Bindemuster von NMDAR/NR1-Antikérpern konnte mit dem unfixierten
Assay gut dargestellt werden. Abbildung 5 zeigt das Muster des monoklonalen Antikorpers
gegen die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (NR1-AK). Im Kleinhirn zeigte sich eine
starke Bindung an die dicht gelagerten, glutamatergen Kornerzellen des Stratum granulo-
sum. Die GABAergen Purkinjezellen sowie die zellarme Molekularschicht blieben ausgespart
(Abbildung 5a-b). Das stirkste Fluoreszenzsignal fand sich im Hippocampus. Hier wur-
den insbesondere die faserreichen Anteile des Stratum moleculare des Gyrus dentatus sowie
des Stratum oriens und radiatum des Ammonshorns betont. Dagegen bestand weder eine
Bindung an die Kornerzellen des Gyrus dentatus, noch an die Pyramidenzellen des Am-
monshorns (Abbildung 5¢-d). Auch im Thalamus zeigte sich, wenn auch weniger intensiv,
die charakteristische Bindung an Strukturen der Zelloberfliche der Kerngruppen unter Aus-
sparung der weiflen Substanz (Abbildung 5e-f). Das Fluoreszenzmuster der meisten anderen
bindenden Oberflachenantikorper stellte sich ahnlich dar (sogenannte Neuropilfarbung), al-
lerdings reagierten AMPAR-, GABADbR-, Lgil- und Caspr2-Antikorper auch stark mit der
Molekularschicht des Kleinhirns [79].

Alle Seren zeigten eine relativ starke Gewebereaktivitiat der Fluoreszenzstirken 1 und 2
(Abbildung 1). Ein Unterschied zwischen der Studien- und Kontrollgruppe konnte dabei nicht
festgestellt werden. Als Gewebereaktivitit oder Hintergrundfluoreszenz wurden Bindemuster
gewertet, die keinen anatomischen Strukturen folgten oder diese nur schwach voneinander
abheben lielen. Die Abbildungen 6a-d zeigen das Fluoreszenzmuster eines MPE-Serums, das
hier beispielhaft fiir die haufig beobachtete unspezifische Gewebereaktivitat dargestellt ist.
Im Kleinhirn lief} sich eine relativ homogene Farbung der drei Schichten der Kleinhirnrinde
(Stratum granulosum, Stratum ganglionare, Stratum moleculare) mit nur schwacher Beto-
nung des Purkinjezellzytoplasmas beobachten (Abbildung 6a-b). Im Hippocampus wurde
das Pyramidenzellzytoplasma schwach betont (Fluoreszenzstérke 1-2). Zudem hob sich der
Gyrus dentatus ab, ohne eine bestimmte Zellstruktur herauszustellen (Abbildung 6¢-d).

Die Identifikation spezifischer Antikorpermuster war durch die Gewebereaktivitit erheb-
lich erschwert. Trotzdem unterschieden sich die Fluoreszenzmuster der einzelnen Seren re-
produzierbar voneinander.

Im Kleinhirn, Thalamus und Kortex fanden sich in einem KM-Serum (KM-077) an die
Oberflache bindende Antikérper im Sinne eines Neuropilmusters (Abbildung 6¢-h). Die Kor-
nerzellen des zerebelldren Stratum granulosums hoben sich von der homogenen Hintergrund-
fluoreszenz leicht ab (Abbildung 6f). Im Thalamus zeigten sich dhnlich wie beim NR1-AK
an die Zelloberfliche bindende Antikorper (Abbildung 6g-h). Die Fluoreszenzstarke war in
dieser Probe jedoch insgesamt schwach und entsprach den Stérken 1-2 (Abbildung 1), sodass
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diese nicht als positiv gewertet wurde.

Keines der Seren zeigte deutlich ein typisches Fluoreszenzmuster eines Oberflichenanti-
korpers. Insbesondere im Hippocampus zeigte sich fiir alle Seren eine Bindung an Gyrus
dentatus und Pyramidenzellen. Eine dariiber hinausgehende Farbung der Molekularschicht

im Sinne einer Neuropilfarbung wurde nicht beobachtet.

Mit starkerer Fluoreszenz der Stéirken 2 bis 3 fielen dagegen Muster intrazellular bindender
Antikérper auf. Wie bei antineuronalen nukleéren Antikérpern (ANNA), zum Beispiel Anti-
Hu oder Anti-Ri, wurden in einem MPE- und einem KM-Serum die Nuclei aller Zellgruppen
der Kleinhirn- sowie Grofhirnareale gefarbt. Im Serum MPE-005 waren dabei starker die
Nuclei der Purkinjezellen und der Sternzellen in der Molekularschicht gefarbt, KM-081 fiel
mit besonders hoher Fluoreszenzintensitat der Koérnerzellnuclei auf. Auch die Nuclei der
Kortexneurone sowie die Nuclei der hippocampalen Pyramiden- und Kornerzellen zeigten

eine starke Fluoreszenz in diesen beiden Proben (Abbildung 6i-p).

Antikorper gegen intrazellulare Antigene lassen sich in einem Assay mit fixiertem Gewebe
in der Regel besser darstellen, da dabei die Lipidmembranen der Zelloberfliche durch das
zugegebene Triton X-100 permeabel wird. Zum Vergleich wurden deshalb auch Farbungen
an fixiertem Maushirngewebe durchgefiihrt.

Die unspezifische Gewebereaktion wurde auf fixierten Maushirnschnitten dhnlich wie auf
unfixierten Hirnschnitten beobachtet: mit Fluoreszenz der Starke 1 unter Betonung der hip-
pocampalen Pyramidenzellen, des Gyrus dentatus sowie im Kleinhirn mit einer leichten
Abhebung der Purkinjezellen von der unspezifischen Bindung an Molekular- und Koérner-
zellschicht (Abbildung 7a-b). Probe KM-081 zeigte auf fixiertem Gewebe noch deutlicher
eine starke nukledre Bindung im Kleinhirn und Hippocampus (Abbildung 7c-d, vergleiche
auch Abbildung 6m-p). Auch die Probe einer MPE (MPE-017) zeigte eine starke Expression
(Fluoreszenzstérke 3) antinukledrer Antikorper. Zudem zeigte sich eine Anfiarbung der Pur-
kinjezelldendriten der Fluoreszenzstéirke 2, was sich in keiner anderen der 30 auf fixierten
Maushirnschnitten geférbten Seren darstellen lief§ (Abbildung 7e-h). Das Serum MPE-089
zeigte auf fixierten Maushirnschnitten im Vergleich zu den anderen Seren eine starkere Fluo-
reszenz der Molekularschicht des Hippocampus, aber auch hier blieb die Fluoreszenzstéirke
der Molekularschicht schwécher als die der Pyramidenzellen, sodass hier kein typisches Neu-
ropilmuster vorlag (Abbildung 7i-j). Auf unfixiertem Gewebe zeigte die Probe MPE-089 keine
Auffilligkeiten.

Zusammenfassend zeigten die Féarbungen eine starke Gewebereaktivitéit, wovon sich in ein-
zelnen Praparaten mogliche intrazelluldar bindende Antikérper abheben lielen. Eine deutliche

Bindung an Oberflichenantigene konnte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 5: Immunhistochemisches Fluoreszenzmuster der NMDAR/NR1-Antikérper
Die Abbildungen zeigen die charakteristischen Fluoreszenzmuster auf unfixiertem Maushirn
nach Inkubation mit dem monoklonalen NMDAR/NRI-Antikérper (NR1-AK) und dem griin
fluoreszierenden (Alexa Fluor 488) anti-human-IgG Zweitantikorper. (a-b) Im Kleinhirn bindet
der NR1-AK an die KZ des Stratum granulosum. xxx Die Purkinjezellen des Stratum ganglio-
nare bleiben ausgespart, ebenso die Molekularschicht. (c-d) Im Hippocampus wird die Moleku-
larschicht des GD betont. Die KZ, ebenso wie die Pyramidenzellen des Ammonshorns bleiben
ausgespart. (e-f) Das typische Oberflachenantikérperbindemuster zeigt sich auch im Thalamus
mit Farbung der Kerngruppen unter Aussparung der weilen Substanz. Alb: Substantia alba,
CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus, Gran: Stratum granulosum, KZ: Koérnerzelle, Mol:

Stratum moleculare, Ori: Stratum oriens, Rad: Stratum radiatum.
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Abbildung 6: Gewebereaktivitat und bindende Antikérper in MPE- und KM-Seren auf un-
fixiertem Maushirngewebe
Das Serum MPE-053 zeigt ein unspezifisches Hintergrundsignal mit (a-b) homogener Farbung
der Kleinhirnrinde, von der sich die Purkinjezellen leicht abheben, sowie (c-d) Betonung des
Stratum granulosum des GD sowie der PyZ im Hippocampus. Spezifische Muster in definierten
anatomischen Regionen oder des Neuropils zeigen sich nicht. (e-h) zeigen eine Antikorper-
Bindung gegen Oberflichenstrukturen in der Probe KM-077, die bei Fluoreszenzstirke 1-2
jedoch als negativ gewertet wurde. MPE-005 und KM-081 zeigen Muster intrazellular bindender
Antikorper der Fluoreszenzstiarken 2-3. Neuronale Nuclei der Zellgruppen im Kleinhirn (i-j,m-o)
und Grofhirn (k-1,p) werden deutlich gefarbt. x zeigen beispielhaft die fluoreszierenden Nuclei
neuronaler Zellen. (k-1) zeigen Ausschnitte des Hippocampus, (p) des Kortex. Alb: Substantia
alba, CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus, Gran: Stratum granulosum, KZ: Kérnerzelle,
Mol: Stratum moleculare, Ori: Stratum oriens, PZ: Purkinjezelle, PyZ: Pyramidenzelle, Rad:

Stratum radiatum.
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Abbildung 7: Intrazelluldr bindende Antikérper in MPE- und KM-Seren auf fixiertem Maus-
hirngewebe
(a-b) KM-011 zeigt ein reprisentatives Signal der Gewebereaktivitdt der Seren mit Betonung
des GD, der hippocampalen PyZ und der zerebellaren PZ. KM-081 und MPE-017 zeigen Muster
antinukledrer Antikoérper im Kleinhirn (c,e,g) und Hippocampus (d,f,h). x zeigt den fluoreszie-
renden Zellkern einer KZ im Kleinhirn und GD, x* zeigt den fluoreszierenden Zellkern einer PZ
im Kleinhirn oder einer hippocampalen PyZ. ~ In der Probe der MPE-017 werden zusétzlich
die Dendriten der PZ deutlich gefarbt (e,g). Im Serum MPE-089 wird die Molekularschicht im
Vergleich zu den anderen Seren stérker betont, bleibt jedoch schwécher als das Signal der PyZ
(i-j). Alb: Substantia alba, CA: Cornu ammonis, GD: Gyrus dentatus, Gran: Stratum granu-

losum, KZ: Koérnerzelle, Mol: Stratum moleculare, PZ: Purkinjezelle, PyZ: Pyramidenzelle.

40



5.2.3 Neuronale Antikorper in kommerziellem CBA

Insgesamt wurden zehn der 253 Proben (4,0 %) im CBA von EUROIMMUN positiv fir
neuronale Oberflichenantikérper getestet. Die Probe einer Mutter eines Kindes mit hyper-
kinetischer Stérung (F90) wurde mit den kommerziellen Assays nicht ausgewertet.

Eine der 122 MPE-Seren (0,8 %) war positiv auf Antikérper gegen den GABAb-Rezeptor
(Tabelle 8). Die Mutter war zum Zeitpunkt der Blutentnahme mit 27 Jahren deutlich un-
ter dem Altersdurchschnitt der Kohorte und hatte einen Sohn mit der Diagnose Autismus
(F84.0). Der Antikoérpertiter im CBA war mit 1:10 niedrig und die immunhistochemische
Testung ergab kein spezifisches Muster fir GABAbR~Antikérper (Tabelle 9). Ein Titer von
1:10 bedeutet geméfl kommerziellem CBA ein schwaches Fluoreszenzsignal bei einer 1:10-
Serumverdinnung [23].

