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Vorwort

Der vorliegende Leistungskatalog wurde als Gemeinschaftswerk zahlreicher
Kolleginnen und Kollegen der Deutschen Gesellschaft fiir Liquordiagnostik
und Klinische Neurochemie (DGLN) zusammengestellt, denen hier noch-
mals herzlich fiir ihre konstruktive Mitarbeit gedankt sei. Die einzelnen
Artikel stellen haufig einen Konsens aus mehreren Beitragen dar und sind
daher nicht mit den Autorennamen versehen.

Diese Informationssammlung ist insbesondere fir diejenigen Kolleginnen
und Kollegen gedacht, die fiir die Liquor- und neurochemische Diagnostik
Verantwortung tragen, in der Klinik Ansprechpartner fir weiterfiihrende
Diagnostik bei neurologischen Erkrankungen sind oder fir die Supervision
von Methoden im neurochemischen Labor zustandig sind. Wir bemihen uns
damit um eine Bestandsaufnahme der aktuell als sinnvoll erscheinenden
oder in der Erprobung befindlichen Laborparameter, wollen aber ausdriick-
lich keinen Ersatz fir ein Lehrbuch der Klinischen Neurochemie oder gar
der Neurologie oder Klinischen Chemie anbieten.

Diese jetzt Uberarbeitete und erweiterte 4. Auflage soll die Grundlage fiir
eine standige Aktualisierung der fur die Diagnose neurologischer Erkrankun-
gen relevanten Laborkenngrof3en geben und daher auf der Homepage der
DGLN frei zuganglich sein. Gegenstand waren aufler der Liquordiagnostik
auch Bestimmungen aus Blut oder Urin, die liberwiegend fiir die Diagnose
neuropsychiatrischer und neuromuskularer Erkrankungen durchgefiihrt
werden oder von herausragender Bedeutung sind, nicht jedoch Standard-
untersuchungen der Klinischen Chemie, Serologie oder Mikrobiologie, die
auch von Neurologen bendtigt werden. Die vorgelegte Sammlung soll auch
gleichzeitig der Aufruf an alle Kolleginnen und Kollegen sein, Verbesserungs-
vorschlage zur in Zukunft haufigeren Aktualisierung an die Herausgeber zu
machen.

Wir haben aus o.g. Griinden eine Reihe von Parametern weiterhin nicht
aufgenommen. Dazu gehoren die im Rahmen psychiatrischer Erkrankungen
gelegentlich gemessenen Transmitter, Neuropeptide und Hormone oder
das schnell expandierende Gebiet der Cytokin-Analytik mit einer immer
noch unklaren diagnostischen Relevanz. Im Rahmen von Therapiekontrollen
gemessene Medikamentenspiegel (z.B. Antikonvulsiva), konventionelle
Erregernachweise oder eine allgemeine Serologie fir Infektions- und Auto-
immunerkrankungen, werden ebenfalls nicht behandelt.

Lediglich die im Rahmen einer Notfallanalytik bei neurologischen Erkran-
kungen maglichen Erreger-Schnellnachweise im Liquor sowie die PCR wur-
den mit aufgenommen. Bei den Nachweisen erregerspezifischer Antikorper
wird ebenfalls die Betonung auf die Diagnose einer intrathekalen Synthese
gelegt. Eine Reihe von Gberholten Methoden (z.B. Liquor-Elektrophorese)
oder durch vorteilhaftere Parameter ersetzte Methoden wurden nicht aufge-
fuhrt.

Da viele der sehr speziellen, seltenen Untersuchungen u.a. auch aus Wirt-
schaftlichkeitsgrinden nur von wenigen Spezialisten durchgefiihrt werden,
konnen Ansprechpartner ggf. beim Vorstand der Fachgesellschaft erfragt
werden.

SchlieBlich sei noch auf die zahlreichen Anderungen der Verschriften zur
statistischen Qualitidtskontrolle und zum Qualititsmanagement (RiLiBAK
2008, 2011, 2014, 2019), jetzt zuséatzlich auch fiir qualitative Untersuchun-
gen und Erregernachweise, hingewiesen, die eine Reihe von verscharften
oder zusatzlichen Pflichten fiir medizinische Laboratorien nach sich ziehen.
Vorschldge der DGLN z.B. zur Berticksichtigung von Liquor/Serum-Quotien-
ten als abgeleitete Kenngrofen in der Qualitatskontrolle wurden vom



zustandigen Beirat der Bundesarztekammer vorerst als systemwidrig ver-
worfen und die zuldssigen Unprazisionen und Unrichtigkeiten fir die Einzel-
werte z.T. wieder verscharft. Abgeleitete Kenngrof3en wie auch Ratios oder
Ak-Indizes zahlen nicht als quantitative Untersuchungen, kdnnen aber als
qualitative Untersuchungen nach weiteren Anderungen ggf. kontrollpflichtig
werden. Diese giiltigen Richtlinien sind fiir alle in der Heilkunde Tatigen
verbindlich (Rechtsgrundlage jetzt §9 MPBetreibV anstatt friiher §4 Eich-
ordnung). Friihere, z.T. anderslautende Stellungnahmen der DGLN aus der
Ubergangsphase sind daher als Empfehlung u.a. fiir weitergehende Quali-
tatssicherungsmafBnahmen anzusehen und entbinden nicht von der Pflicht
zur Einhaltung der jeweils giiltigen RiLiBAK. Intern kontrollpflichtig sind
im Liquor mittlerweile alle quantitativen Untersuchungen auBer der Kam-
merzdhlung von Zellen, diejenigen mit Ringversuchspflicht sind in den
Tabellen B1 a-c separat ausgewiesen. Maximale Messwertabweichungen
intern und im Ringversuch sind jedoch in den RiLiBAK im Liquor weiterhin
nur fiir Gesamteiweif}, Glucose, Lactat, Albumin und die Immunglobuline
definiert, im librigen gelten laborintern zu ermittelnde Fehlergrenzen bis
maximal zu den Abweichungen geman Herstellerangaben. Mittlerweile
gilt eine interne Kontrollpflicht auch fiir qualitative Untersuchungen, fiir
manche auch eine Ringversuchspflicht, Frequenzen sind in den Tabellen
B2-1 und B2-2 aufgelistet. Die besonders fir die interne Kontrolle ver-
scharften Messwertabweichungen haben sich jedoch u.a. auch wegen der
jetzt obligatorischen Kontrollmaterialien in Liquormatrix mit noch verbes-
serungsbedirftiger Stabilitat und Sollwerten z.T. als unrealistisch erwiesen.
Die DGLN empfiehlt weiterhin iiber die RiLiBAK hinaus fiir die interne
Qualitatskontrolle eine patientenbezogene Plausibilitatsprifung der Be-
fundmuster sowie fir die externe Qualitatskontrolle die Teilnahme an
Ringversuchen mit klinisch orientierter Befundinterpretation, auch wo noch
nicht vorgeschrieben, soweit verfiigbar.

Aus dem neuen Medizinprodukterecht auch der EU ergeben sich vermehrte
Validierungspflichten und ggf. Haftungsrisiken fiir Anwender, wenn CE-zer-
tifizierte Serum-Methoden umstandardisiert, fir Liquor angewandt oder auf
Fremdgeraten durchgefihrt werden und die Produkthaftung der urspriing-
lichen Hersteller fir die Modifikationen nicht mehr greift, ferner ggf. auch
beziiglich der diagnostischen Validierung. Allen verantwortlichen, in der
Heilkunst tatigen Anwendern von In-vitro-Diagnostica sei jedoch dringend
geraten, sich mit den giiltigen Vorschriften des Medizinprodukterechts
und der RiLiBAK unmittelbar vertraut zu machen. VerstoBe kénnen im
ungiinstigsten Fall ein Verbot der Abrechnung oder Durchfiihrung der
betroffenen Parameter nach sich ziehen. Zum Schluss bleibt uns nur die
Hoffnung, dass die am Wohle des Patienten orientierte Arbeit von Spezial-
laboratorien nicht weiter durch Wirtschaftlichkeitsdruck und birokratische
Regelungen mehr als unbedingt ndtig beeintrachtigt wird.



Gliederung

Die Parameter sind in drei Kategorien eingeteilt:

[.  Notfall- und Grundprogramm der Liquordiagnostik

[I. Spezialuntersuchungen mit gesicherter bzw. erganzender
diagnostischer Bedeutung

[ll. Methoden im Erprobungs- und Forschungsstadium, umstrittener
Relevanz oder nicht-standardisierter Methodik

Eine moglichst einheitliche Darstellung der Parameter wurde nach folgen-
den Kriterien umgesetzt:

Indikation

Wenngleich die ausgewahlten Parameter unsere Einschatzung der klini-
schen Relevanz widerspiegeln, so haben wir dennoch darauf verzichtet,
lehrbuchartig die Indikationen fir die einzelnen Parameter ausfiihrlich
darzustellen.

Praanalytik/Abnahmebedingungen

Abnahmebedingungen weisen nur im Einzelfall (z.B. Zytologie) auf besonde-
re Sorgfaltspflichten hin. Sonst gelten die Standardabnahmebedingungen.
Methoden reprasentieren, soweit angegeben, die derzeit hdufig verwendeten
Verfahren.

Referenzwertebereiche

bedirfen der methodenabhangigen oder laborabhangigen Validation. An-
merkungen beziehen sich auf labor-orientierte Kommentare, die fir eine
qualifizierte Messung eines Parameters notwendig sind.

Beurteilung

umfasst erganzende Bemerkungen zur Charakterisierung des Referenz-
wertebereiches und zur klinisch-orientierten Beurteilung pathologischer
Befunde.