Unter den Kontrollseren zeigten sich insgesamt neun positive Testergebnisse (6,9 %). Mit
2,6 % waren Antikorper gegen GlyR am héufigsten. Die positiven Seren entstammten alle
der Gruppe der KM. Mit einem medianen Alter von 48 Jahren lagen sie etwas iiber dem
Altersdurchschnitt der Kohorte (44 Jahre). Der Antikorpertiter war iiberwiegend niedrig, in
sechs Proben lag er bei 1:10, bei einer Probe jedoch bei 1:320, was einer mittleren Fluores-
zenzstéarke bei einer 1:100 Serumverdiinnung entspricht (Tabellen 8, 9) [23].

Zudem war ein KM-Serum mit einem Titer von 1:32 positiv fir NMDAR/NR1-Antikorper
und ein KW-Serum positiv fiir Antikorper gegen AQP4 mit einem Titer von 1:100 (Tabelle 8).
Ein Titer von 1:100 entspricht im kommerziellen CBA einer schwachen Fluoreszenzintensitéit
bei einer 1:100 Serumverdiinnung, ein Titer von 1:32 einer mittleren Fluoreszenzintensitét
bei einer 1:10 Serumverdiinnung [23].

Nur die Anti-AQP4-positive Probe zeigte das typische Muster fir Oberflichenantikorper
auch auf Hirnschnitten. Alle anderen CBA-positiven Proben waren in der IHC negativ fiir

neuronale Antikorper (Tabelle 11).

Intrazellular bindende Antikérper wurden mit sieben von 253 Proben (2.8 %) in unserem
Kollektiv ahnlich héufig wie Oberflichenantikérper gefunden (Tabelle 10). Keine der Proben
war gleichzeitig positiv fiir Antikorper gegen Oberflichen- und intrazellulare Antigene. Unter
den MPE war je eine Probe positiv fir ITPR1-, Neurochondrin und RhoGTPase-Antikorper,
unter den KM ebenfalls eine fiir ITPR1-Antikérper und zudem je eine fiir Antikorper ge-
gen GFAP und Recoverin. Eine Probe der KW war positiv fiir Neurochondrin-Antikorper.
Die Antikorpertiter waren mit einem Mittelwert von 1:200 deutlich hoher als die der Ober-
flichenantikorper (im Mittel 1:50). Der Altersmedian lag mit 37 Jahren 10 Jahre unter
dem fiir Oberflachenantikorper-positive Proben. Auch in diesem Fall waren die meisten der

CBA-positiven Proben immunhistochemisch negativ. Nur zwei Seren zeigten ein fiir den je-
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Antigen (n=17) Anzahl positiver Ergebnisse (%)

MPE (n=122) KM (n=110) KW (n=21)  Gesamt (n=253)
AQP4 0 0 1(4.8) 1 (0.4)
GABAbR 1 (0.8) 0 0 1 (0.4)
GlyR 0 7 (6.4) 0 7 (2.6)
NMDAR 0 1 (0.9) 0 1 (0.4)
AMPARI+2, Caspr2, D2R, DNER, 0 0 0 0
DPPX, Flotillin, GABAaR, IgLONS,
Lgil, mGluR1l, mGluR5, MOG,
Neurexin-3a
Gesamt 1(0.8) 8 (7.3) 1(4.8) 10 (4.0)
Positiv (n=)/Antikorpertests (n=) 1/2.074 (0,05%) 8/1.870 (0,43%) 1/357 (0,28%) 10/4.301 (0,23%)

Tabelle 8: Neuronale Oberflichenantikérper im kommerziellen CBA

CBA: Zellbasierter Assay. KM: Kontrollmutter. KW: Weibliche Kontrolle ohne Kind. MPE: Miitter
von Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung.

weiligen Antikorper typisches immunhistochemisches Bindemuster, gerichtet gegen ITPR1
beziehungsweise GFAP (Tabelle 10).

5.2.4 Neuronale Antikorper in kommerzieller Immunhistochemie

Idealerweise zeigt sich das CBA-positive Ergebnis auch immunhistochemisch mit Antikorper-
typischem Fluoreszenzmuster. In den eigenen Kohorten konnten von insgesamt 17 CBA-
positiven Proben nur drei immunhistochemisch bestatigt werden; darunter eine mit Ober-
flichenantikorpern (AQP4) und zwei mit intrazellulér bindenden Antikérpern (ITPR1 und
GFAP) (Tabellen 9, 10, 11).

Dartiber hinaus zeigte der IHC in fiinf verschiedenen Proben ein antineuronales Muster
bei negativem CBA-Ergebnis. Zwei MPE-Seren reagierten auf Purkinjezellen im Kleinhirn,
typisch fiir sogenannte "medusa head antibodies", von denen in den letzten Jahren immer
wieder neue Vertreter beschrieben worden sind (z.B. Antikorper gegen DNER, GRM1 und
Homer-3). Der Sohn der Probandin MPE-062 wurde wegen ADHS behandelt und die Tochter
der Probandin MPE-075 aufgrund einer Angststorung.

Im Serum der MPE-041, Mutter einer Tochter mit Depression, konnten Antikérper ge-
gen Myelin im Hippocampus und Kleinhirn beobachtet werden (Tabelle 11). Ein bekanntes
Myelin-Antigen ist zum Beispiel MOG (Myelin oligendrocyte glycoprotein). MOG-Antikorper
sind wie AQP4-Antikorper mit demyelinisierenden Erkrankungen der NMOSD-Gruppe und
auBerdem mit der akuten disseminierten Enzephalomyelitis (ADEM) bei Kindern assoziiert
[58].

In der Kontrollgruppe fiel die Probe KM-049 mit Fluoreszenzmuster entlang der weiflen
Substanz auf, jedoch ohne das fiir Myelin typische Muster. Ein weiteres Serum, KM-040,
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Serum Oberflachenantigen (AK-Titer) Alter Mutter (J) Kind - Diagnose - Geschlecht - Alter (J)

MPE-096 GABADbR (1:10) 27 Autismus F84.0 m 7
KM-007 NMDAR (1:32), GlyR (1:10) 47 — — 7
KM-001  GlyR (1:10) 53 — — 30
KM-072  GlyR (1:10) 52 — — 27
KM-076  GlyR (1:10) 51 — — 31
KM-087  GlyR (1:10) 36 — — 7
KM-089 GlyR (1:10) 48 — — 32
KM-104  GlyR (1:320) 48 — — 21
KW-012 AQP4 (1:100) 23 — — —
Gesamt Mittlerer Titer 1:50 Median 47 (23-52) 17 (7-32)
Serum Intrazellulidre Antigene (AK-Titer) Alter Mutter (J) Kind - Diagnose - Geschlecht - Alter (J)
MPE-008 Neurochondrin (1:100) 38 ADHS F90.1 m 10
MPE-057 ITPR 1 (1:320) 40 Depressive Stérung F32.1 w 16
MPE-072 RhoGTPase (1:320) — Depressive Stérung F32.1 w 14
KM-105 GFAP (1:320) 45 — — 20
KM-027 Recoverin (1:32) 30 — — —
KM-029 ITPR1 (1:100) 36 — — 16
KW-015 Neurochondrin (1:320) 24 — — —
Gesamt Mittlerer Titer 1:200 Median 37 (24-45) 16 (10-20)

Tabelle 9: Charakteristika der CBA-positiven Proben

AK: Antikérper. ADHS: Aufmerksamkeitsdefizit- und Hyperaktivitdtssyndrom. KM: Kontrollmut-
ter. KW: Weibliche Kontrolle ohne Kind. MPE: Miitter von Kindern mit neuropsychiatrischer
Entwicklungsstérung.

zeigte Antikorperbindungen in der Molekularschicht im Kleinhirn und Hippocampus sowie
in der Kornerzellschicht des Kleinhirns, wie es bei vielen Oberflachenantikérpern zu sehen
ist, unter anderem bei Caspr2-, Lgil-, AMPAR- und GABAbR-Antikérpern (Tabelle 11).
Zusammenfassend wurde in 2 % der 253 Proben ein antineuronales Bindemuster eines unbe-
kannten Antikorpers festgestellt: in 2,4 % der MPE (3 von 122) und in 1,5 % der Kontrollen
(2 von 131) (Tabelle 11). Nur zwei der Miitter zeigten ein ahnliches Muster, wobei die klini-

schen Angaben der Kinder keine Parallelen aufwiesen.

5.2.5 NMDAR/NR1-Antikorper im FACS-Assay

In unserem Labor konnte in einem Mausmodell die mogliche Bedeutung miitterlicher NM-
DAR /NR1-Antikérper fiir die Pathogenese neuropsychiatrischer Entwicklungsstérungen der
Mausenachkommen gezeigt werden [42]. In der hier untersuchten klinischen Kohorte konnten
allerdings weder im CBA noch immunhistochemisch NMDAR /NR1-Antikorper bei Miittern
von Kindern mit neuropsychiatrischer Erkrankung festgestellt werden.

Es stellte sich die Frage, ob moglicherweise zu geringe Antikorperkonzentrationen im Se-
rum gesunder Mitter von den fiir Enzephalitispatienten entwickelten Routine-Assays unent-
deckt blieben. Durch fetale Anreicherung kénnten diese dennoch in relevanter Konzentration

beim Kind vorliegen und somit die Hirnentwicklung beeinflussen.
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Antigen (n=15) Anzahl positiver Ergebnisse (%)

MPE (n=122) KM (n=110) KW (n=21)  Gesamt (n=253)

GFAP 0 1 (0.9) 0 1(0.4)
ITPR1 1(0.8) 1 (0.9) 0 2 (0.8)
Neurochondrin 1 (0.8) 0 1(4.8) 2 (0.8)
Recoverin 0 1(0.9) 0 1(0.4)
RhoGTPase 1(0.8) 0 0 1 (0.4)
Amphiphysin, CV2, ERC1, GADG65, 0 0 0 0
Homer-3, Hu, Ma2, Ri, Yo, ZIC4

Gesamt 3 (2.5) 3 (2.7) 1(4.8) 7 (2.8)

Positiv (n=) / Antikdrpertests (n=) 3/1.830 (0,16%) 3/1.650 (0,18%) 1/315 (0,32%)
Tabelle 10: Antikorper gegen intrazelluldre Antigene im kommerziellen CBA
CBA: Zellbasierter Assay. KM: Kontrollmutter. KW: Weibliche Kontrolle ohne Kind. MPE: Miitter

von Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstérung.

Positive Reaktion im IHC  Hippocampus (Titer) Zerebellum (Titer) CBA (Titer)

MPE (3/122, 2.5%)

MPE-041 Myelin 1:100 Myelin 1:320 negativ
MPE-067 negativ Purkinjezellen 1:32 negativ
MPE-075 negativ Purkinjezellen 1:320 negativ

KM (4/110, 3.6%)

KM-029 negativ Purkinjezellen 1:32 ITPR1 (1:100)
KM-105 GFAP 1:100 GFAP 1:100 GFAP (1:320)
KM-040 Molekularschicht 1:100  Molekularschicht 1:100, Kornerzellschicht 1:320  negativ
KM-049 weile Substanz 1:320 weile Substanz 1:320 negativ

KW (1/21, 4.8%) Molekularschicht 1:320  Molekularschicht 1:320, weifle Substanz AQP4 (1:100)

Tabelle 11: Neuronale Antikorper in kommerzieller Immunhistochemie

CBA: Zellbasierter Assay. IHC: Immunhistochemie. KM: Kontrollmutter. KW: Weibliche Kontrolle
ohne Kind. MPE: Miitter von Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstérung.

Der in unserem Labor entwickelte FACS-Assay bietet den Vorteil, mit hoher Sensitivitét
NMDAR/NR1-Antikorper auch im niedrigen Konzentrationsbereich erkennen zu kénnen.
Auch im Bereich sehr geringer Antikorperkonzentrationen bis 0,01 ng/ml kann mit dem
FACS-Assay zwischen monoklonalen NMDAR/NR1- und Kontrollantikérpern unterschieden
werden [42][56].

Fir die Datenauswertung wurde zunéchst der fir die Analyse relevante Bereich der phy-
siologisch konfigurierten HEK-Zellen anhand der Intensitat des Vorwarts- und Seitwartss-
treulichts so bestimmt, dass in dem elliptischen Fenster mindestens 50 % und maximal 85
% der FACS-Signale der internen Kontrollproben erfasst wurden (Abbildung 8a).

Die HEK-Zellen wurden dann anhand des Signals des mit NR1 kovalent gebundenen, fluo-
reszierenden EYFPs in NR1-transfizierte und nicht-transfizierte HEK-Zellen unterschieden
(Abbildung 8b). Die Stérke des EYFP-Signals entsprach dabei dem Expressionslevel der
NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors. Als nicht-transfiziert, im Folgenden NR1,,,, wur-
den alle Zellen mit einer medianen Fluoreszenzintensitat (MFI) fir EYFP <100 definiert.

Die NR1-transfizierte Population (NR1,,s) wurde nach dem Expressionslevel von NR1 in vier
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Abbildung 8: Definition der verschiedenen Populationen NMDAR/NRI1-exprimierender
HEK-Zellen

Durchflusszytometrische Messung (FACS) von NRl-transfizierten sowie nicht-transfizierten
HEK-Zellen. Die Abbildungen zeigen beispielhaft die Messergebnisse fiir den monoklonalen
NR1-Antikorper. (a) Das elliptische Gate fiir die physiologisch konfigurierten einzelnen HEK-
Zellen umfasst hier 72,9 % der Signale. (b) Anhand der Fluoreszenzintensitit des mit NR1
kovalent gebundenen EYFPs werden die HEK-Zellen in eine nicht-transfizierte (NR1,e,) und
transfizierte Population (NR1,,s) unterschieden. Die NR1,,s-Population wird nach dem Ex-
pressionslevel von NR1 in vier weitere Kategorien unterteilt: NR1yeryiow, NR1iow, NRlmedium,
NR1pign. FSC: forward scatter (Vorwértsstreulicht), SSC: side scatter (Seitwértsstreulicht),
Angabe als Gesamtheit des erfassten Streulichts einer Zelle (engl. -A fiir ,area®).

weitere Gruppen unterteilt: NR1,¢pyi0, mit MFI >3.000, NR1;0,, mit MFI >5.000, NR1,,cdium
mit MFI >10.000, und NR1;g, mit MFI 20.000-40.000 (Abbildung 8b).

Fir NR1,,, sowie fir jede der vier NR1,,s-Kategorien wurde die mediane Fluoreszenzin-
tensitat des Zweitantikorpers (anti-human IgG, gekoppelt mit Alexa Fluor 647) bestimmt, im
Folgenden MFT 647 genannt. Diese entsprach der Antikérperbindung an die NR1-Untereinheit
des NMDA-Rezeptors. Die Anregungs- und Emissionsspektren der beiden verwendeten Fluorchro-
me EYFP und Alexa Fluor 647 iiberschneiden sich dabei nicht [24], sodass die gemessenen

Fluoreszenzintensitaten voneinander unabhéngig waren.

Die NR1,,.4-Gruppe zeigte fiir die internen Kontrollen erwartungsgemaf eine niedrige Fluo-
reszenzintensitat des Zweitantikorpers (Mittelwert der MFI 647 = 449 + 159 SD). Die MFI
647 fir NR1,,., wurde als fiir jede Probe individuelles Hintergrundsignal gewertet.

Fiir die NR1,,s-Zellen wurde bei den Positivkontrollen (monoklonaler NR1-AK und zwei
Seren von NMDAR-Enzephalitispatienten) eine deutlich héhere MFI 647 gemessen, wohin-
gegen sich die MFI 647 fiir die NR1,,.,- und NR1,,s-Zellen bei der Negativkontrolle (mo-

noklonaler neg AK) nur minimal unterschied. Verglichen mit den NR1,,,-Populationen mit
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niedrigerem NR1-Expressionslevel wurde fir die NR1,4,-Population sowohl der Unterschied
zum Hintergrundsignal innerhalb einer Probe deutlicher, als auch der Unterschied zwischen
Negativ- und Positivkontrolle. Von NR1,eryi0w 20 NR1pigp stieg die MFI 647 des NR1-AKs
um das 18-fache und die MFI 647 des Serums eines NMDAR-Enzephalitispatienten um das
7-fache. Der neg AK zeigte dagegen nur einen minmalen Anstieg um das 1,5-fache (Tabelle
12).

Die NR1p;4n-Population kann als Gruppe mit den besten Transfektionsbedingungen be-
trachtet werden, sodass fir die Beurteilung des Vorliegens von NMDAR/NR1-Antikorpern
nur die NR1y,4,-Zellen beriicksichtigt wurden. Das Anti-NR1-Signal einer Probe wurde als
Differenz der MFI 647 der NR1,4,-Population und dem Hintergrundsignal der NR1,,,-
Population definiert (AMFI 647). Es wurde angenommen, dass die Grofle von AMFI 647
Ausdruck des Anti-NMDAR/NR1-Titers einer Probe ist.

Probe MFI 647

NRlpeg NRlpos NRlyeryiow NRljow  NRlpgedium  NRlpign  AMFI 647  AMFI 647

Neg AK 360 447 405 410 457 614 254 =
NR1-AK 356 4.102 1.484 2.751 6.456 26.477 26.121 =
NMDARE 476 1.232 688 910 1.577 4.996 4.519 =
MPE (n=120) 972 1.022 928 967 1.057 1.236 265 351
KM (n=105) 1.068 976 898 930 999 1.148 81 244

Tabelle 12: Mediane Fluoreszenzintensitédt (MFI 647) fur die verschiedenen NR1,,, - Popu-

lationen

Gezeigt wird jeweils der Mittelwert der Kohorten MPE und KM. AMFT 647 bezeichnet die Dif-
ferenz der MFI 647 der NR1;4,-Population und dem Hintergrundsignal der NR1,,.4-Population.
Unter AMFT 647* wurden die negativen Differenzen auf Null gesetzt. = : entspricht dem Wert
der vorangehenden Spalte. KM: Kontrollmutter. MFI 647: Mediane Fluoreszenzintensitit des mit
dem Zweitantikorper gekoppelten Fluorchroms Alexa Fluor 647. MPE: Mitter von Kindern mit
neuropsychiatrischer Entwicklungsstérung. Neg AK: monoklonaler Negativantikérper. NMDARE:
Patient mit NMDAR-Enzephalitis. NR1-AK: monoklonaler Anti-NR1 Antikorper.

Die Testung der Seren der klinischen Kohorte ergab bei drei MPE- und zwei KM-Seren
nicht auswertbare Signale (es wurden negative mediane Fluoreszenzintensitaten fiir den mit
Alexa Fluor 647 gekoppelten Zweitantikorper ermittelt), sodass diese aus der Analyse aus-
geschlossen wurden. Insgesamt gingen folglich 120 MPE-Seren und 105 Kontrollseren in die
Auswertung ein.

Bei der Messung der einzelnen Serumproben wurden in dem fiir die HEK-Zellen defi-
nierten Bereich (Abbildung 8) im Durchschnitt 72,6 % (SD £ 6), mindestens 43,6 % und
hochstens 82,1 % der Signale erfasst. Weiter wurden durchschnittlich 52,8 % (SD + 3.,5)
nicht-transfizierte und 41,6 % (SD + 2,9) NR1-transfizierte Zellen gezihlt. In die Kategorie
der NR1,;4,-Population fielen 2,7-4,8 % aller Signale einer Probe (Mittelwert 3,6 %).

Auffallig in der Messung der Seren war ein tiberwiegend starkes Hintergrundsignal (Tabelle

12). In 57 % der insgesamt 225 MPE- und KM-Seren lag die MFI 647 fiir NR1,,, tiber zwei
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SD iiber dem Mittelwert des Hintergrundsignals der internen Kontrollen. Darunter waren
MPE- (68 von 120) und KM- (60 von 105) Seren mit je 57 % gleichermafen vertreten.

Betrachtet man die einzelnen Seren, so variierte das Hintergrundsignal erheblich zwischen
einer Fluoreszenzintensitét von 219 und 6.539 (MFI 647). Eine hohe MFI 647 fiir die NR1,,.4-
Zellen ging dabei in der Regel mit einer hohen MFI 647 fir die NR1;4,-Population einher
und umgekehrt (Abbildung 9). Das Verhéltnis war jedoch nicht rein linear. Drei Serumpro-
ben fielen mit besonders starker Hintergrundreaktivitat auf, ohne ein starkes Signal fiir die
NR1p4n-Population zu erzeugen. Eine Probe wies eine hohe MFI fiir NR1y;g, bei relativ
niedrigem Hintergrund auf. Die meisten Seren gruppierten sich jedoch um die Mittellinie,
die einer positiven Korrelation entspricht. Die bivariate Korrelationsanalyse nach Pearson er-
gab einen Korrelationskoeffizienten von r=0,47, was einer moderaten bis starken Korrelation
entspricht und auf einem Niveau von p=0,01 statistisch signifikant ist (Abbildung 9).

Das weist darauf hin, dass eine hohe MFI 647 fiir NR1,,,- oder NR1,4,-Zellen alleine nicht
notwendig auf das Vorliegen von NMDAR /NR1-Antikérpern hinweist, sondern auch durch
eine hohe Hintergrundreaktivitét dieser Probe bedingt sein konnte. In diesem Versuchsaufbau
hatte somit die gleichzeitige Analyse der MFI 647 von transfizierten und nicht-transfizierten
Zellen eine wesentliche Bedeutung, um ein mogliches starkes Hintergrundsignal einer Probe
nicht falschlicherweise als Anti-NR1-Signal zu werten. Durch die Bildung der Differenz AMFI
647, wurde das Hintergrundsignal jeder einzelnen Serumprobe in der Auswertung hinsichtlich

des Vorliegens von Anti-NR1 Antikérpern herausgerechnet.

Entsprechend dieser Datenanalyse wurden nun die Gruppen der MPE und der KM vergli-
chen. Abbildung 10 zeigt die Verteilung des Anti-NR1-Signals fiir die Gruppe der MPE im
Vergleich zu den KM. Sowohl Mittelwert (AMFT 647: 265 versus 81) als auch Median (AMFI
647: 262 versus 192) waren hoher fir MPE als fiir KM. In 22 % (26 von 120) der MPE und
23 % (24 von 105) der KM zeigten sich negative Differenzen fiir AMFI 647. In diesen Fallen
war das Hintergrundsignal hoher als das fiir NR1p,.,. Per conventionem wurden negative
Werte fiir AMFI 647 auf Null gesetzt.

Die statistische Berechnung mittels ungepaartem t-Test ergab einen signifikanten Unter-
schied im Anti-NR1-Signal zwischen den MPE und der KM, zugunsten der MPE (p=0,03,
vergleiche p=0,04 nach der Auswertung mit negativen Differenzen). Die Nullhypothese, die
Anti-NR1-Reaktivitat unterscheide sich zwischen MPE und KM nicht, konnte somit abge-
lehnt und die Alternativhypothese angenommen werden. Die Gruppe der MPE hatte eine
hohere Anti-NR1-Reaktivitat, sprich hohere NMDAR /NR1-Antikorpertiter, als die KM (Ab-
bildung 11).