Literaturzitate

beziehen sich primar auf methodisch, aber auch klinisch-orientierte Arbei-
ten, Ubersichtsartikel und Biicher sind am Ende aufgelistet. Eine représen-
tative Wiedergabe der z.T. kontroversen wissenschaftlichen Diskussion um
die klinische Wertigkeit konnte in diesem Zusammenhang nicht geleistet
werden.
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Standardabnahmebedingungen/
Praanalytik von Liquor und Serum

Fir eine umfassende Liquordiagnostik (zellular/humoral] sollten 5 bis

10 ml Liquor und 5 ml Blut (Serumgewinnung) zur Verfiigung stehen. Ergibt
die visuelle Beurteilung des Liquors einen Verdacht auf Blutkontamination,
so ist zum Ausschluss oder zur Bestatigung einer artifiziellen Blutkonta-
mination der Liquor in mehreren Portionen (sog. Dreigléserprobe] zu ge-
winnen (Reihenfolge auf Probenrdhrchen festhalten). An die Probengefafe
fur Liquor sind hinsichtlich des Materials und gegebenenfalls der Form
bestimmte Anforderungen zu stellen (Sterilitat, Plastikmaterial am besten
Polypropylen, Spitzréhrchen, Schraubverschluss).

Liquor und Serum sollten zur gleichen Zeit entnommen werden (steady
state).

Fir die Liquorzytologie muss der Liquor so schnell wie maglich ins Labor
gebracht werden. Spatestens nach 2 Stunden missen die Zellen gezahlt
und die zytologischen Praparate erstellt sein.

Um besonders bei zellarmen Liquores ein ausreichendes Zellangebot fiir
die zytologische Diagnostik (einschlieBlich Sonderfarbungen und Immun-
zytologie) zu haben, sind die Zellen aus der gesamten Liquorprobe zu
gewinnen (Vorzentrifugation des Liquors ca. 15 min bei 200xg].

Werden diese Bedingungen nicht eingehalten, ist mit einer fehlerhaften
Zellzahl und Zelldifferenzierung zu rechnen, insbesondere die Autolyse von
Granulozyten fihrt dann zu Fehlinterpretationen oder es liegt eine unge-
niigende Zellanreicherung vor. Zum Notfallprogramm (arztl. Bereitschafts-
dienst] gehdrt die Anfertigung von mindestens einem zytologischen Prépa-
rat (besser zwei fiir eventuelle Zusatzfarbungen wie Gram-Farbung oder
Berliner-Blau-Farbung). Die Praparate kdnnen auch erst am folgenden
Tag durch das Laborpersonal gefarbt und ausgewertet werden. Im Rahmen
der Notfalluntersuchung wird eine zytologische Beurteilung oft schon in
der Zahlkammer vorgenommen, nach Anfarbung der Zellen. Sicherer kann
die Abgrenzung granulozytarer und lymphozytarer Pleozytosen auf farb-
beschichteten Objekttrégern (Testsimplets) vorgenommen werden.

Falls der Liquor nach Absolvierung eines Notfallprogramms und Anfer-
tigung zytologischer Praparate nicht innerhalb der folgenden 2 Stunden
zur weiteren Untersuchung in das Liquorlabor kommt, ist der Liquor bei
4°C zu lagern, um so die unvermeidlichen Verfalschungen in Grenzen zu
halten. Erst anschlieBend wird der zellfreie Liquor auf andere Arbeitsplatze
verteilt. Vor der Analytik und der dazu notwendigen Verteilung der Proben
auf die Arbeitsplatze missen evtl. mehrere Proben der gleichen Punktion
wieder vereinigt werden (Konzentrationsabnahme der Serumproteine im
Liquor mit der fortschreitenden Abnahme, bedingt durch den Konzentra-
tionsgradienten im Liquorraum). Nur so konnen die verschiedenen auf den
Albumin-Quotienten bezogenen Auswertungen korrekt gemacht werden.
Fir die Proteinanalytik, die innerhalb der ndachsten Tage bearbeitet wird, ist
eine Lagerung bei 4°C hinreichend (Einfrieren kann z.B. bei nephelometri-
scher IgM-Bestimmung problematisch sein).

Nur langerfristig werden Liquor und Serum bei -80°C tiefgefroren, wobei
die Proben mdoglichst so zu portionieren sind, dass ein mehrfaches Auftauen
und Einfrieren vermieden wird.

Der Probenversand (Liquor und Serum)] fir die Bestimmung humoraler
Parameter ist in der Regel ungekiihlt moglich, wenn die Bestimmungen un-
mittelbar nach Versand erfolgen. Ist dies nicht der Fall, so ist ein Transport
auf Trockeneis vorzuziehen.



Als Grundregel ist zu beachten, dass hinsichtlich der Praanalytik fir jeden
Parameter eine Einzelfallprifung vorzunehmen ist (u.a. PCR, NSE, Virus-
isolierung, Bakterienkultur, Immunzytologie), fiir PCR z.B. nicht zentrifugie-
ren.

Die Quelle des Ligquors muss nach Ventrikel-Liquor (VP), Cisternaler Liquor
(CPJ) oder, nur wenn nicht selbstverstandlich, als lumbaler Liquor (LP)
gekennzeichnet werden, da die Referenzbereiche der Inhaltsstoffe an den
verschiedenen Punktionsorten verschieden sind. Die angegebenen Referenz-
werte beziehen sich auf die iblichste, die lumbale Liquorpunktion.

Die haufigsten Fehler in der Praanalytik
des Liquors

- Liquor- und Serum-Probe werden nicht zeitnah entnommen.

- Beeinflussung durch unmittelbar vorausgehende Therapien wie
Plasmapherese oder Immunglobulingabe (Steady state!].

- Artifizielle Blutung nicht charakterisiert: bereits bei 1000 Erythrozyten/pl
Verfalschung von IgM.

- Zu wenig Liquor abgenommen (Anreicherung fur Zytologie!).

- Zellpraparat fur Zytologie nicht friihzeitig genug erstellt.

Blutiger Liquor

Die Liquorprobe kann durch eine Blutbeimengung kontaminiert sein. Dies
kann entweder durch die Punktion (artifizielle Blutbeimengung) oder im
Rahmen einer echten Blutung in die Liquorraume entstehen. Zur Unter-
scheidung wird der Liquor im Falle einer Rotfarbung in drei Rohrchen (Drei-
Glaser-Probe) gesammelt: Bei ungleichmaBiger Blutbeimengung ist von
einer artifiziellen Blutkontamination auszugehen. Nach dem umgehenden
Zentrifugieren (Zentrifugat fir Zytologie weiterverarbeiten) wird die Probe in
diesem Fall farblos, bei einer >12 Std. alten echten Blutung kann dagegen
mit einer einsetzenden Xanthochromie gerechnet werden

M
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Notfall- und Grundprogramm
der Liquordiagnostik
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Visuelle Beurteilung der Liquorprobe

(Kjellin KJ., 1987; Kleine, 1980)

Indikation Jede Liquorprobe sollte einer visuellen Beurteilung unterzogen werden.

Methode Visuelle Beurteilung von
1. Klarheit bzw. Grad einer Triibung
2. Farbe
3. Gerinnselnachweis oder Gerinnungszeichen
Teststreifen zum semiquantitativen Nachweis von Erythrozyten, Leukozyten (Granulozyten)
Hamoglobin und Bilirubin unterstiitzen die visuelle Beurteilung der Liquorprobe. In angelsachsi-
schen und skandinavischen Landern ist die Spektrophotometrie fiir die Beurteilung der Xantho-
chromie gebrauchlich.

Referenzwerte- Der Normalliquor ist wasserklar und farblos.

bereich Die Teststreifenauswertung ist negativ.

Anmerkungen Nur glasklare und farblose Probenréhrchen erlauben eine visuelle Beurteilung des Liquors.

Beurteilung

1. Triiber Liquor
Rosige Triibung ab ca. 500-1000 Erythrozyten/pl (= 500-1000 Mpt/L).
OpalweiBe Triibung (auch gelb-griin) ab ca. 1000 Leukozyten/pl
(selten durch Bakterien verursacht).

2. Liquorfarbe
Hamolytischer Liquor
Kirschrote Farbe nach Entzellung zeigt freies Oxyhamoglobin an.
Mittels Teststreifen wird Himoglobin bereits im farblosen entzellten Liquor nachgewiesen.
In artifiziell blutigen Liquorproben wird Hamoglobin friihestens 2 Stunden nach Entnahme
nachgewiesen.
Bei Blutungen in die Liquorrdume wird Hamoglobin friihestens etwa 4 Stunden nach dem
Blutungsereignis nachgewiesen.
In Abhangigkeit vom zeitlichen Abstand der Blutung kann der Liquor von braunrot bis
xanthochrom gefarbt sein.
Xantochromer Liquor
Der Grund einer xanthochromen Verfarbung des Liquors kann unterschiedlicher Ursache
sein (Hdmoglobin, Bilirubin, Carotinoide u.a.).

3. Gerinnsel
WeiB-gelbliche Gerinnsel (,.Spinngewebsgerinnsel”) werden in der Regel nur bei sehr
starker Proteinvermehrung (gréBer 3000 mg/l) beobachtet, sie konnen durch Blutkonta-
mination in abgestufter Form eine Rotfarbung aufweisen.
Starke artifizielle Blutkontaminationen konnen massive Gerinnungszeichen zeigen.

Literatur

Kjellin KJ. (1987). Xanthochromic compounds in the CSF. In Der Liquor Cerebrospinalis Vol I,
R. Schmidt, ed. (Georg Thieme Leipzig), pp. 634-651.