Aufler dem relativen Unterschied zwischen den beiden Gruppen der MPE und KM sind

diejenigen Serumproben interessant, die einen besonders hohen NMDAR /NR1-Titer aufwie-
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Abbildung 9: Positive Korrelation zwischen NR1,,.,- und NR1y,;4,-Reaktivitat der MPE- und
KM-Seren
Stellt man die NR1,.4- und NR1p;4,-Reaktivitét jeder einzelnen Probe gegeniiber, so ldsst
sich an der Trichterform in der graphischen Darstellung eine positive Korrelation zwischen den
beiden Reaktivititen erkennen. Korrelationskoeffizient nach Pearson r=0,47 (p=0,01). Eine
hohe MFT 647 der NR1y,;4n-Population weist somit nicht notwendig auf das Vorliegen von
NMDAR,/NR1-Antikérpern hin, sondern kénnte auch durch eine hohe Hintergrundreaktivitéit
dieser Probe bedingt sein. Durch die Bildung der Differenz AMFI 647 zwischen NR1y;¢, und
NR1,., wird das Hintergrundsignal herausgerechnet. Jedes rote Quadrat entspricht einem
miitterlichen Serum der KM oder MPE. Die Werte der x und y-Achse entsprechen jeweils
der medianen Fluoreszenzintensitidt des mit dem Zweitantikorper gekoppelten Fluorchroms
Alexa Fluor 647 (MF1I 647) fiir NR1,,.,4- respektive NR1p;gp,-Zellen. KM: Kontrollmutter. MPE:

Miitter von Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung.
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Abbildung 10: Verteilung der Anti-NR1-Reaktivitdt der MPE- und KM-Seren
Die Histogramme zeigen die Verteilung der AMFI 647 in den beiden Kohorten MPE und KM.
Der Unterschied der beiden Gruppen ist statistisch signifikant zugunsten der MPE (ungepaar-
ter t-Test: p=0,04). AMFI 647 bezeichnet die Differenz aus der MFI 647 der NR1j;45- und
der MFT 647 der NR1,.4-Population. KM: Kontrollmutter. MPE: Miitter von Kindern mit
neuropsychiatrischer Entwicklungsstérung.
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Abbildung 11: Anti-NR1-Reaktivitdt der MPE- und KM-Seren
MPE zeigen eine signifikant stirkere Anti-NR1-Reaktivitat als KM (p=0,03). In den MPE
kann folglich von héheren NMDAR/NRI1-Antikorpertitern ausgegangen werden. Bei einem
Schwellenwert von 2 SD tiber dem Mittelwert, sind neun MPE- (7,5 % von 120) und zwei KM-
Seren (1,9 % von 105) positiv fiir NMDAR/NR1-Antikorper. AMFI 647*: Negative Werte fiir
AMFI 647 wurden auf Null gesetzt. Jede Raute zeigt den Wert einer Serumprobe an. Die roten
horizontalen Linien zeigen den Mittelwert mit einer SD. Diese Abbildung ist eine Variante einer
bereits veroffentlichten Abbildung [42]. Sie darf mit freundlicher Genehmigung von John Wiley

and Sons gezeigt werden.
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Probe AMFI 647*  Alter der Mutter ~ Alter, Geschlecht, Diagnose des Kindes (ICD-10)

MPE-N019 3.608 34 11 m F90.0
MPE-019 1.704 33 12 m F90.1
MPE-021 1.667 36 11 m F98.8
KM-077 1.416 39 15 — —

MPE-063 1.270 — 14 w F32.1
MPE-005 1.266 43 19 m F90.1
KM-098 1.231 47 27 — —

MPE-033 1.126 40 16 w F90.1
MPE-014 1.099 41 16 w F92.8
MPE-053 1.090 43 15 w F32.1
MPE-027 1.074 38 15 w F32.1

Tabelle 13: Klinische Daten zu den Seren mit einer Anti-NR1-Reaktivitat AMFI 647* > 2

SD tiber dem Mittelwert

Die Seren sind nach absteigender Fluoreszenzintensitét fiir Anti-NR1 gelistet. AMFT 647*: Diffe-
renz aus MFI 647 der NR1j;45- und MFI 647 der NR1,,.,-Population, wobei negative Differenzen

auf Null gesetzt wurden. Die dem ICD-10 Code entsprechenden Diagnosen finden sich in Tabelle
7.

sen. Wird fiir eine positive Anti-NR1-Reaktivitdt ein Schwellenwert bei zwei SD iiber dem
Mittelwert angenommen, so lag dieser bei AMFI 647* = 1.070 und somit deutlich iiber
dem Wert der Negativkontrolle (AMFT 647* = 254) und gleichzeitig unter dem Wert eines
NMDAR-Enzephalitispatienten (AMFI 647* = 4.519).

Neun MPE-Seren (7,5 % von 120), jedoch nur zwei KM-Seren (1,9 % von 105) waren
demnach positiv fir NMDAR/NRI1-Antikérper (Abbildung 11, Tabelle 13). Es zeigte sich
allerdings keine eindeutige Verteilung zugunsten einer kindlichen Diagnose, eines Geschlechts
oder des Alters. Unter den NMDAR/NRI-Antikérper-positiven Probandinnen waren die
Miitter von fiinf Madchen und vier Jungen, vier Kinder mit ADHS, drei mit Depression und
zwei aus dem Spektrum der Verhaltens- und emotionalen Storungen. Das mittlere Alter der
Miitter entsprach etwa dem der Gesamtkohorte, mit einem Median von 39 Jahren (versus
41) fiir die MPE und 43 (versus 44) fur die KM. Eine besonders starke Reaktion zeigte das
Serum einer zum Zeitpunkt der Blutentnahme 34-jahrigen Mutter eines 11-jdhrigen Sohnes
mit der Diagnose ADHS (Tabelle 13).
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch die systematische Literaturrecherche zur Pravalenz der 22 neuronalen Oberfléchen-
antikorper konnten aus 309 Studien zwischen 1974 und 2016 insgesamt 115.005 Antikorper-
tests bei verschiedenen Kontrollgruppen identifiziert werden [52]. Die meisten Informationen
stammten aus kleinen Studien ohne systematischen Einschluss von Kontrollprobanden. Ei-
ne grofle systematische Studie von Dahm et al. [16] dominierte insbesondere die Daten zur
Antikérperprivalenz bei Gesunden (Abbildung 3). Uberwiegend wurden Seren mit der eta-
blierten Standardmethode getestet (93.492, 81 %). Als Standard gelten CBAs, ausgenommen
RIAs fiir VGKC- und nAChR-Antikorper. Mit insgesamt 1,1 % positiven Ergebnissen wur-
de nach Standardmethode eine niedrigere Antikorperpravalenz bei Kontrollen festgestellt
als in Testungen mit anderen Methoden, wobei 2,35 % der Kontrollen im FACS-Assay und
5,81 % der Kontrollen in anderen Assays positiv waren. Erwartungsgeméafl hatten gesunde
Kontrollen mit 0,23 % die niedrigste Pravalenz. In diesem Kollektiv fanden sich am haufigs-
ten Neurofascin-Antikorper, namlich in 1,37 % der Gesunden. Neun Antikorper (AMPARS,
AQP4, DNER, GABAaR, GABAbR, mGluR5, nAChR(m), Neurexin-3a und PRG5) wurden
in keinem der gesunden Probanden gefunden. Bei Kontrollen mit psychiatrischer Erkrankung
lag die Gesamtpravalenz nur wenig dartiber (0,25%), was tiberwiegend auf die im RIA ge-
testeten VGKC- und nAChR-Antikorper zuriickzufiithren ist. Es gab nur wenige Daten zur
Antikorperpravalenz im Liquor von Kontrollgruppen. Antikérper-positive Liquores fanden
sich in 2,5 % der Kontrollen mit inflammatorischen anderen neurologischen Erkrankungen
und in 0,8 % der iibrigen Kontrollen.

In den Kohorten der MPE, KM und KW konnten in der eigenen Immunhistochemie in-
trazellular bindende Antikorper, jedoch keine Oberflaichenantikérper gefunden werden. Im
kommerziellen CBA waren, bezogen auf die einzelnen Antikorper, 0,4-2,6 % der Proban-
dinnen positiv fur Antikorper gegen GlyR (n=7), AQP4, GABAbR und NMDAR/NRI1 (je
n=1). Bezogen auf die Anzahl der mittels CBA durchgefithrten Antikérpertests, lag die Ge-
samtpravalenz der Oberflichenantikorper in der eigenen Kohorte bei 0,23 %. Dies entspricht
der Pravalenz bei Gesunden gemaf Literaturrecherche, in welcher die beriicksichtigten Ober-
flachenantikorper weitestgehend mit den im Routinelabor getesteten tibereinstimmten.

Entgegen der anfangs aufgestellten Hypothese waren mit dem kommerziellen CBA neuro-
nale Oberflachenantikorper in der Kontrollgruppe geringfiigig - wenn auch nicht statistisch
signifikant - haufiger als in der Studiengruppe. Die positiven Ergebnisse waren iiberwie-
gend auf die hohe Prévalenz der GlyR-Antikérper in der Kontrollgruppe (6,4 % der KM)
zurtickzufithren. In der Studiengruppe der MPE war nur eine Probe (0,8 %) positiv fiir
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GABADR-Antikorper, jedoch mit niedrigem, mutmaflich nicht pathogenetisch relevantem,
Titer (1:10) und ohne typisches Bindemuster in der IHC. Fokussierend auf NMDAR/NR1-
Antikorper, zeigten sich in dem FACS-Assay, der fiir monoklonale NR1-Antikorper auch im
Bereich extrem niedriger AntikOrpertiter sensitiv ist, in der Gruppe der MPE signifikant
hohere NMDAR/NR1-Antikorpertiter als bei den KM (p=0,03). Bei einem angenommenen
Schwellenwert von zwei SD iiber dem Mittelwert waren 7,5 % der MPE und 1,9 % der
KM positiv fiir NMDAR-Antikorper, allerdings ohne Korrelation zu einer psychiatrischen

Diagnose der Kinder.

6.2 Limitationen der Literatur: Wenige Liquordaten und wenige

systematische Studien zur Antikorperpravalenz in Kontrollgruppen

Bei der Beurteilung der H&aufigkeit neuronaler Oberflachenantikorper anhand der Litera-
turanalyse miissen zwei wesentliche Limitationen der bestehenden Literatur beriicksichtigt
werden [52]:

Erstens gab es kaum Daten zur Antikérperpréavalenz im Liquor bei Kontrollprobanden.
Allerdings ist das Ziel der meisten neuronalen Oberflichenantikorper das ZNS, sodass ein
positiver Antikérpernachweis im Serum fiir die Frage nach einer autoimmunen Enzephalitis
pathophysiologisch nicht zwingend relevant sein muss. Fast 95 % des Kontrollmaterials waren
Serumproben. An Liquores von Kontrollprobanden wurden 2.788 Antikorpertests durchge-
fithrt, wobei es fiir acht Antikorper keine einzige Kontrollliquorprobe gab. Kontrolldaten
zu Liquores sind jedoch fiir viele der vorrangig im ZNS wirkenden Antikérper wichtig. Fiir
NMDAR/NR1-Antikorper scheint insbesondere die intrathekale Synthese der Antikérper
pathogenetisch relevant zu sein. Die Sensitivitdt des Antikorpernachweises liegt im Liquor
einer grofien Patientenstudie zufolge bei 100 %, das heifit bei jedem Patienten mit NMDAR-
Enzephalitis finden sich NMDAR /NR1-Antikorper im Liquor. Jedoch sind bis zu 14 % der
Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis seronegativ [31]. Ebenso korrelieren die Liquor-
titer besser mit dem Krankheitsverlauf [32]. Fur andere, zum Beispiel MOG- und AQP4-
Antikorper gilt dagegen der Nachweis im Serum als ausreichend, wobei die Serumantikor-
pertiter nicht mit der Schwere des Krankheitsverlaufs korrelieren [64]. Um die biologischen
Grundlagen fiir diese Beobachtungen zu verstehen, sind weitere Daten zum Pathomechanis-
mus, sowie zur Antikorperpréavalenz im Liquor versus Serum erforderlich. Selbstverstdandlich
sind Liquorproben nicht so leicht zugénglich wie Blutentnahmen. Jedoch wére eine Koope-
ration mit Fachrichtungen, die elektive Eingriffe in Spinalanésthesie vornehmen, denkbar,
um zum Beispiel im Rahmen einer Kreuzbandplastik oder Sectio caesarea eine Liquorprobe
zu entnehmen.