Kleine, T. (1980). Neue Labormethoden fiir die Liquordiagnostik (Georg Thieme Verlag
Stuttgart).



Zellzahl

(Kleine, 1980, 1991)

Indikation

Die Zellzahl ist grundsatzlich in jedem Liquor zu bestimmen. Einen besonderen Stellenwert hat
die Zellzahl u.a. fur die Diagnostik und Verlaufskontrolle entziindlicher Erkrankungen, fur die
Diagnostik von intracerebralen Blutungen, primaren und sekundaren Tumoren sowie Infiltration
bei hamatologischen neoplastischen Erkrankungen. Die Zellzahl ist ein guter Indikator fir die
Prozessakuitat und Therapiekontrolle von Erkrankungen des Nervensystems.

Methoden

Kammerzihlung von RiLiBAK ausgenommen

1. Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
Leukozyten- und Erythrozytenzdhlung nach Anfarbung mit Vitalfarbstoffen (z.B. Methylen-
blau, Toluidinblau).
Zahlung aller Zellen (Leukozyten/Erythrozyten) im Nativliquor. Z&hlung der Leukozyten
nach Erythrozytenlyse (ungefarbt/gefarbt). Berechnung der Erythrozytenzahl.

2. Automaten (Hamatologie)
Die automatische Zahlung der Liquorzellen ist insbesondere bei hohen Zellzahlen unter
Verwendung geeigneter ,offener” Blutzell-Z&hlgerate im Prinzip mdglich; die untere funk-
tionelle Nachweisgrenze ist Gerate- und Software-abhangig und liegt in der Gro3enordnung
von ca. 20-50 Zellen/pl bzw. 1000 Erythrozyten/ul. Nachdem aber auch grobe systema-
tische Zahlfehler vorkommen konnen, ist grundsatzlich eine Uberpriifung der Scatter-
diagramme und ggf. eine Nachzahlung in der Kammer erforderlich; gleiches gilt auch
insbesondere bei niedrigeren Zellzahlen. Eine automatische Zellzahlung kann in keinem
Fall eine mikroskopische Differenzierung ersetzen (Kleine, 1991).

Bei gleichem Zahlenwert werden folgende Einheiten fir die Zellzahl verwendet: Zellen/ul oder
Mpt/L. Zellen/ul hat sich international durchgesetzt (Kleine, 1980) obwohl als SI-Einheit Mpt/L
vorgeschlagen wurde. Die historisch durch die Benutzung der Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
(3,2 ul Auszéhlvolumen) bedingte Angabe in 1/3 Zellen ist auch in Deutschland inzwischen im-
mer weniger gebrauchlich und sollte nicht mehr verwendet werden.

Referenzwerte-
bereich

Leukozyten:

Erwachsene (lumbal) 0- 4 /ul

Erwachsene (subokzipitall 0- 3 /ul
(ventrikular) 0-1 /pl

Frihgeborene (lumbal) 0-15 /pul

Neugeborene (lumbal) 0-10 /pl

3 Mon.-5Jahre  (lumball 0- 5 /ul

Erythrozyten: Normalerweise nicht vohanden, auch bei guter Punktionstechnik nicht sicher
auszuschlieflen; bei Neugeborenen als Folge des Geburtstraumas nicht selten.

Anmerkungen

Nach 2-stlindiger Lagerung der Liquorprobe bei Zimmertemperatur nimmt die Zellzahl durch
Autolyse unkontrollierbar ab, die Zellzahlung muss daher spatestens 2 Std. nach Punktion erfol-
gen. Die Autolyse betrifft insbesondere die Granulozyten und Makrophagen. Lymphozyten zeigen
eine wesentlich gréBere Stabilitat. Vor Zellzdhlungen sind die Zellen sorgfiltig (moglichst scho-
nend) zu resuspendieren. Die Zellen adhé&rieren starker an Glasmaterialien als an Polystyrol.

Beurteilung

Bei artifiziell blutigen Liquorproben kann die Leukozytenzahl auf Grundlage der ermittelten
Erythrozytenzahl naherungsweise korrigiert werden (Subtraktion von 1/ul Leukozyten auf 1000/pl
Erythrozyten bzw. bei pathologischen Blutbildern Korrektur nach tatsachlichen Zellzahlen).

Eine artifizielle Blutkontamination wird durch eine meist abfallende oder auch ungleichmaflige
Erytrozytenzahl in der Reihenfolge der Portionen angezeigt (Differenz zwischen erster und
letzter Probe). Bei einer Blutung in die Liquorraume ist dies nicht der Fall (Anstieg ist mdglich).
Erythrozyten mit Stechapfelform sind nicht beweisend fir eine intracerebrale Blutung.
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(Isenmann et al., 2017; Kluge et al., 2007; Kolmel, 1978; Lehmitz and Kleine, 1994; Oehmichen, 1976; Strik and Nagel, 2015;
Wick et al., 2016)

Indikation

Die lichtmikroskopische Differenzierung der Liquorzellen nach morphologischen Kriterien ist
unverzichtbarer Bestandteil des Grundprogramms der Liquordiagnostik und wird bei diagnosti-
scher Erstpunktion unabh&ngig von der jeweils ermittelten Zellzahl durchgefiihrt (Ausnahmen:
evtl. Entlastungspunktionen, Ventrikeldrainagen und Verlaufsuntersuchungen bei normaler
Zellzahl).

Abnahme-
bedingungen

Frischer, moglichst nicht blutiger Liquor cerebrospinalis wird nach erfolgter Zellzahlung
maoglichst umgehend, spatestens 2 Stunden nach Punktion, zur Anfertigung zytologischer
Praparate eingesetzt.

Methoden

von RiLiBAK ausgenommen

1. Sedimentkammer nach SAYK
2. Zytozentrifugations-Technik (verschiedene Varianten)

Zur Differenzierung werden die liquorzytologischen Praparate der panoptischen Farbung nach
Pappenheim (May-Griinwald/Giemsa) oder einer identischen Hama-Schnellfarbung unterzo-
gen. Nach Erfordernis konnen unter Einsatz zusatzlicher Praparate weitere Spezialfarbungen
durchgefiihrt werden (u.a. Berliner-Blau-Farbung/Hamosiderinnachweis; Methylenblau- bzw.
Gram-Farbung/Bakteriennachweis; Alcianblau-Farbung/Mykosen; Peroxidase, Esterase, saure
Phosphatase, PAS/Charakterisierung von neoplastischen Zellen; PAS-Farbung/Morbus Whipple],
Tuschepraparat fur Kryptokokken.

Eine weitere Zellcharakterisierung erfolgt immunzytochemisch (u.a. aktivierte B-Lymphozyten/
intrazellulare Immunglobuline/polyspezifisch und monospezifisch; Zellphanotypisierung/neo-
plastische Zellen, Lymphozytensubpopulationen). Fir die Zelldifferenzierung sind automatisierte
Z&ghlsysteme ungeeignet (mogliche Ausnahme: erste Orientierung bei Notaufnahme einer aku-
ten Meningitis vor der mikroskopischen Differenzierung)

Referenzwerte-
bereich

Die Relativanteile der Liquorzellpopulationen im normalen Liquor werden durch verschiedene
Zellpraparationstechniken unterschiedlich ausgewiesen. Auch die Vorbehandlung der Objekt-
trager mit Polykationen beeinflusst das Differenzierungsergebnis. Im normalen Liquor finden
sich Lymphozyten und Monozyten, gelegentlich Grenzflachenzellen (Ependym- und Plexus-
zellen). Die Referenzbereiche fiir Lymphozyten variieren in Abh&ngigkeit von der Zellprapara-
tionstechnik zwischen 50 bis 90%, entsprechend fiir die Monozyten zwischen 10 bis 50%.
Vereinzelte Granulozyten kénnen bei geringer, nicht sichtbarer Blutbeimengung (<1000 Ery/ul)
vorkommen.

Anmerkungen

Zur Aufbewahrung gefarbter Praparate sollten nur weitgehend inerte und zuverlassig saurefreie
Einbettungsmedien benutzt werden. Zytozentrifugationstechniken ergeben, ggf. mit Voranrei-
cherung, eine bessere Zellausbeute, das Sedimentkammerverfahren eine schonendere Prapa-
ration.

Beurteilung

Das Liquor-Differentialzellbild gibt in Abhangigkeit von Prozesslokalisation und Erkrankungs-
stadium Auskunft Uber Art und Ausmalf3 einer ZNS-Erkrankung bzw. -Schadigung bei oder nach
Entziindung, Blutung, Trauma und Raumforderung, wobei in der Mehrzahl der Falle krankheits-



unspezifische Befunde erhalten werden. Ausnahmen hiervon sind der Nachweis von Erythro-
bzw. Hamosiderophagen nach Blutungen, von Bakterien und Bakteriophagen bei purulenten
Meningitiden, von Tumorzellen bei primaren und sekundaren Hirntumoren sowie von Liquor-
zellen nach immunzytologischen Markeranalysen und der Nachweis von immunkompetenten
Zellen mit erregerspezifischer Antikorperproduktion. Bei deutlicherer artifizieller Blutbei-
mengung muss die dadurch verursachte Verfalschung des Zellbildes (v.a. Granulozyten) abge-
schatzt werden.
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Erreger-Schnellnachweis

(Schaal und Kiihn, 2001)

Indikation

Diagnostische Eingrenzung der Genese akuter Meningitiden mit der Zielsetzung einer frithen
und gezielten medikamentdsen Therapie; im Gegensatz zu Mikroskopie und Kultur auch ggf. bei
antibiotischer Vorbehandlung erfolgversprechend (siehe auch unter PCR].

Abnahme-
bedingungen

Liquorentnahme wie Ublich, Einsatz der Methode nur sinnvoll bei sofortiger Durchfiihrung.

Methode Latex-Agglutinations-Tests verschiedener Hersteller.

Referenzwerte-  Ausbleiben einer Agglutination im Vergleich mit einer Negativ-Kontrolle.

bereich

Anmerkungen Der Erreger-Schnelltest sollte nur durchgefiihrt werden, wenn eine ausreichende Liquor-

menge vorliegt und die Durchfiihrung anderer aussagekraftiger Parameter nicht behindert
wird. Seine Durchfiihrung oder auch ein negatives Testergebnis macht wegen z.T. geringer
Sensitivitat einen normalen mikrobiologischen Analysengang nicht Uberflissig.

Beurteilung

Mit allen kommerziellen Testkits werden in ahnlicher methodischer Weise losliche Antigene
der wichtigsten Erreger bakterieller Meningitiden nachgewiesen (Neisseria meningitidis A, B;

E coli K1, C Y/W 135; Haemophilus influenzae Typ b; Streptococcus pneumoniae; Streptococcus
Gruppe B; Cryptococcus neoformans). Agglutination mit einem der Latex-Reagenzien zeigt das
entsprechende Antigen im Liquor an. Bei Agglutination mit 2 oder mehr Latex-Reagenzien oder
mit einem entsprechenden Kontroll-Latex ist das Ergebnis nicht zu interpretieren.

Literatur

Schaal, K.P., Kiihn J. (2001). Mikrobiologische und serologische Untersuchungsverfahren.
In: Medizinische Mikrobiologie, (Urban und Fischer Verlag, Miinchen Jenal, pp 98-153.
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Gesamtprotein im Liquor cerebrospinalis

(Kleine, 1980, Hegen et al., 2016)

Indikation

Notfallprogramm, Basisprogramm, Plausibilitatskontrolle, Orientierung fur Einzelproteinanalytik.

Quantitative
Methoden

RiLiBAK mit Vorgaben zur Abweichung; RV-Pflicht

Semiquantitativ (u.a. wegen Toxizitdt eher historisch):
Pandy-Reaktion wird vom Kliniker bei Entnahme durchgefiihrt. Liquor (30 pl) zu Pandy-Reagenz
(2 ml) in schwarze Schale geben. Albumin- und Globulin-Vermehrung verursachen ein Prézipitat.

Quantitativ

Coomassie-Blau G 250-Methode: 15 pl Liquor reagieren mit 250 pyl Coomassie-Blau G 250-
Reagenz z.B. in Mikrotiterplatten und werden bei 570 nm gegen 405 nm im ELISA Prozessor
gemessen.

Pyrogallol-Rot-Methode (automatisierbar): 20 pl Liquor reagieren mit 1,0 ml Pyrogallol-Rot-
Reagenz unter Bildung eines Pyrogallol-Rot-Molybdat-Komplexes mit basischen Aminosaure-
gruppen von Proteinen mit Farbumschlag, der bei 600 nm gegen Reagenzien-Leerwert gemes-
sen wird. Abzug von Probenleerwert bei farbigen Liquorproben!

Biuret-Methode: Diese Standardmethode der Serumproteinanalytik ist fiir Liquor zu unemp-
findlich, kann erst nach Konzentrieren des Liquors verwendet werden und ist deshalb nicht zu
empfehlen. Die Methoden nach Folin Ciocalteau und nach Lowry sind empfindlich genug fiir die
Liquoranalytik.

TCA-Fallung: Die Proteinfallung mit Trichloressigsaure ist vor allem bei hohen TCA-Konzentra-
tionen 20/40%ig vorteilhaft (keine Flockung). Mehrere Automaten arbeiten mit dieser Methode
mit nephelometrischem oder turbidimetrischem Nachweis. Die Analyse des Streulichtmaximums
ist der Zweipunkt- oder turbidimetrischen Endpunktanalyse uUberlegen.
Benzethoniun-Chlorid-Fallung: ahnlich wie TCA-Fallung, automatisierbar.

Statistische Qualitdtskontrolle

Maximal zuldssige Abweichungen fiir quantitative Bestimmungen nach RiLiBAK 2014 und 2019:
Abweichung Einzelwert und quadrat. Mittelwert: 13,5%, im Ringversuch 23%.

Zertifizierte Kontrollen in Liquormatrix mit 2 verschiedenen extern ermittelten, methodenab-
hangigen Sollwertlagen vorgeschrieben, Verdinnen von Serumkontrollen nicht mehr zuladssig.

Referenzwerte-
bereich

Semiquantitativ
Eine positive Pandy-Reaktion + bzw. ++ wird zwischen 0,5-1,0 g/l und 1,0- >3,0 g/l Gesamt-
protein erhalten.

Quantitativ

Als Mafeinheiten werden g/l, mg/l oder mg/dl verwendet.

Methodenabhangige Referenzbereichsgrenzen:

Lumbaler Liquor: 200-500 mg/l; cisternaler (Subokzipital-] Liquor: 130-270 mg/l und fur
Ventrikel-Liquor: 50-180 mg/L.

Beurteilung

Erhohte Gesamtproteinwerte konnen zustandekommen durch: Storung der Blut-Liquor
Schrankenfunktion, intrathekale Synthese, Blutung in die Liquorraume oder artifizielle Blut-
beimengung. Der Albumin-Liquor/Serumquotient ist besser geeignet fiir eine Beurteilung der
altersabhangigen Schrankenfunktion.
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L-Lactat

(Kleine, 1980, 1991)

Indikation Akute Entziindungen im ZNS/DD: bakteriell/viral/tuberkulds. Diagnose einer postoperativen
Infektion (Neurochirurgie). Nachweis eines anaeroben Glucosestoffwechsels auch bei Hypoxie,
Blutungen, Tumorbefall. Alternativ oder erganzend Bestimmung des L/S-Glucose-Quotienten.

Abnahme- Liquor (0,1 ml nicht entzellt) ohne Zusatz von Glykolysehemmern oder Kiihlung stabil,

bedingungen /
Praanalytik

sofern innerhalb 30 min analysiert; ansonsten Fluorid-Zusatz sicherer.
Blutuntersuchung entfallt.

Methode RiLiIBAK mit Vorgaben zur Messwertabweichung; RV-Pflicht
Enzymatischer, optischer Test; gleicher Messbereich wie im Plasma; Paralleluntersuchung von
Serum bzw. Plasma jedoch nicht erforderlich.
Qualitatskontrolle:
Maximal zuléssige Abweichungen nach RiLiBAK 2014 und 2019:
Abweichung Einzelwert bzw. quadrat. Mittelwert: 11,5%; im Ringversuch 20%.
Zertifizierte Kontrollen in Liquormatrix mit 2 verschiedenen, extern ermittelten Sollwertlagen
vorgeschrieben!
Referenzwerte-  (Einheiten-Umrechnung: Tmmol/l = 9 mg/dl)
bereich
Lumbal-Liquor: 0,5 bis 15 Jahre: 1,1-1,8 mmol/l
16 bis 50 Jahre: 1,5-2,1 mmol/l
51 bis 75 Jahre: 1,7-2,6 mmol/l
Ventrikel-Liquor: < 3,4 mmol/l
(Erwachsene])
Anmerkungen Stabilitat wird kontrovers beurteilt: bei Pleozytosen bis 6000/ul Leukozyten und Erythrozyten

bis 30.000/ul soll die Lactatkonzentration bei 25°C ohne Fluorid-Zusatz bis zu 3 Std. stabil sein,
bei spateren Untersuchungen wurden Anstiege bereits nach 30 Minuten beobachtet. Entzellte
Liquorproben haben jedoch z.T. niedrigere Werte als unentzellte native Proben, Fluorid-Zusatz
daher sicherer.

Die Analyse von Lactat im Liquor hat gegeniber der Glucose-Bestimmung in Liquor und Serum
den Vorteil, dass nur die Analyse im Liquor ohne Serumwert nétig ist, da der Liquorwert nicht
durch die Variation im Blut beeinflusst wird.

Beurteilung

Bei mittelgradiger Pleozytose ist ein erhohter Lactatwert > 3,5 mmol/l immer noch eine Hilfe
zur Charakterisierung eines bakteriellen Prozesses, insbesondere auch bei Neurotuberkulose
in Kombination mit einem charakteristischen Proteinmuster. Erhohte Lactatkonzentrationen
kommen durch anaerobem Glucosestoffwechsel auch bei Hypoxie, Blutungen und Tumorbefall
vor, ferner auch nach epileptischen Anfallen sowie bei erhohten Blutglucosespiegeln, dadurch
diagnostisch insgesamt etwas weniger spezifisch als der Glucosequotient. Erhohte Lactatwerte
im Liquor sind bei anbehandelten Patienten zudem langer nachweisbar als die verminderten
Glucosewerte.

Literatur

Kleine, T. [1980). Neue Labormethoden fiir die Liquordiagnostik (Georg Thieme Verlag Stuttgart).

Kleine, T. (1991). D-Lactat und L-Lactat im Liquor cerebrospinalis bei akuten entziindlichen
Erkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS). Lab.Med. 15, 114-116.
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Liquor/Serum-Glucose-Quotient

(Hegen et al., 2014; Kleine, 1980)

Indikation Akute Entziindungen im ZNS/DD: bakteriell/viral/tuberkulds. Diagnose einer postoperativen
Infektion (Neurochirurgie). Nachweis eines anaeroben Glucosestoffwechsels auch bei Hypoxie,
Blutungen oder Tumorbefall. Alternativ oder erganzend Bestimmung von Lactat nur im Liquor.
Abnahme- 0,1 ml Liguor und Serum, bis ca.1 Std. ohne Kiihlung oder Zusatze stabil.

bedingungen /
Praanalytik

Liquor und Serum parallel abnehmen; ansonsten Beeintrachtigung durch
schwankende Blutglucosespiegel.