Die zweite Limitation besteht darin, dass systematische Studien mit grofien Kontrollko-
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horten zur Antikérperprévalenz kaum verfiigbar waren. Trotz iiber 300 verfiigbarer Studien
mit Antikorpertests bei Kontrollen wurde nur selten von systematischen Einschlusskriterien
berichtet und die meisten Studien testeten nur kleine Kontrollpopulationen. Nachteil kleiner
Kohorten ist, dass positive Ergebnisse bei insgsamt niedriger Pravalenz in der Bevolkerung
iibersehen werden kénnten. AuBlerdem sind kleine Kohorten anfélliger fiir Selektionsfehler,
insbesondere, wenn die Gruppen nicht verblindet getestet werden. Allerdings zeugten auch
die Ergebnisse von vier Studien mit groflen Kontrollkohorten von einer geringen Pravalenz
fiir die einzelnen neuronalen Oberflachenantikorper. Wobei nur zwei dieser vier Studien meh-
rere Antikorper beriicksichtigten [16][68]. Dahm et al. testeten 1.703 Gesunde sowie 2.533
neurologisch oder psychiatrisch Erkrankte auf 11 der hier besprochenen Oberflachenantikor-
per. Schou et al. testeten 925 psychiatrische Patienten auf fiinf der Antikérper. In diesen
beiden Studien waren 1,94 % der Gesunden sowie 2,17 % [16] respektive 1,41 % [68] der neu-
ropsychiatrisch Erkrankten positiv auf einen der Oberflichenantikorper. Bezieht man sich
auf die Anzahl der durchgefithrten Antikorpertests so war die Prévalenz deutlich geringer
und zwar 0,18 % bei Gesunden sowie 0,20 % respektive 0,28 % bei Erkrankten [16][68]. Die
Pravalenz der einzelnen Antikorper lag zwischen 0 und 1,34 %, den hochsten Wert erzielte
der NMDAR/NR1-Antikorper in der Kohorte der neuropsychiatrisch Erkrankten [16]. Die
anderen beiden grofien Studien zu nur einem Antikorper ergaben 0,5 % nAChR-Antikorper-
positive Seren bei iiber 60-jahrigen Kontrollen [78] sowie 0,3 % AQP4-Antikorper-positive
Seren von 1.040 MS-Patienten [63]. Nach Diagnosekorrektur konnten allerdings nur 0,1 %
als positive Kontrollen gewertet werden, da zwei der MS-Diagnosen nachtréiglich zu NMO
revidiert wurden [63].

Es zeigte sich, dass die Datenlage zur Seropréavalenz bei Kontrollen trotz der Masse an Stu-
dien fiir viele der beschriebenen Oberflachenantikorper qualitativ unzureichend war. Nur eine
einzige Studie berichtete von einer grolen Kohorte gesunder Kontrollen, die iiberwiegend aus
Blutspendern bestand [16]. Unter den Mehrfachspendern tiberwiegt der Manneranteil jedoch
deutlich [66]. Daher sind diese als Kontrollkollektiv nicht fiir alle Fragestellungen gleicher-
mafen geeignet. Zum Beispiel sind Blutspender bei der Frage nach der Antikorperpravalenz

von Miittern keine ideale Kontrollgruppe.

6.3 Die Prdvalenz neuronaler Oberflachenantikorper in

Kontrollgruppen im Vergleich zu der Pravalenz anderer Antikorper
Sowohl in der Literatur als auch in den eigenen Kohorten wurden neuronale Oberflichenanti-
korper auch bei gesunden Probanden gefunden. Als diagnostischer Marker fiir eine Antikérper-

bezogene neurologische Erkrankung sind diese folglich nicht hundertprozentig spezifisch. In

der medizinischen Diagnostik ist dies jedoch der Regelfall und nicht die Ausnahme. Fiir eine
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klinische Einordnung der Pravalenz neuronaler Oberflichenantikérper in Kontrollgruppen
soll in den nachsten Abschnitten eine vergleichende Betrachtung zu anderen Antikdrpern

erfolgen.

Neuronale Oberflichenantikorper und neuronale intrazellular bindende Antikor-
per sind dhnlich haufig.

Im eigenen Studienkollektiv waren neuronale intrazellular bindende Antikorper mit 2,8 %
positiven Proben (0,18 % aller Antikorpertests) im CBA etwas seltener als Oberflachenanti-
korper mit 4 % (0,23 % positive Tests).

Die Ergebnisse stimmten tiberwiegend mit denen der Literatur tiberein. Ein &hnliches Ver-
héaltnis zwischen intrazellular bindenden Antikérpern und Oberflichenantikérpern wurde von
EUROIMMUN berichtet. Von 2.716 Proben, die bei Verdacht auf autoimmune Enzephalitis
zur Antikorpertestung eingesendet wurden, waren 2,7 % positiv fir Oberflichenantikorper
und 1,4 % fiir paraneoplastische Antikorper [79].

In der Studie von Dahm et al. waren in einer groflen Kohorte von 1.703 gesunden Kon-
trollen dagegen intrazellular bindende Antikorper etwas hiufiger mit insgesamt 4,1 % po-
sitiven Proben, jedoch pro Antikérper nie 2 % tibersteigend [16]. Am héaufigsten wurden
Amphiphysin-Antikorper in 1,64 % der Serumproben gefunden, RhoGTPase-Antikorper in
1,06 % und alle weiteren in <1 %. Oberflichenantikorper wurden in dieser Studie in 1,8 %
der Seren Gesunder gefunden, mit hauptsidchlich NMDAR/NR1-Antikorpern in 1,2 % [16].

Weniger gut charakterisierte Oberflichenantikorper sind haufiger als gut cha-
rakterisierte.

Nicht alle neuronalen Oberflichenantikorper sind gleich gut hinsichtlich Pathogenitéit und
klinischem Bild charakterisiert. In die Literaturanalyse wurden auch Antikérper einbezogen,
deren klinische Relevanz umstritten ist oder inzwischen sogar widerlegt wurde. Beispiels-
weise werden VGKC-Antikorper seit der Entdeckung der spezifischen Antigene Caspr2 und
Lgil nicht mehr als pathogen und somit als klinisch irrelevant angesehen [40]. Bei gesun-
den Kontrollen wurden VGKC-Antikorper in 1,1 % gefunden, am zweithdufigsten nach den
ebenfalls in ihrer klinischen Relevanz umstrittenen Neurofascin-Antikorpern mit 1,37 %. In
der Gruppe der Kontrollen mit Erkrankung erreichten VGKC-Antikérper sogar die héchste
Pravalenz mit 6,5 %. Als gut charakterisiert gelten zum Beispiel Antikorper gegen NM-
DAR/NR1, AMPAR1+2, GlyR, Lgil und AQ4. Fiir diese ist ein direkter pathogener Effekt
und ein zugehoériges, typisches klinisches Bild beschrieben worden ([15][37][46][61][80]). Die
Préavalenz fiir die einzelnen, gut charakterisierten Antikérper lag in gesunden Kontrollen bei
maximal 0,8 % (fir NMDAR/NRI1-Antikorper). Gut charakterisierte Oberflachenantikérper

scheinen folglich seltener in Kontrollgruppen zu sein als weniger gut charakterisierte.
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Die Pravalenz von neuronalen Oberflichenantikorpern im Kontext der assozi-
ierten Erkrankung.

Nur 0,23 % positive Antikorpertests und maximal 0,8 % positive Ergebnisse pro Antikor-
per deuten auf eine geringe Prévalenz der Oberflichenantikérper bei Gesunden hin. Daraus
liee sich direkt schlussfolgern, sie seien ein guter diagnostischer Marker fiir Antikorper-
bezogene neurologische Erkrankungen. Denn ein diagnostischer Marker fiir eine Erkrankung
tritt idealerweise nur bei Erkrankten auf und wird bei Gesunden nicht gefunden. Eine gerin-
ges Vorkommen bei Gesunden ist allerdings nur ein Aspekt und nicht alleine ausschlaggebend
fiir die Bewertung als gutes diagnostisches Instrument. Um das zu erldutern, soll ein Vergleich
zu Schilddriisenantikorpern gezogen werden.

Laut einer groflen US-Studie fanden sich Schilddriisenantikérper gegen die Thyreoper-
oxidase (Anti-TPO) in 11.3 % von 16.533 Kontrollen [36]. Trotz dieses hohen prozentualen
Vorkommens werden TPO-Antikorper bei oftmals diffuser Klinik oder langem subklinischem
Verlauf fiir die Bestétigung oder den Ausschluss einer autoimmunen Schilddriisenerkrankung
herangezogen.

Es gibt jedoch hinsichtlich der Rolle der Antikorper zwei wesentliche Unterschiede zwischen
Schilddriisenerkrankungen und Enzephalitis: Zum einen sind Schilddriisenerkrankungen hau-
fig. Die Pravalenz der Hashimoto-Thyreoiditis wird mit bis zu 6 % angegeben [76], sodass
die Pravalenz der Antikorper bei Gesunden etwa doppelt so hoch ist, wie die Pravalenz
der Erkrankung selbst. Die Vortestwahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses ist bei
haufigen Erkrankungen stets hoher, als bei seltenen Erkrankungen, wie zum Beispiel den au-
toimmunen Enzephalitiden. Eine kiirzlich erschienene epidemiologische Studie aus den USA
schatzt die Prévalenz aller autoimmunen Enzephalitiden im Jahr 2014 zusammengenommen
auf 0,014 % (13,7/100.000), dhnlich derjenigen der infektitsen mit 0,012 % (11,6/100.000)
[22].

Zum anderen weist der TSH-Wert als vorangehender Laborparameter bereits auf eine
Schilddriisenerkrankung hin, sodass hier bereits eine Vorauswahl der als krank in Frage
kommenden Probanden getroffen wird. Bei einem Verdacht auf eine Antikorper-vermittelte
neurologische Erkrankung gibt es keinen klaren vorangehenden laborchemischen Marker. Die
Liquoranalyse etwa kann, aber muss nicht auffillig sein [31][75]. Graus et al. [31] schlagen
drei initiale Kriterien vor, die auf eine mdgliche Autoimmunenzephalitis hinweisen:

1. Ein passendes klinisches Syndrom mit subakuter Wesensveranderung, Gedéchtnisver-
lust oder psychiatrischen Symptomen. 2. Mindestens eines der folgenden Kriterien: i) zen-
trale, fokal neurologische Symptome, ii) neu aufgetretene epileptische Anfélle, iii) Liquor-
pleozytose, iv) typische Veranderungen im MRT (z.B. mesiotemporale T2-Hyperintensitat

bei limbischer Enzephalitis). 3. Ausschluss wichtiger Differentialdiagnosen - wegen der the-
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rapeutischen Konsequenzen insbesondere infektiéser Atiologien [31]. Hier schlieBt sich eine
Differenzierung in ein gegebenenfalls typisches klinisches Bild sowie die Antikorperdiagno-
stik an. Ohne diese vorangehenden Kriterien sollte ein positiver Antikérpernachweis keine
klinisch-therapeutische Konsequenz haben, dhnlich wie bei positiven TPO-Antikérpern mit
normwertigem TSH.

Obwohl Schilddriisenantikorper absolut gesehen haufig bei gesunden Probanden zu finden
sind, konnen sie unter den Aspekten der relativ hoheren Préavalenz der assoziierten Erkran-
kung und der Verfiigharkeit eines geeigneten vorangehenden Laborparameters als bessere
diagnostische Marker als neuronale Oberflaichenantikérper angesehen werden.

Wie TPO-Antikorper sind auch nAChR-~Antikoérper in der klinischen Diagnostik der My-
asthenia gravis fest etabliert und bereits seit den 1960er Jahren bekannt. Bei der Myasthenia
gravis, die mit einer Pravalenz von 7,8/100.000 sehr selten auftritt [5], findet sich jedoch ei-
ne verhéltnisméBig héhere Antikorperpravalenz in Kontrollgruppen. NAChR (m) respektive
nAChR(g)-Antikérper wurden in 0 respektive 0,5 % der Gesunden und in 2,1 respektive
5,58 % der Kontrollgruppe Erkrankter gefunden. Damit liegt die Haufigkeit von nAChR-
Antikérpern bei Kontrollprobanden im Bereich der neuen neuronalen Oberflachenantikorper.
Letztere wurden pro Antikoérper in maximal 0,8 % der Gesunden (NMDAR /NR1-Antikorper)
und maximal 1,59 % der Kontrollgruppe Erkrankter (Lgil-Antikérper) gefunden.