Methode RiLiBAK mit Vorgaben zur Abweichung, RV-Pflicht

Enzymatischer optischer Test

Qualitatskontrolle

Maximal zuldssige Messwertabweichung im Liquor nach RiLiBAK 2014 und 2019:

Abweichung Einzelwert bzw. quadrat. Mittelwert 9,5%, im Ringversuch 18%.
Referenzwerte-  Lumbaler und ventrikularer Liquor abhangig von der Serum-Glucosekonzentration:
bereich <100 mg/dl: >=0,5; >=100 und < 150 mg/dl: >= 0,4; >=150 mg/dl: >= 0,3

Beurteilung

Bei Vorliegen einer Pleozytose ist eine erniedrigte Glucose-Ratio in der Notfall-Diagnostik
akut-entzindlicher Erkrankungen ein wichtiges Erkennungsmerkmal bakterieller Infektionen
(Bakterielle Meningitis, Cerebritis und Neurotuberkulose), aber auch einer Meningeosis neo-
plastica und von Blutungen. Eingeschrankte Beurteilbarkeit bei Diabetikern mit stark schwan-
kenden Blutzuckerspiegeln.

Literatur Hegen, H., Auer, M. and Deisenhammer, F. (2014). Serum glucose adjusted cut-off values for
normal cerebrospinal fluid/serum glucose ratio: implications for clinical practice. Clin. Chem.
Lab. Med. 52, 1335-1340.
Kleine, T. (1980). Neue Labormethoden fiir die Liquordiagnostik (Georg Thieme Verlag Stuttgart).
Albumin und Immunglobuline
in Liguor und Serum
Vorbemerkung Da normale Liquorkonzentrationen von Albumin und den Immunglobulinen vor allem von deren

Blutkonzentrationen abhangen, wurden die Liquor/Serum-Konzentrationsquotienten (Qaw. Quge,
Qiga, Qugm) eingeflihrt, um fir die Interpretation der Liquorwerte von der individuellen Variation
der Konzentrationen im Blut des Patienten unabhangig zu werden.

Dieser biologische Zusammenhang macht den Liquor/Serum-Quotienten mathematisch zu einer
normierten Liquorkonzentration, die dimensionslos ist. Meist wird der kleine Wert zur Vereinfa-
chung in permille angegeben (Qaw = 0,005 = 5 x 10°%).

Zur Interpretation der Immunglobulin-Quotienten (Qlg) mit Bezug auf den Albumin-Quotienten
(QALlb) werden Quotientendiagramme verwendet, deren Referenzbereiche fiir normale lg-Kon-
zentrationen einer empirisch und theoretisch fundierten Hyperbelfunktion folgen.

Da die Quotienten Molekiilgroen-abhangige Werte reprasentieren, kann fir die einfachste
Interpretation gelten, dass Qige > Qawb, Qiga > Qige oder Qigv > Qiga pathologisch erhohte Konzen-
trationen fir I1gG, IgA oder IgM darstellen missen.

Fir die Interpretation der Immunoglobuline wie anderer aus dem Blut stammenden Proteine
werden deren Quotienten auf den Albumin-Quotienten QALlb bezogen, der die individuelle Schran-
kenfunktion eines Patienten charakterisiert. Der lineare Index (z.B. IgG-Index = Qigs/ Qaw, Link
and Tibbling 1977) sollte nicht mehr verwendet werden, da dadurch bis zu 50% falsch-positive
und falsch-negative Interpretationen entstehen.



Albumin und Immunglobulin G
in Liquor und Serum

(Reiber, 2005; Reiber and Felgenhauer, 1987)

Indikation Grundprogramm der Liquordiagnostik zur Identifikation einer Blut-Liquor-Schrankenfunktions-
storung, einer intrathekalen IgG-Synthese und zur Berechnung einer spezifischen intrathekalen
Antikérpersynthese (Berechnung des Antik6rperindex).

Abnahme- 0,5 ml Liquor und Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, Einfrieren fiir IgG problematisch.

bedingungen /
Praanalytik

Methoden

RiLiBAK mit Vorgaben zur Abweichung, RV-Pflicht

Immunchemische Nephelometrie auf Nephelometerautomaten. Turbidimetrische Verfahren sind
bis auf wenige Ausnahmen (IgG im Liquor von Kindern] ebenfalls empfindlich genug. Selten sind
noch die Rocket-Elektrophorese oder die Immundiffusion (Mancini-Technik) gebrduchlich.
Liquor- und Serumproben (verdiinnt] sollen im selben analytischen Lauf auf dieselbe Standard-
kurve bezogen analysiert werden. Damit stellen die Liquor/Serum-Quotienten auch methoden-
unabhangige Werte dar, da systematische Fehler ausgeglichen werden. Wichtige Voraussetzung
ist allerdings die Verdiinnungsechtheit der Kalibrationskurve, um Konzentrationsbereichs-
abhangige Variationen zu minimieren. Werden Serum- und Liquorprobe eines Patienten dennoch
in verschiedenen Assays gemessen, muss durch die Messung eines Serums und dessen auf
Liquorkonzentration verdiinnte Probe auf Kompatibilitat getestet werden. Getrennt zertifizierte
Tests, selbst von demselben Hersteller, garantieren noch keine Tauglichkeit fir die Liquor-
diagnostik (s. Ringversuchskommentare, www.instand-ev.de).

Qualitatskontrolle

Maximal zuléssige Abweichungen fiir Einzelwerte im Liquor nach RiLiBAK 2014 und 2019:
Albumin: Abweichung Einzelwert bzw. quadrat. Mittelwert: 13,5%, im Ringversuch 23%.
IgG: Abweichung Einzelwert bzw. quadrat. Mittelwert: 12%, im Ringversuch 20%.

Empfehlung der DGLN fiir maximal zuldssige Abweichungen der IgG- und Albumin-Quotienten:
Unprazision: 10%, Unrichtigkeit: 10%, Abweichung des Einzelquotienten: 30%.

Zertifizierte Kontrollen in Liqguormatrix mit 2 verschiedenen, extern ermittelten methoden-
abhangigen Sollwertlagen vorgeschrieben; Verdiinnung von Serumkontrollen nicht mehr zulassig!

Referenzwerte-
bereich

Albumin- und IgG-Konzentrationen im Liquor hangen von der Hohe der jeweiligen Serum-
konzentrationen und der individuellen Blut-Liquor-Schrankenfunktion des Patienten ab.

Eine klinisch relevante Auswertung sollte stets Gber Liquor/Serum-Quotienten durchgefiihrt
werden:

Der Albumin-Quotient ist altersabhangig zu bewerten. Fiir Ventrikel- oder cisternalen Liquor
gelten als Referenzbereich entsprechend niedrigere Werte. Ein normaler IgG-Quotient liegt un-
terhalb der hyperbolischen Diskriminierungslinie (QLim), die graphisch (Quotientendiagramm)
oder numerisch definiert ist. Werte von QlgG, die grof3er sind als diese Funktion, sind Ausdruck
einer intrathekalen Synthese.
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Albumin

Die Albuminkonzentration im Liquor wird in der Praxis nur als Liquor/Serum-Quotient bewertet
und dazu altersabhangig interpretiert. Die Absolutwerte sind lediglich zur analytischen Orientie-
rung angegeben:

Liquor Serum L/S-Quotient
Albumin 110-350 mg/L 35-52 g/l 1,0-9,0x 103

Altersabhdngigkeit des Albumin-Quotienten

Als Referenzbereichsgrenze von QALb fiir Erwachsene (> 5 J.) gilt:

Qaw (Ref) = (4 + Alter/15) x103

Beispiele fiir normale Schrankenfunktion:

Alter bis 15 J.: Qan < 5 x 10'3, bis 40 J.: Qaw < 6,5 X 10'3, bis 60 J.: Qan < 8 x 102,

Kiirzlich wurde noch eine andere Formel zur Berechnung der Altersabhangigkeit der Schranken-
funktion mit etwas hoheren Werten vorgeschlagen: Qan = Alter/ 25 + 8 (Hegen et al., 2016).

Da die Albuminkonzentration im Liquor auch vom meist nicht angegebenen Abnahmevolumen
bei der Punktion abhangt (rostro-kaudaler Konzentrationsgradient), ferner auch in Anbetracht
der Impréazision, ist die Referenzbereichsgrenze grof3ziigig zu interpretieren (+/- 10% fir Volu-
mina von 6 +/- 5 ml).

Referenzbereiche des Albumin-Quotienten bei Kindern
Durch den bei der Geburt noch langsamen Liquorfluss werden in den ersten vier Monaten noch
sehrviel hohere Proteinwerte im Liquor als normal gemessen.

Alter Geburt 1. Monat 2. Monat 3. Monat 4. M.-5 Jahre
Qaw x 10° 8-28 5-15 3-10 2-5 0,5-4,0
Albumin-Quotient im Ventrikel- und Zisternal-Liquor
Aufgrund des rostro-kaudalen Konzentrationsgradienten nimmt die Liquorkonzentration der
Serumproteine vom Ventrikel (V) zu den Zisternen (Z) und lumbalem Subarachnoidalraum (L) zu,
entsprechend ist auch der Referenzbereich fir den Albumin-Quotienten verschieden. Die fir den
lumbalen Liquor geltenden altersbezogenen Referenzbereiche sind umzurechnen entsprechend:
V-Qaw = 0,4 x L- Qaw; Z- Qaw = 0,65 x L- Qawn

Immunglobulin G, IgG

IgG Liquor/Serum-Quotienten, die groBer als der Albumin Liquor/Serum-Quotient sind, weisen,
Ausschluss von Fehlern vorausgesetzt, grundsatzlich auf eine intrathekale IgG-Synthese hin. Bei
Qigs < Qaw sollten die Proben bei entsprechender Fragestellung (z.B. MS) mit der isoelektrischen
Fokussierung auf oligoklonales IgG iiberprift werden, ferner ggf. auch zur Plausibilitatspriifung
bei Qigs > Qaw. Diese Methode ist empfindlicher als die statistisch begriindete Quotientendarstel-
lung, ersetzt diese jedoch nicht. Artifizielle Blutbeimengung: Korrektur der Verfalschung bis
7000 Ery/pl.

Beurteilung

Das Ausmalf der intrathekalen IgG-Synthese ist als intrathekale Fraktion berechenbar oder im
Quotientendiagramm ablesbar. Werte von IgGir < 10% werden aufgrund der Imprazision nicht als
Synthese angegeben. Eine intrathekale 1gG-Synthese ist immer als pathologisch zu bezeichnen.
Die klinische Relevanz (Akuitat) ist aber nur mit anderen Parametern zusammen beurteilbar:
Intrathekale Immunreaktionen klingen sehr langsam (Uber Jahre bis Jahrzehnte) ab und sind
noch lange nach Heilung oder Abklingen der klinischen Symptome nachweisbar (insbesondere
als oligoklonales IgG oder erhohter Antikérper-Index]. Mit dem Nachweis einer humoralen
Immunreaktion alleine kann nicht zwischen den folgenden drei maglichen Interpretationen
unterschieden werden:



- Akut
- Chronisch
- Narbe einer ausgeheilten Erkrankung

Ein erhohter Albumin-Quotient wird neben einer ebenfalls erhéhten Zellzahl als ein Zeichen der
Akuitat eines ZNS-Prozesses interpretiert.

Der Nachweis einer intrathekalen Synthese von freien Leichtketten (Kappa) ist empfindlicher als
der Nachweis von Gesamt-IgG. Der qualitative Nachweis von oligoklonalem IgG bleibt aber emp-
findlicher als die statistisch begriindete, spezifischere Quotientendarstellung von Serumprotei-
nen im Liquor: Werte unterhalb der Diskriminierungslinie schlieen eine lokale IgG-Produktion
nicht aus, was im Falle eines Nachweises liquorspezifischer oligoklonaler Banden deutlich wird.
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IgA und IgM in Liquor und Serum

(Reiber and Felgenhauer 1987; Reiber 2005)

Indikation

Erganzung zum Grundprogramm zur Differentialdiagnose vor allem akut-entziindlicher
neurologischer Erkrankungen.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Wie fir Albumin und IgG. Je nach Analysenmethode kann die IgA- und insbesondere
[gM-Bestimmung im Liquor bei Proben alter als 1 Woche oder nach Einfrieren beeintrachtigt
sein, diese Problematik ist beim Enzymimmunoassay nicht gegeben.

Methoden

RiLiBAK mit Vorgaben zur Messwertabweichung, RV-Pflicht

Enzymimmunoassay auf Mikrotiterplatten; Latex-verstarkter, immunchemisch-nephelometri-
scher Nachweis; immunchemisch-nephelometrische Endpunktbestimmung. Turbidimetrische
Verfahren ohne Partikelverstarkung sowie Immundiffusion sind meist nicht empfindlich genug.

Qualitatskontrolle

Maximal zuldssige Abweichungen fiir Einzelwerte im Liquor nach RiLiBAK 2014 und 2019:
IgA: Abweichung Einzelwert bzw. quadrat. Mittelwert: 15,5%, im Ringversuch 27%.

[gM: Abweichung Einzelwert bzw. quadrat. Mittelwert: 15,5%, im Ringversuch 33%.

Empfehlung der DGLN fiir maximal zulassige Abweichung der IgA- und IgM-Quotienten:
Unprazision: 10%, Unrichtigkeit: 10%, Abweichung Einzelquotient: 30%.

Zertifizierte Kontrollen in Liquormatrix mit 2 verschiedenen, extern ermittelten, methodenab-
hangigen Sollwertlagen vorgeschrieben; Verdinnung von Serumkontrollen nicht mehr zulassig!

Referenz-
wertebereich

Normalerweise keine lokale Synthese. Eine Bewertung von IgA- und IgM-Werten im Liquor
sollte ausschlieBlich tber die Liquor/Serum-Quotienten unter Bezug auf den individuellen
Albumin-Quotienten durchgefiihrt werden. Eine unmittelbare Darstellung der IgA- und IgM-
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Synthese ist in den Quotientendiagrammen maglich. Die intrathekal synthetisierten IgA- oder
IgM-Fraktionen sind als Prozent der Liquor-Gesamtkonzentration an IgA oder IgM dargestellt.
Diese intrathekalen Fraktionen IgAr und IgMir kdnnen auch numerisch ausgedriickt werden.

Der Referenzbereich in Quotientendiagrammen umfasst QMean + 3 SD, d.h. 99% aller normalen
Werte, oder Werte oberhalb von Qlim sind mit 99,5% Wahrscheinlichkeit als pathologisch zu
interpretieren. Aufgrund der hohen Imprazision und mangelnden Richtigkeit der Analysenwer-
te bei manchen Testanbietern werden evtl. Werte von IgAr oder IgMir < 10% nicht als Synthese
angegeben.

Numerische Auswertungen der Liquorproteindaten
Die allgemeine hyperbolische Funktion

Qg = a/bV(Qaw)? + b2-¢

hat z.B. die folgenden Gleichungen zur Beschreibung der oberen Diskriminierungslinie QLim (Ig)
fir den Referenzbereich im Liquor/Serum-Quotientendiagramm:

Quim (IgG) = 0,93 [Quaw? + 6 x 10¢]%5-1,7 x 102

Quinm (IgA) = 0,77 [Quw? + 23 x 10¢]°5-3,1 x 10-°

Quim (IgM) = 0,67 [Quaw? + 120 x 104]%°-7,1 x 10

Zusammenfassung der Referenzbereiche der Immunglobuline

Die Immunglobulinkonzentrationen im Liquor werden in der Praxis als Liquor/Serum-Quotienten
bewertet und mit Bezug auf den Albumin-Quotienten interpretiert.

Die Absolutwerte mit dem mittleren Quotienten bei Erwachsenen im lumbalen Liquor sind ledig-
lich zur analytischen Orientierung angegeben:

Liquor mg/L Serum g/l ax10*
Albumin 110 -350 35-52 4,5
IgG 0- 40 7-18 2,1
IgA 0,5-6,0 0,9-4,5 11
IgM 0,056-0,8 0,6-2,8 0,26

Kirzlich wurde eine andere empirische Formel zur Berechnung der intrathekalen Immun-
globulinsynthese vorgeschlagen (Auer et al., 2016).

Anmerkungen

Eine artifizielle Blutbeimengung kann bei niedrigem Albumin-Quotienten leicht eine IgM-Synthese
(hier schon bei 1000 Erythrozyten/ul!) oder auch IgA-Synthese vortduschen, bis zu 7000 Erythro-
zyten/ul rechnerische Korrektur moglich.

Bei Qiga > Qige liegt in jedem Fall eine IgA-Synthese, bei Qigm > Qiga eine IgM-Synthese vor.

Beurteilung

Durch Vergleich der intrathekalen Fraktionen von IgG, IgA und IgM ergeben sich krankheits-
spezifische Muster mit unterschiedlicher Haufigkeit bzw. Hohe der drei Parameter.

Besonders hervorzuheben ist die IgM-Dominanz bei Neuroborreliose oder ggf. Virusinfekten wie
FSME oder die IgA-Dominanz bei Neurotuberkulose, Hirnabszessen oder Adrenoleukodystrophie.

Tabelle

Intrathekale Immunglobulinmuster zum Zeitpunkt der diagnostischen Erstpunktion

Reaktionstyp Erkrankungen

Kein IgG, IgA, IgM - Frihe bakterielle Meningitis und virale Meningoencephalitis
- Guillain Barré Syndrom

IgG Dominanz - Multiple Sklerose (IgMir in 50%, IgAir in 20%)
- Neurosyphilis (2-Klassenreaktion, IgMir gelegentlich
dominant, IgAr sehr selten)
- HIV Enzephalitis (1-Klassenreaktion)
- Slow-Virus-Infektionen
- NMDA-Rezeptor-Ak-Encephalitis




Reaktionstyp Erkrankungen

IgA Dominanz - Neurotuberkulose (IgAr isoliert oder kombiniert mit
schwacher IgGi)
- Hirnabszess
- Ggf. HSV-, VZV-Meningoencephalitiden

[gM Dominanz - Lyme Neuroborreliose (IgMir > IgAr > 1G]
- Mumps Meningoenzephalitis (3-Klassenreaktion)
- FSME
- Ggf. Lymphom mit ZNS Beteiligung (monoklonales IgMi
isoliert)
- Neurotrypanosomiasis (3-Klassenreaktion, IgMir > 0 in 95%
der Patienten)

IgG + IgA + IgM - Opportunistische Infektionen bei Immundefizienz
(CMV, Toxoplasma, Pilzinfektionen)
- Neurozystizerkose und andere Parasitosen
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Oligoklonales 1gG

(Andersson et al., 1994; Keir et al., 1990; Kostulas et al., 1987; Wurster, 2005)

Indikation

Empfindlicher Nachweis einer intrathekalen IgG-Synthese: Grundprogramm der Liquor-
diagnostik. Der Nachweis /Ausschluss einer intrathekalen IgG-Synthese mit isoelektrischer
Fokussierung ist u.a. fur die Diagnose einer Multiplen Sklerose und Prognose bei klinisch-
isoliertem Syndrom (CIS) relevant.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Liquor und Serum (simultan entnommen) bis zu einer Woche im Kiihlschrank stabil.
Zur langeren Lagerung bei -20 bis -70°C einfrieren. Postversand ist moglich.