Neuronale Antikorper scheinen in Relation zur Pravalenz der assoziierten Erkrankung ins-
gesamt haufiger bei Kontrollen zu sein, als zum Beispiel die nicht-neuronalen Schilddriisenan-
tikorper. Es konnte sein, dass neuronale Antikorper allgemein héufiger in asymptomatischen
Personen zu finden sind, als nicht-neuronale Antikorper. Eine Erkldrung dafiir konnte die
Blut-Hirn-Schranke liefern, die verhindert, dass unreife B-Zellen in Kontakt mit neuronalen
Antigenen treten und somit keine Toleranz gegeniiber neuronalen Antigenen entwickeln [55].
Die Blut-Hirn-Schranke konnte ferner erkléren, weshalb neuronale Antikérper auch in asym-
ptomatischen Personen gefunden werden: Antikdrper aus dem Serum gelangen bei intakter
Blut-Hirn-Schranke nur begrenzt an ihren zentralen Wirkort. Dariiber hinaus ist es denkbar,
dass es fiir komplexe neurologische Prozesse auch verschiedene Kompensationsmechanismen
gibt, sodass der Antikorpereffekt subklinisch bleibt.

6.4 Verschiedene Methoden, verschiedene Ergebnisse?

Die eigenen Assays ITHC und FACS identifizierten eindeutig monoklonale NMDAR/NR1-
Antikérper sowie die Antikérper in Seren von Enzephalitispatienten und scheinen damit
primér geeignet fir die Identifizierung von NMDAR/NRI1-Antikorpern. In der Testung der
gesunden MPE und KM erzielten sie jedoch unerwartet unterschiedliche Ergebnisse, eben-

so im Vergleich zum validierten kommerziellen CBA. In der kommerziellen Testung waren
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nur zwei Proben iibereinstimmend im CBA und THC-Assay positiv; eine KM fir Antikor-
per gegen das intrazellulire GFAP und eine KW fiir AQP4-Antikérper. Die im CBA fiir
NMDAR/NR1-Antikérper positive KM war weder in der kommerziellen IHC, noch in der
eigenen THC, noch im eigenen FACS-Assay positiv fiir NMDAR/NR1-Antikérper. Umge-
kehrt waren die Proben mit hoher FACS-Reaktivitdt im CBA und in der IHC negativ fiir
NMDAR/NR1-Antikorper.

Allgemeiner Nachteil der IHC ist, dass eine Differenzierung zwischen spezifischen Antikor-
pern oft nicht eindeutig moglich ist, da sich die Fluoreszenzmuster fiir verschiedene Oberflé-
chenantikérper stark dhneln [79]. Zweitens kann ein charakteristisches Muster durch Inter-
ferenz parallel vorliegender neuronaler Antikérper kaschiert werden. Im eigenen IHC-Assay
hoben sich intrazellulidr bindende Antikorper deutlich besser von der Hintergrundreaktivitét
ab als Antikérper gegen Zelloberflichenstrukturen. Etwaige niedrig-titrige Oberflaichenanti-
korper konnten moglicherweise von der Gewebereaktivitiat der Seren nicht abgegrenzt wer-
den. Fiir die Entdeckung niedrig-titriger Antikorper in Seren scheinen daher monospezifische
Assays wie CBA oder FACS besser geeignet zu sein.

Der FACS-Assay schien aufgrund der hohen Sensitivitdt im Bereich niedriger Antikor-
pertiter fir monoklonale Antikorper [42][56] und der quantitativen Auswertung der Fluo-
reszenzsignale vielversprechend fiir die Testung der MPE. Jedoch zeigten viele Seren im
Vergleich zu den monoklonalen Antikérpern und auch im Vergleich zu Seren von NMDAR-
Enzephalitispatienten eine starke Reaktion mit den nicht-transfizierten HEK-Zellen. Die
Fluoreszenzintensitat der NR1-tranfizierten Zellen unterschied sich bei den Seren im Mittel
kaum vom Hintergrundsignal und lag in 22 % der Proben sogar darunter. Moglicherweise ent-
spricht die Hintergrundfluoreszenz dem vielfaltigen Antikorpervorrat in Seren gesunder Pro-
banden, wie es auch in der IHC zu beobachten ist. Bei Patienten mit NMDAR-Enzephalitis
dagegen kann angenommen werden, dass der pathogene NMDAR /NR1-Antikorper vorrangig
produziert wird, mengenméflig gegentiber anderen monospezifischen Antikérpern iiberwiegt
und sich damit vom Hintergrund abhebt.

AuBer der Hintergrundfluoreszenz der Seren im FACS-Assay, sind die unterschiedlichen
Ergebnisse zwischen FACS und kommerziellem CBA sicherlich auch durch zahlreiche me-
thodische Unterschiede zwischen den Assays bedingt. Beide Assays wurden mit transfizier-
ten HEK-Zellen durchgefiihrt. Jedoch wurden im CBA ausschliefSlich transfizierte Zellen auf
einem Chip verwendet, wohingegen im FACS-Assay transfizierte und nicht-transfizierte Zel-
len in einem Ansatz vermischt waren. Die Interferenz mit nicht-transfizierten Zellen stellte
demnach im CBA keine Herausforderung dar. Die Zellen wurden im kommerziellen Assay
fixiert, die Zellen des FACS-Assays blieben in unfixierter Losung. Des Weiteren bestanden
Unterschiede hinsichtlich Verdiinnung und Inkubationszeit. Im kommerziellen Assay wurden
die Seren 1:10 verdiinnt, im FACS-Assay 1:200. Im CBA wurden Erst- und Zweitantikorper
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fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, im FACS-Assay betrug die Zeit 45 Minuten
fiir den Erstantikorper und 20 Minuten auf Eis fiir den Zweitantikorper.

Mit dem Zweitantikorper wurde im CBA ein griin fluoreszierendes Fluorchrom und im
FACS ein rot fluoreszierendes Fluorchrom verwendet. Auch die Auswertung nach der Fluo-
reszenzintensitiat war unterschiedlich: im CBA zéahlt die Fluoreszenz weniger Zellen, die se-
miquantitativ und untersucherabhéngig beurteilt wurde. Im FACS wurde der Median der
Fluoreszenzintensitit jeder einzelnen Zelle eines Probenansatzes gemessen. Die Auswahl der
Zellen wurde durch vorangehendes Gating bestimmt, sodass die starkste Fluoreszenzintensi-
tat nicht automatisch in die Beurteilung mit einging oder sogar von der Fluoreszenzintensitét
der transfizierten Zellen abgezogen wurde, wenn es von einer nicht-transfizierten Zelle aus-
geht. Diese zahlreichen Unterschiede konnen, miissen aber nicht, relevant fiir die unterschied-
lichen Ergebnisse sein. Um diese Frage zu beantworten, miissen beide Assays systematisch
gegeneinander validiert werden.

Die divergierenden Ergebnisse konnten auch im Studienkollektiv begriindet sein. Hier wur-
de ein Kollektiv ohne klinische Symptome getestet. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass, falls Antikorper vorliegen, diese eher niedrige Titer aufweisen oder mit niedriger Af-
finitat an das Antigen binden. Die verfiigharen Tests, auch der CBA, sind nicht fiir die
Entdeckung niedrig-titriger oder niedrig-affiner Antikorper in einem gesunden Kollektiv eta-
bliert worden. CBAs wiesen in der Literatur die niedrigste Positivrate bei Kontrollprobanden
auf. NMDAR/NR1-Antikorper wurden mittels CBA gemifl Literaturrecherche in 1,1 % der
Kontrollen gefunden. Mit IHC, ELISA, FIPA oder Westernblot waren in der Literatur 4,8 %
der Kontrollen positiv und im eigenen FACS-Assay 4,9 % der gesunden Mitter (MPE und
KM). Dies kann einerseits auf eine erhohte Rate falsch-positiver Ereignisse im FACS oder
anderen Nichtstandardassays hindeuten, oder aber auf eine hohere Sensitivitat bei niedrigen
Antikorpertitern. Die Messreihen mit monoklonalen Antikorpern sprechen bei den eigenen
FACS-Assays fir Letzteres.

Obwohl sich CBAs mit der Entwicklung kommerzieller Testsysteme mit Biochips in der
Diagnostik der neuronalen Antikorper als Standard etabliert haben, weisen IHC und FACS-
Assays auch Vorteile auf, sodass ihre Anwendung auch weiterhin von Bedeutung ist. Die
THC ist fiir das Screening auf noch unbekannte Antigene geeignet [59]. Der FACS-Assay
hat den Vorteil der Quantifizierung der Signale, ohne wie im CBA semiquantitativ mit
Verdiinnungsreihen arbeiten zu miissen, ist weniger untersucherabhangig und verspricht eine
gute Sensitivitdt im Bereich niedriger Titer. Da sowohl die IHC als auch der FACS-Assay
gut fiir monoklonale Antikorper funktionierten, wére es interessant, diese Assays fiir Seren

zu optimieren und insbesondere fiir Seren Gesunder und niedrige Titer zu evaluieren.
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6.5 Interpretation der seropositiven Ergebnisse in der eigenen Kohorte

Hohe Privalenz von GlyR-Antikorpern.

In der eigenen Kohorte waren GlyR-Antikorper mit 6,4 % der 110 KM auffallig haufig.
In der Literatur waren dagegen nur 0,1 % der 1.960 gesunden und 0,13 % der psychiatrisch
erkrankten Probanden positiv fiir Anti-GlyR. Darunter war eine grofie Kohorte Gesunder
mit einer Pravalenz von 0,06 % (eine positive Probe von 1.703) [16], sodass in der Analyse der
gesamten verfiighbaren Literatur auch keine Verzerrung durch viele kleine negative Kohorten
vorlag. Eine Studie fand jedoch eine hohe Pravalenz von GlyR-Antikorpern, namlich in
20 % von 65 Probanden mit Lungenkarzinom ohne neurologische Symptome, sodass die
Autoren dieser Studie von einer geringen Spezifitat der GlyR-Antikorper fiir eine autoimmune
Enzephalitis ausgingen [2]. AuBlerdem wurden GlyR-Antikérper in Kontrollen mit Epilepsie,
demyelinisierenden Erkrankungen, Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom, in Zusammenhang mit
anderen Oberflichenantikorpern und selten auch bei psychotischen Patienten gefunden [51].

Trotz dieser Haufung bei Kontrollen gehéren GlyR-Antikérper zu den gut charakterisier-
ten Oberflichenantikérpern. Sie wurden erstmalig 2008 bei einem 54-jdhrigen Mann mit
progressiver Enzephalomyelitis mit Rigiditat und Myoklonus (PERM) ohne Tumornachweis
beschrieben. PERM gilt nach wie vor als Hauptmanifestation der Anti-GlyR-vermittelten
Erkrankung mit etwa 50 % Antikorper-positiven Patienten. Auflerdem treten auch das Stiff-
Person-Syndrom und Enzephalopathien Anti-GlyR-assoziiert auf [11][15]. Eine klinische Cha-
rakterisierung von 45 Anti-GlyR-positiven Patienten ergab ein ausgeglichenes Geschlechter-
verhaltnis, ein Auftreten in allen Altersgruppen und eine Tumorassoziation in 20 %, v.a. mit
Brustkrebs und Thymom [11]. Eine pathogenetische Funktion dieses Antikérpers galt von
Anfang an als wahrscheinlich, da die PERM dem klinischen Bild der hereditdren Hyperek-
plexien dhneln und letzteren eine Mutation im Glyzinrezeptor zugrunde liegt [15] [38]. 2019
konnten Crisp et al. hierfiir einen Pathomechanismus nachweisen. Die Antikérper unterbre-
chen unmittelbar die glyzinerge Neurotransmission, sodass die Autoren von einem direkten
Antagonismus ausgehen (anders als bei NMDAR /NR1-Antikorpern, deren Effekt nach Inter-
nalisierung und Rezeptorabbau erst verzogert nachzuweisen ist [15][37]). Glyzinrezeptoren
sind im Hirnstamm und Myelon lokalisiert und vermitteln das mafigebliche inhibitorische
System. Die Symptome der PERM koénnen als Dysfunktion des inhibitorischen Systems ge-
deutet werden [15]. Dabei scheint der Schweregrad des klinischen Verlaufs mit Titerhohe
und Effektivitdt der Antikorper direkt zu korrelieren. Ein Patient mit milderen Sympto-
men wies niedrigere Titer auf und dessen Antikérper bewirkten die geringste Reduktion der
glyzinergen Strome [15].

Die sieben GlyR-Antikorper-positiven KM waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme 36
bis 53 Jahre alt. In einer der Proben lag der Antikorpertiter bei 1:320, in allen anderen
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bei 1:10. Verglichen dazu variierten die Titer bei Anti-GlyR-positiven Patienten von 1:50
bis 1:60.000 [11]. Alle Kinder der sieben Probandinnen blieben auch bis 2020 neuropsychia-
trisch gesund. Interessanterweise entwickelte die Probandin mit dem héheren Titer 1,5 Jahre
nach der Blutentnahme ein Mammakarzinom (die Vorgeschichte war bis auf eine Magen-
bandoperation, welches anschliefend wieder entfernt wurde, und die regelméssige Einnahme
eines Eisenpraparates unauffillig). Vor dem Hintergrund der hohen Prévalenz von GlyR-
Antikorpern bei Tumorpatienten in der Literatur, ist auch hier ein solcher Zusammenhang
denkbar. Allerdings wurde bei keiner weiteren Anti-GlyR-positiven Probandin bis 2020 ein
Malignom diagnostiziert. Eine der KM entwickelte einige Monate nach der Blutentnahme
eine Giirtelrose und die Erstdiagnose einer Hashimoto-Thyreoiditis wurde gestellt. Eine wei-
tere KM ist gleichzeitig positiv fiir NMDAR/NR1-Antikorper, jeweils mit niedrigem Titer
und ohne Besonderheiten in der Anamnese bis auf die Einnahme von Ramipril bei Bluthoch-
druck. Bei den drei iibrigen GlyR-Antikérper-positiven Probandinnen konnten aufler einem
Vitamin-D-Mangel und einem Abort ebenfalls keine Besonderheiten eruiert werden, sodass
hier am ehesten von klinisch nicht relevanten Antikérpern ausgegangen werden kann oder
hier ein falsch-positives Testergebnis vorliegt.

Ein langeres klinisches Follow-up und eine serielle Bestimmung der Antikorper wére bei den
GlyR~Antikorper-positiven Probandinnen interessant, um die klinische Bedeutung niedrig-

titriger GlyR-Antikorper als paraneoplastische Marker zu ergriinden.

Neuronale Antikorper bei Kontrollen als Risikofaktor oder Pradiktor einer Er-
krankung?

Im Gegensatz zu GlyR-Antikérpern steht fiir paraneoplastische Antikorper fest, dass diese
bereits vor dem Tumor nachweisbar sein konnen. Beim Nachweis eines gut charakterisierten
paraneoplastischen Antikorpers mit >95 % Tumorassoziation und gesichertem paraneoplasti-
schen Syndrom werden deshalb halbjéhrige Kontrollen mit Tumorsuche iiber vier Jahre emp-
fohlen [20]. Unter den hier nachgewiesenen Antikérpern gelten nur Recoverin-Antikorper als
gut charakterisiert. Sie sind mit einer Retinopathie vor allem im Rahmen eines kleinzelligen
Lungenkarzinoms assoziiert [20]. Die Anti-Recoverin-positive KM-Probe wies einen niedri-
gen Titer von 1:32 auf. Die Probandin, eine gesunde Nichtraucherin, hatte bis Ende 2020
kein Lungenkarzinom oder sonstige maligne Erkrankung entwickelt.

Die weiteren hier nachgewiesenen Antikorper gegen die intrazelluldren Antigene Neuro-
chondrin, ITPR1, GFAP und RhoGTPAse traten mit deutlich hoherem Titer auf, 1:320
(n=4) und 1:100 (n=2). Die Anti-GFAP-positive sowie eine der beiden Anti-ITPR-1-positiven
Seren wurden auch immunhistochemisch bestéatigt. Beide richteten sich gegen relativ neue
Antigene, ITPR1-Antikorper wurden 2014 und GFAP-Antikérper 2016 erstbeschrieben [41][69].

Die ITPR1-Antikérper-vermittelte Erkrankung prasentiert sich mit zerebelldrer Ataxie, bis-
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her ohne Tumorassoziation [41]. Das klinische Bild zu GFAP-Antikérpern heifit autoimmune
GFAP-Astrozytopathie und geht mit Enzephalopathie, Myelitis, Sehstorungen und in einem
Drittel der Falle mit verschiedenen Tumoren einher, iiberwiegend Ovarialteratomen [69]. Zu
beiden gibt es allerdings erst wenige klinische Falle. Keine der hier untersuchten Probandin-
nen hatte zum Zeitpunkt der Blutentnahme ein bekanntes Tumorgeschehen, jedoch wurde
bei der 45-jahrigen KM mit GFAP-Antikorpern (sowohl im CBA als auch in der IHC) noch
im selben Jahr ein tubuldres Adenom im Zokum festgestellt.

Abgesehen von der GlyR-Antikorper-positiven Probe mit Mammakarzinom, konnte bei
keiner der Antikorper-positiven Proben nachtraglich eine entsprechende Klinik oder Tumor-
entwicklung festgestellt werden.

Wie lassen sich die positiven Antikorperbefunde interpretieren? Ein moglicher Ansatz
ware, bei atypischer Klinik eine Bestatigung durch ein zweites Testverfahren zu verlangen
[52][70] und ansonsten von einem falsch-positiven Ergebnis auszugehen. Unter dieser An-
nahme wére neben der erwahnten Probe mit GFAP-Antikérpern nur die AQP4-Antikorper-
positive Probe richtig-positiv. Die Probandin mit AQP4-Antikérpern war zwei Jahre nach
der Blutentnahme eine 23-jahrige vollstdndig gesunde junge Frau ohne Medikamentenein-
nahme.

Weiter ist es denkbar, dass die pathogenen Antikorper in asymptomatischen Probanden
subklinische Veranderungen verursachen. Fiir andere Antikorper-vermittelte Erkrankungen
ist dies bereits bekannt. Die meisten Hypothyreosen vom Typ Hashimoto werden heutzutage
iiber Antikorper, den TSH-Wert und Schilddriisensonographie diagnostiziert, noch bevor die
Patienten symptomatisch werden. Ebenfalls wurden bei Patienten mit Transglutaminase-
Antikorpern ohne klinische Zeichen einer Zoliakie bereits schwere duodenale Léasionen fest-
gestellt [52][77]. Um subklinische Situationen bereits mit einer Diagnose zu belegen, sollte
sich zumindest eine praventive oder therapeutische Konsequenz ergeben. Dies ist sowohl bei
der Hashimoto-Thyreoiditis, als auch im Falle der Verdnderungen der Diinndarmmukosa ge-
geben. Im Falle der autoimmunen Enzephalitiden sind fiir symptomfreie Probanden keine
pathologischen Muster bekannt, die iber MRT oder EEG-Untersuchungen darstellbar wéren.
Therapeutische Konsequenzen im prasymptomatischen Stadium sind, solange es keine spe-
zifische nebenwirkungsarme Therapie gibt, sondern nur breit ansetzende Immuntherapien,
vorerst nicht denkbar. Dennoch sind subklinische Verdnderungen eine plausible Theorie fiir
die Effekte der Antikorper bei Gesunden. Der Nachweis pathogener Antikérper wére dann
ein Risikofaktor fiir die Entwicklung der assoziierten Erkrankung.

Ferner ist es moglich, dass die Antikérper zwar vorhanden sind, jedoch nicht das Zielan-
tigen erreichen. Ein sogenannter second hit ist fiir den Eintritt der pathologischen Wirkung
erforderlich. Bei Erkrankungen des ZNS wird hier zuvorderst die Integritiat der Bluthirn-

schranke angefiihrt. Antikorper im Serum wiren dieser Annahme zufolge Risikofaktoren,
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die im Falle einer Inflammation oder eines Traumas in ausreichender Zahl ins ZNS ibertre-
ten oder Antikorper-produzierende B-Zellen des ZNS stimulieren konnen. In beiden Féllen

pradisponieren die vorliegenden Antikérper dazu, spater zu erkranken.

6.6 Antikorper bei Miittern von Kindern mit neuropsychiatrischer

Entwicklungsstorung - uneindeutige Datenlage

Sowohl die Angaben in der Literatur, als auch die Ergebnisse der Antikérpertestungen der
eigenen Kohorte sind uneinheitlich in Bezug auf Antikorper als Ursache kinder- und jugend-
psychiatrischer Storungen. Die Ergebnisse des kommerziellen CBA zeigten bei 122 MPE
keine Haufung neuronaler Oberflichenantikorper im Vergleich zu Kontrollmittern. Die we-
nigen in der Literatur dazu verfiigharen Daten berichteten teilweise von einer sehr hohen
Pravalenz von im CBA nachgewiesenen Caspr2-Antikorpern bei Miittern von Autisten: in
37 % von 53 Seren, die immunhistochemisch neuronale Antikérper aufwiesen sowie in 17 %
von 63 Seren, die immunhistochemisch nicht reaktiv waren [9]. Eine solch hohe Pravalenz
von Caspr2-Antikérpern konnte bisher nicht reproduziert werden. In der hier durchgefithrten
Literaturanalyse waren nur 0,2 % der Gesunden und knapp 3 % der Kontrollgruppe Erkrank-
ter positiv fiir Caspr2-Antikorper. In der eigenen klinischen Kohorte mit 122 MPE, darunter
8 Miitter von Autisten, und 131 weiblichen Kontrollen wurden keine Caspr2-Antikorper ge-
funden. Auch Coutinho et al. konnten in nur einem Serum von 95 Miittern von Autisten
Caspr2-Antikorper nachweisen [14]. Das Besondere an letzterer Studie ist, dass dabei Seren
von Schwangeren im ersten Trimester untersucht wurden, also zu einem pathogenetisch re-
levanten Zeitpunkt. Bei Miittern von Autisten waren in dieser Studie neuronale Antikérper
nicht haufiger [14].

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen zwar nicht auf Caspr2-Antikorper, jedoch auf zwei
weitere mogliche Pathogene fiir die Hirnentwicklung hin: NMDAR/NR1- und GABADbR-
Antikorper.

NMDAR/NR1-Antikérper als mogliche Ursache fiir neuropsychiatrische Ent-
wicklungsstorungen.

Entgegen der Ergebnisse des kommerziellen CBAs, zeigten neun Seren der MPE (7,5 %)
und zwei KM (1,9 %) im FACS-Assay NMDAR/NR1-Antikorper. In der Literatur wurden
NMDAR/NR1-Antikorper etwas haufiger bei Miittern von Kindern mit mentaler Retardie-
rung oder psychologischer Entwicklungsstorung gefunden, als bei Miittern von Kindern ohne
diese Diagnosen, wobei der Unterschied nicht signifikant war (NDMAR/NR1-Antikorper in
10 vs. 9/171) [14]. Aufgrund der wichtigen Rolle fiir die Hirnentwicklung und entsprechend
den pathologischen Verdanderungen, die NMDAR/NR1-Antikérper in unserem Mausmodell
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hervorgerufen haben [42], konnten einige der neuropsychiatrischen Diagnosen der Kinder un-
serer MPE-Kohorte durch NMDAR/NR1-Antikorper bedingt sein.