Methode

Ringversuchspflicht

Es besteht ein internationaler Konsens (Andersson et al., 1994), dass die isoelektrische Fokus-
sierung die hochste Empfindlichkeit fir den Nachweis oligoklonaler Banden besitzt. Die IEF wird
sowohl im Makro- als auch im Mikromafstab durchgefiihrt. Weitere Unterschiede bestehen bei
der Detektion der oligoklonalen Banden (Wurster, 2005):

A) Detektion mit allgemeiner Proteinfarbung, z.B. Coomassiefarbung (nach Anreicherung) oder
Silberfarbung (unkonzentrierter Liquor)
B) Detektion durch spezifischen IgG-Nachweis, z.B. Immunfixation oder Immunoblotting
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Bei allen Methoden miissen Liquor- und Serumproben auf gleichen IgG-Gehalt eingestellt und
zum Vergleich im gleichen Gel nebeneinander analysiert werden. Die interne Qualitatskontrolle
ist wegen des Fehlens geeigneter Kontrollmaterialen problematisch; kommerzielle Kontrollen
enthalten oft ausschliefllich verdiinnte Paraproteine; daher ggf. eigene Proben mitfiihren!

Referenz-
wertebereich

Keine oligoklonalen Banden im Liquor, die nicht auch im Serum nachweisbar sind.

Anmerkungen

Obwohl Hamoglobin bei der allgemeinen Proteinfarbung durch die ausschlief3liche Lage bei

pH 7-7,5 und die ungewohnliche Breite der Banden unschwer von den viel scharferen und uber-
wiegend im starker alkalischen Bereich lokalisierten oligoklonalen IgG-Banden abzugrenzen ist,
empfiehlt es sich doch in jedem Fall, die Anwesenheit von Hamoglobin mittels Teststreifen zu
Uberprifen. Fur Proteinfarbungen wird man fur einen eindeutig positiven Befund mindestens 3
Banden nur in der CSF fordern, um die mdgliche Miterfassung eines basischen Nicht-IgG Prote-
ins zu vermeiden. Aber auch bei der Immundetektion von IgG werden lberwiegend mindestens
2 Banden zugrunde gelegt. Im Einzelfall kann jedoch auch eine einzelne, deutliche Bande von
Bedeutung sein.

Beurteilung

Europaischer Konsens (Andersson et al., 1994):

Typ 1: Normaler Befund (polyklonal)

Typ 2: Oligoklonale Banden im Liquor

Typ 3: Oligoklonale Banden im Liquor, zusatzlich identische Banden in Liquor und Serum
Typ 4: ldentische oligoklonale Banden in Liquor und Serum

Typ 5: Monoklonale Banden in Liquor und Serum; IgG Paraprotein

Der Nachweis von oligoklonalen IgGs ist sehr empfindlich (1-3% oligoklonales IgG im CSF Ge-
samt-lgG) aber diagnostisch unspezifisch. Oligoklonale Banden werden bei akut entziindlichen
Prozessen erst nach einigen Tagen mit Beginn der humoralen Immunreaktion nachweisbar,
konnen aber auch noch Jahre nach einem hinreichend behandelten oder ausgeheilten entziind-
lichen Prozess nachgewiesen werden. Die grof3e Haufigkeit des Nachweises oligoklonaler Ban-
den bei Multipler Sklerose (hohe klinische Sensitivitdt mit 95-98%) bedingt die Bedeutung dieser
Methode fiir die Diagnostik der MS. Prospektive Studien bei einer Opticus-Neuritis zeigen, dass
der Nachweis oligoklonalen IgGs eine hohe prognostische Bedeutung hat. Nur in sehr seltenen
Fallen kann der initiale Liquor noch keine Banden aufweisen.

Eine starke intrathekale 1gG-Synthese flihrt dazu, dass auch im Serum diese Banden aus dem
Liquor schwach sichtbar werden konnen (500 ml Liquor werden taglich ins Blut drainiert). Das
darf aber nicht mit einem Befund Typ 3 oder gar 4 verwechselt werden, sondern stellt einen
Typ 2 Befund dar. Bei gleicher Gesamt-lgG-Konzentration der Proben bleiben in diesem Fall die
identischen Serum Banden viel schwacher als z.B. im Typ 4 sichtbar.
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. Spezialuntersuchungen mit
gesicherter bzw. erganzender
diagnostischer Bedeutung
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/ell- und Erregerdiagnostik

Immunzytologie maligner Zellen im Liquor

(Coakham et al., 1984; Isenmann et al., 2017; Kranz, 1991; Wick, 2005)

Indikation Erganzende Methode zur morphologischen Beurteilung bei:
- unbekanntem Primartumor oder morphologisch zweideutigem Befund
sowie zur
- DD lymphozytéren Entziindung/niedrig-malignem Lymphom
Abnahme- Einige ml blutfreier Liquor (1000-5000 Zellen pro Ansatz); Zellen innerhalb 2 Stunden

bedingungen /
Praanalytik

praparieren. Alternativ Versand von Aceton-fixierten und luftgetrockneten Praparaten
an Speziallaboratorien.

Methode Immunfluoreszenz bzw. POX- oder APAP-Markierung auf Adhasionsobjekttragern,
bei hamatologischer Erkrankung vorzugsweise Durchflusszytometrie.
Antikorper: siehe Anmerkungen.

Referenz- Keine malignen Zellen nachweisbar.

wertebereich

Anmerkungen

Auswahl der Antikorper abhangig von Anamnese, Morphologie und verfligbarer Zellzahl.
Cave: Verschleppung von Epithelien (z.B. Haut) oder leukdamischen Zellen aus Blut oder
Knochenmark.

Karzinome: Cytokeratine, CEA, EMA, NSE, Thyreoglobulin, PSA.

Melanom: HMB 45, S-100.

Leukamien und Lymphome: bei unreifem Phanotyp allgemein TdT, CD34

- T-Zell-assoziiert: CD1a, CD2, CD5, CD3, CD4, CD8, CD7, CD30

- B-Zell-assoziiert: CD19, CD20, CD10, CD22, CD5, CD23, CD30, IgM, Kappa, Lambda

- Myeloisch: CD117, CD13, CD14, CD33, CDé4, CDé5s, MPO, Lysozym

Primare Hirntumoren: u.a. Vimentin, GFAP, Neurofilament (jedoch selten Liquoraussaat).
CD45 als Pan-Leukozyten-Antigen zur Unterscheidung von Nicht-Leukozyten.

Beurteilung

Nachweis atypischer epithelialer Zellen dringend karzinomverdachtig. Bei Lymphom- oder
Leuk@miezellen muss der entsprechende monoklonale oder unreife Immunphanotyp nach-
gewiesen werden.

Cave: verschleppte Epithelien oder oligoklonale Reaktionen mit Leichtkettenverschiebung.

B-Zell-Lymphome (insgesamt haufiger)

Nachweis der Monoklonalitat durch Leichtkettenrestriktion, evtl. Coexpression von CD5, CD10
oder CD30; ggf. weitere Antigene nach Immunphanotyp der Primarerkrankung. B-Zell-Lympho-
me bei Immundefekten sind haufig EBV-assoziiert und zeigen dann zunachst ein polyklonales
Prodromalstadium (u.a. Lymphoide Granulomatose) mit spaterer monoklonaler Transformation.
T-Zell-Lymphome

Hochmaligne: Unreifer Immunphanotyp mit Fehlen mancher Antigene reifer T-Zellen, ggf. mit
TdT oder CD30, Coexpression von CD1a sowie CD4 und CD8 oder Restriktion auf CD4 oder CDS8.
Niedrigmaligne: Abgrenzung gegeniiber Reizpleozytose kann problematisch sein. Restriktion
auf CD4 oder CD8, einzelne Antigene kdnnen fehlen.

Wegen des teilweise geringen Anteils maligner Zellen und Fehlens per se beweisender Antigene
ist eine Bewertung nur in Verbindung mit der morphologischen Beurteilung sinnvoll; bei gerin-
gem Anteil von Zellen eines B-NHL ist die Monoklonalitat ggf. nicht nachweisbar.



Tabelle

Immunologische Erkennungsmerkmale von Lymphomzellen

B-NHL T-NHL

Pradominanz von B-Zellen Starke Abweichung der CD4/CD8-Ratio,
hoher Anteil CD4*CD8* Zellen

Leichtkettenrestriktion (Monoklonalitat) Verlust von normalerweise

Oder Fehlen von Leichtketten exprimierten Antigenen

Ggf. IgM-Synthese (z.B. CD7, CD5)

Ko-Expression unreifer oder aberranter Ko-Expression unreifer oder aberranter
Antigene auf oder in B-Zellen Antigene auf oder in T-Zellen

(u.a. CD 34,CD 10, CD 30, TdT, CD5) (u.a. CD 34,CD 10, CD 30, TdT, CD1a)
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CDR3-spezifische Analyse der B-Zellklonalitat

(Hug et al., 2004)

Indikation

Methode zur Differenzierung einer monoklonal neoplastischen von einer reaktiv entziindlichen
B-Zellantwort im Liquor. Sie basiert auf der PCR-basierten Fragmentanalyse der innerhalb des
fur die Schwerkette von Immunglobulinen kodierenden Genlokus gelegenen CDR3-Region, die
nach selektiver somatischer Rekombination wahrend der B-Zellontogenese in jedem einzelnen
B-Lymphozyten hinsichtlich ihrer Lange und Nukleotidsequenz differiert. Die CDR3-spezifische
Klonalitatsanalyse erganzt die Diagnostik von primaren und sekundaren Non-Hodgkin-Lympho-
men des ZNS, die Uberwiegend B-Zell-Lymphome darstellen. Sie hat insbesondere dann einen
Stellenwert, wenn nach zytomorphologischen Kriterien eine Differenzierung zwischen neo-
plastisch entarteten und reaktiv transformierten Lymphozyten nicht zweifelsfrei gelingt bzw.
die immunphanotypische Charakterisierung der Liquorzellen bei Liquorproben mit geringer
Gesamtzellzahl und niedrigem Anteil morphologisch suspekter Zellen limitiert ist.