GABADbR-Antikorper als mogliche Ursache fiir neuropsychiatrische Entwick-
lungsstorungen.

In unserer Kohorte der MPE fand sich eine Anti-GABADbR-positive Mutter eines autis-
tischen Kindes. Die Mutter war zum Zeitpunkt der Blutentnahme 27 Jahre jung und wies
einen niedrigen Titer von 1:10 auf. GABAbR-Antikérper zéhlen insgesamt zu den selteneren
neuronalen Oberflachenantikoérpern mit gemafl Literaturanalyse keiner positiven Probe in
Gesunden und einer Pravalenz von 0,63 % in der Kontrollgruppe Erkrankter. Bisher wurde
noch keine Assoziation zwischen GABADbR-Antikérpern und neuropsychiatrischen Entwick-
lungsstorungen bei den Nachkommen diskutiert. Bei sehr niedrigem Titer der hier getesteten
MPE ist auch zweifelhaft, ob diese als relevant fiir die Autismusgenese des Kindes ange-
sehen werden koénnen. Pathophysiologisch wére ein Einfluss der GABAbR-Antikorper auf
die Hirnentwicklung aber plausibel. GABA ist der vorrangige Neurotransmitter des inhibi-
torischen Systems. GABADb-Rezeptoren sind im ZNS weit verbreitet, mit hoher Dichte in
Hippocampus, Thalamus und Zerebellum [48]. Wie NMDA-Rezeptoren spielen sie eine ba-
sale Rolle in der Hirnentwicklung, der Ausbildung von Synapsen, der Zellproliferation sowie
der Migration von Neuronen [6]. Eine Beeinflussung der Hirnentwicklung durch GABAbR-
Antikérper mit Pradisposition fiir neuropsychiatrische Storungen, kann somit analog zu den
NMDAR/NRI1- oder Caspr2-Antikérpern angenommen werden. Auch im klinischen Kontext
wurden bei psychiatrischen Erkrankungen wie Autismus und Schizophrenie Verdnderungen
der Funktion oder Anzahl der GABAb-Rezeptoren beschrieben [35].

Eine Korrelation zwischen Antikérper und Krankheitsbild scheint bisher nicht zu beste-
hen. Caspr2-Antikorper wurden einerseits mit Autismus [9], andererseits mit mentaler Re-
tardierung ohne Autismus [14] in Verbindung gebracht. In unserem Mausmodell zeigten die
Nachkommen der Anti-NMDAR/NR1-exponierten Muttertiere phanotypische Ziige, die mit
verschiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungen assoziiert sind [42]. Es ist denkbar, dass
die Antikorper die Hirnentwicklung auf einem basalen Level storen, die in einer Suszeptibili-
tét flir verschiedene neuropsychiatrische Storungen miindet. Die genaue Ausprigung miisste
durch weitere molekulare Gegebenheiten oder Umweltfaktoren erkléirt werden.

Theoretische Uberlegungen zur grundlegenden Funktion der Antikorper fiir die Hirnent-
wicklung sowie eindriickliche Daten aus der tierexperimentellen Forschung [9][42] bestarken
die Hypothese, dass maternale neuronale Antikorper zu neuropsychiatrischen Entwicklungs-
storungen fithren. Die epidemiologischen Daten sind allerdings bisher nicht eindeutig. Die

Haufigkeit moglicher Antikorperkandidaten variiert in verschiedenen Kohorten [9][14]. In der
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eigenen Kohorte wurden mit unterschiedlichen Tests unterschiedliche Ergebnisse erzielt.
Dies kann einerseits bedeuten, dass die bestehenden Antikorpertests fiir asymptomati-
sche Patienten mit vermutlich niedrigen Titern nicht geeignet sind. Fiir einen Einfluss auf
die fetale Hirnentwicklung konnten niedrige Level allerdings ausreichen, da miitterliche IgG-
Antikorper durch aktiven Plazentatransfer im fetalen Kreislauf angereichert werden und da-
mit auch niedrige maternale Level zu einer ausreichend hohen Konzentration im Fotus fithren
konnen. Andererseits ldsst sich daraus schliefen, dass MPE nicht grundséatzlich eine Gruppe
mit besonders hoher Prévalenz neuronaler Oberflichenantikérper sind. Moglicherweise kann
nur ein kleiner Teil der neuropsychiatrischen Stérungen durch maternale Antikérper erklart
werden. Gegebenenfalls miisste eine bestimmte Subgruppe genauer betrachtet werden, zum
Beispiel Miitter mit Autoimmunerkrankungen. Diese haben sowohl eine generelle Neigung
zur Antikorperproduktion, als auch ein hoheres Risiko fiir Kinder mit neuropsychiatrischer
Entwicklungsstorung [26]. Da Oberflachenantikorper in allen Studien auch bei Kontrollmiit-
tern gefunden wurden, miissen zuséatzliche Faktoren vorhanden sein, damit die Kinder spater
neuropsychiatrisch auffallig werden. Dies kénnten zusétzliche proinflammtorische Zytokine
sein, die die Antikorperwirkung in utero erst ermoglichen [14] oder auch postnatale Um-
weltfaktoren, die in beide Richtungen, schédigend oder protektiv, die neuropsychiatrische

Entwicklung der Kinder beeinflussen.

6.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Pravalenz neuronaler Oberflichenantikérper bei Ge-
sunden, die im Bereich von unter 1 % liegt und damit vergleichbar mit der Préavalenz der
langjéhrig etablierten nAChR-Antikorpern ist. Unter diesem epidemiologischen Aspekt kon-
nen diese neuen neuronalen Oberflichenantikorper als diagnostische Marker geeignet sein.
Dariiber hinaus existiert bereits fiir viele Oberflichenantikérper der Nachweis eines patho-
physiolgischen Mechanismus und ein dazu passendes klinisches Bild. Unter der Beriicksichti-
gung der Klinik und von Zusatzuntersuchungen wie Liquoranalyse, EEG oder MRT kann bei
positivem Antikérperbefund von einer Oberflachenantikérper-bezogenen Erkrankung ausge-
gangen werden; unter dem Vorbehalt, dass bei ungeklarter klinischer oder pathogenetischer
Relevanz eines Antikorpers, ein positives Antikérperergebnis sorgfiltiger interpretiert werden
sollte [22].

Allerdings wéaren weitere Studien mit grofien Kontrollkohorten, verblindeter Antikorpertes-
tung sowie dem Einschluss von mehr Liquorproben von Kontrollprobanden wiinschenswert
[52], um die einzelnen neuronalen Oberflachenantikorper hinsichtlich ihrer Spezifitdt und
pathogenetischen Funktion belastbar beurteilen zu konnen. Um die Verdachtsdiagnose einer

autoimmunen Enzephalitis sicher zu bestatigen, erfordert der Antikorpertest dariiberhinaus
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auch eine hohe Sensitiviat. Um ein vollstdndiges Bild der diagnostischen Wertigkeit der An-
tikorpertests zu erlangen, miissen die Ergebnisse dieser Arbeit durch Untersuchungen mit
Fokus auf das Patientenkollektiv erganzt werden.

Die Antikorpertestungen des hier aufgebauten Kollektivs erzielten unterschiedliche Er-
gebnisse beztiglich der Hypothese, Oberflichenantikorper seien héufiger bei Miittern von
Kindern mit neuropsychiatrischer Entwicklungsstorung: Im FACS-Assay, jedoch nicht im
CBA, konnte eine Haufung von NMDAR /NR1-Antikérpern bei Miittern neuropsychiatrisch
auffilliger Kinder gefunden werden. Bei gutem theoretischem Fundament und guter tier-
experimenteller Datenlage wére es sinnvoll, die Hypothese weiterzuverfolgen. Da neuronale
Oberflachenantikorper deutlich seltener zu sein scheinen, als die Préavalenz psychisch auffalli-
ger Kinder (20 % in Deutschland [44]), ist davon auszugehen, dass maximal eine Subgruppe
der kinder- und jugendpsychiatrischen Diagnosen durch maternale Antikorper erklért werden
kann.

Das Studienkollektiv sollte in zukiinftigen Studien gezielt ausgewéhlt werden: etwa Miitter
von Autisten oder Miitter mit Autoimmunerkrankungen und psychisch auffilligen Kindern.
Da hier eine GABAbR-Antikorper-positive Mutter eines Autisten identifziert wurde, wé-
re eine tierexperimentelle Studie zu dem Effekt von GABADbR-Antikorpern auf die fetale
Hirnentwicklung interessant. Schliefllich ist es fiir diese Fragestellung wesentlich, Assays fiir
niedrige Titer aus dem Serum Gesunder zu optimieren. Diese zu bestimmen, ist vermut-
lich vor allem durch die Interferenz vieler verschiedener, in ahnlicher Menge vorliegender
Antikorper erschwert. Der hier erstmals fiir Seren angewendete FACS-Assay ist fiir mono-
klonale Antikorper vielversprechend zur Identifizierung niedrig-titriger Antikorper. Hohere
Anti-NMDAR/NRI1-Titer in MPE als in KM bestérken im klinischen Kontext die bestehen-
den tierexperimentellen Daten zur Rolle von maternalen NMDAR /NR1-Antikorpern fir die
Entstehung neuropsychiatrischer Entwicklungsstorungen [42]. Jedoch muss der FACS-Assay
fiir Seren hinsichtlich des Hintergrundsignals verbessert und gegen den bisherigen Standard
des CBA validiert werden.

Das Forschungsfeld zu neuronalen Oberflichenantikérpern ist vor dem Hintergrund be-
stehender epidemiologischer sowie tierexperimenteller Daten ein vielversprechendes Gebiet.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit (i) den Bedarf an weiteren Studien, insbeson-
dere mit systematischem Einschluss gesunder Kontrollen und Liquorproben, (ii) moégliche
technische Schwierigkeiten in der Testung von Seren Gesunder sowie (iii) nicht eindeutige
Ergebnisse hinsichtlich der Antikérperpravalenz bei MPE. Daher ist weitere Forschung so-
wohl zur Prévalenz neuronaler Oberflichenantikérper im Hinblick auf die Diagnostik von
Enzephalitiden als auch zu maternalen neuronalen Oberflichenantikérpern als Ursache neu-

ropsychiatrischer Entwicklungsstorungen lohnens- und erstrebenswert.
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Nach dem Konzept und unter Supervision von Prof. Dr. Priif} ist diese Publikation nach ihrer Re-
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quise und -auswertung sowie die Erstellung des Manuskripts erfolgten durch Katharina Lang und
ohne Hilfe Dritter. Darunter fillt auch die Erstellung sémtlicher Tabellen und Schaubilder.
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autoantibodies impair neonatal murine brain function], [Ann Neurol], [2019]

Der klinische Teil dieser Publikation wurde mafigeblich durch Katharina Lang erarbeitet. Zu ihrem
Beitrag gehorten: Mitentwicklung des Konzepts des klinischen Teils sowie Erstellen des Ethikan-
trages gemeinsam mit Prof. Dr. Priiff. Der Aufbau der Studiengruppe, inklusive Akquirierung der
klinischen Daten, erfolgte in eigenstdndiger Organisation und Durchfithrung. Ein kleiner Teil der
Serumproben aus der Kinder- und Jugendpsychiatrie wurde durch Julia Herken akquiriert. Der
Aufbau der Kontrollgruppen erfolgte komplett eigenstdndig, ebenso die Verarbeitung der Proben,
sowie die Auswertung der klinischen Daten.

Die FACS-Messung wurde in Zusammenarbeit mit Betty Jurek und Le Minh Dao durchgefiihrt. Die
Auswertung der FACS-Analyse fiir diese Publikation erfolgte in Zusammenarbeit mit Betty Jurek.
Alle iiber diese Publikation hinausgehenden Auswertungen, inklusive dem Erstellen sdmtlicher in

der Monographie gezeigten Tabellen und Schaubilder, erfolgten eigensténdig.
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griunden in der elektronischen Version mei-

ner Arbeit nicht veroffentlicht.
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