Praanalytik

1-2 ml nativer Liquor, Verwendung der aus den sedimentierten Liquorzellen extrahierten
Gesamt-DNA fir die PCR-basierte Fragmentanalyse.

Methode

Amplifikation der CDR3-Zielsequenz unter Verwendung Fluoreszenz-markierter CDR3-Konsen-
sus-Primer und anschlieBende Separation der Amplifikate durch hochauflosende Kapillar-
elektrophorese in einer automatischen Sequenzierapparatur. Darstellung der Fragmente als
Peak(s] definierter Léange in einem Elektropherogramm. In ausgewahlten Fallen Anwendung der
CDRS3-spezifischen Klonalitatsanalyse auf Einzelzell-Ebene.
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Referenz-
wertebereiche

Entzindlich reaktiv transformierte B-Lymphozyten expandieren von B-Zellen unterschiedlicher
klonaler Herkunft und haben variable CDR3-Regionen. Wahrend der PCR-Reaktion entstehen
Amplifikate unterschiedlicher Lange, die sich im Elektropherogramm als polyklonales Fragment-
muster darstellen. Ist im Liquor eine neoplastische B-Zellpopulation vorhanden, haben alle
B-Zellen eine identische CDR3-Region, sodass nur ein einzelnes monoklonales, seltener - in
20-30% - auch ein biklonales Fragment generiert wird.

Anmerkungen
und Beurteilung

Bei Patienten mit systemischen B-Zell-Malignomen und Leuk&mien mit klinischem und/oder
liqguorzytologischem Verdacht auf eine meningeale Beteiligung Detektion eines monoklonalen
oder biklonalen Fragmentmusters in ca. 60% der Falle. Bei Wertung von Proben, bei denen ein
prominenter Peak auf einem oligoklonalen Hintergrund in der Fragmentanalyse generiert wird,
(Hinweis auf eine Uberreprasentation eines einzelnen B-Zell-Klones bei leichter unspezifischer
reaktiver B-Zell-Aktivierung) positives Ergebnis in ca. 80% der Falle.

Bei primaren ZNS-Lymphomen Nachweis einer B-Zell-Mono- oder Biklonalitat im Liquor in

ca. 40% der Falle. Bei HIV-infizierten oder aus anderen Griinden immundefizienten Patienten mit
ZNS-Lymphom spielt eine EBV-Infektion in der Pathogenese des Lymphoms eine entscheidende
Rolle. Die EBV-assoziierte Lymphoproliferation ist daher initial z.T. polyklonal (u.a. Lymphoide
Granulomatose) und die Klonalitatsbestimmung kann erst bei der folgenden monoklonalen
Transformation zum Vollbild des ZNS-Lymphoms einen diagnostischen Beitrag leisten.

Bei erregerbedingten Infektionen, Vaskulitiden und akuten oder chronischen Demyelinisierungs-
erkrankungen des ZNS fast ausschlieflich oligo- oder polyklonales Muster und somit differential-
diagnostische Abgrenzung dieser Erkrankungen zum ZNS-Lymphom.

Beachte: Monoklonalitat ist kein Malignitatsmarker per se. Sie kann vorgetauscht werden bei
abklingenden Infektionen oder bei sehr niedriger Zellzahl. In diesen Fallen ist jedoch die Mono-
klonalitat in mehreren unabhangigen PCR-Reaktionen nicht reproduzierbar. Daher kdnnen
falsch-positive Reaktionen fast immer identifiziert werden, sofern man fiir die Auswertung die
Ergebnisse von mindestens 3 unabhangigen Reaktionen heranzieht. Umgekehrt kann bei einem
geringen Anteil der Lymphomzellen die Monoklonalitat ggf. nicht nachweisbar sein.

Literatur

Hug, A., Storch-Hagenlocher, B., Haas, J., Vogt-Schaden, M.-E., Goldschmidt, H. and

Wildemann, B. (2004). Single-cell PCR analysis of the immunoglobulin heavy-chain CDR3 region
for the diagnosis of leptomeningeal involvement of B-cell malignancies using standard
cerebrospinal fluid cytospins. J. Neurol. Sci. 219, 83-88.



Aktivierte B-Lymphozyten

(Weber et al., 1988)

Indikation

Nachweis eines immunologisch aktiven Prozesses im ZNS bei niedriger Zellzahl.

Die Methode hat Aussagekraft fir die Diagnose entziindlicher Erkrankungen (chronisch und
akut) im ZNS. Bei viralen und bakteriellen Meningitiden konnen aktivierte B-Lymphozyten trotz
niedriger Zellzahlen bereits in den ersten Tagen nach Auftreten neurologischer Symptome
gefunden werden. Differenzierung nach IgG-, IgA- und IgM-Klassen als differentialdiagnostische
Hilfe.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Relativ frischer Liquor mit intakten Zellen. Innerhalb 2 Stunden nach Entnahme Praparat
herstellen.

Methodik

Die Zellen des Liquors werden durch Zytozentrifugation angereichert, dann luftgetrocknet und in
Methanol fixiert. Die Objekttrager werden dann jeweils 30 Minuten in eine Carrageenanlosung
getaucht, in der sich mit alkalischer Phosphatase konjugierte Antikorper befinden. Die enzy-
matische Farbreaktion mit Astraneufuchsin nach Naphtol AS-BI-Phosphat ergibt eine rotliche
Zytoplasmafarbe der positiven Zellen gegeniber der blauen Kernfarbung mit Hamalaun. Unspe-
zifische Kreuzreaktionen mit Oberflachenimmunglobulinen werden durch die Verwendung von
Methanol als Fixierungsmittel sowie durch Triton X100 in der Antikdrperlosung vermieden. Zum
Nachweis von intrazytoplasmatischen Immunglobulinen werden mit alkalischer Phosphatase
konjugierte F(ab)’; Fragmente von IgG-Antikérpern der Ziege gegen menschliches Immunglobu-
lin G, A oder M verwendet. Somit kann keine unspezifische Bindung an Fc-Rezeptoren erfolgen.

Referenz-
wertebereiche

Als aktivierte B-Zellen werden nur diejenigen Zellen bezeichnet, die eine homogene rote
Farbung des Zytoplasmas zeigen. Eine nur randstandige Farbung der Zellen ist nicht ausrei-
chend. Als pathologischer Grenzwert werden 0,1% aktivierte B-Zellen der Gesamtlymphozyten-
zahl festgestellt.

Anmerkungen

Als aktivierte B-Lymphozyten werden B-Lymphozyten bezeichnet, bei denen ein immun-
zytochemischer Nachweis von intrazytoplasmatischen Immunglobulinen gelingt. Geringe Men-
gen von intrazytoplasmatischen Immunglobulinen lassen sich in allen Stadien der B-Lympho-
zyten nachweisen. Signifikante, immunzytochemisch nachweisbare Mengen werden jedoch erst
in Zellen gefunden, die durch Antigenkontakt und/oder dem Zusammenspiel von Lymphokinen
aktiviert wurden. Der Nachweis dieser Zellen im Liquor deutet somit auf einen immunologisch
aktiven Prozess im Bereich des ZNS hin.

Beurteilung

Die hochsten Werte aktivierter B-Lymphozyten wurden mit bis zu 25% bei Patienten mit
Neuroborreliose gefunden. In der Regel steigt hierbei die Anzahl der aktivierten B-Lymphozyten
in der ersten Woche an, um dann langsam im Laufe von 10 bis 14 Tagen nach Beginn wieder
abzufallen. Persistieren hohe Werte tber die Dauer von 3 Wochen, so handelt es sich meist um
schwere klinische Verldufe. Bei Patienten mit HIV-Infektionen konnen aktivierte B-Zellen eine
entziindliche Beteiligung des ZNS schon im Krankheitsstadium Walter Reed | bzw. CDC 1A zei-
gen. Die Differenzierung nach IgG, IgA und IgM in positiven Zellen erlaubt eine Zuordnung zu be-
stimmten Krankheitsgruppen. So finden sich haufig bei der Borrelien-induzierten Meningopoly-
neuritis Bannwarth alle drei Klassen positiv mit Dominanz der IgM-Klasse. IgG- und IgA-positive
Zellen dominieren bei bakteriellen und viralen Meningitiden. Bei der Multiplen Sklerose finden
sich meist IgG-positive Zellen. Bei primar nicht entziindlichen Erkrankungen des ZNS konnen
aktivierte B-Lymphozyten bei neoplastischen Erkrankungen, wie Glioblastoma multiforme oder
zerebralen Lymphomen, gefunden werden. Nicht gefunden werden sie bei Reizpleozytosen.

Literatur

Weber, T., Rieckmann, P., Jirgens, S., Prange, H.W. and Felgenhauer, K. (1988). Immunocyto-
chemical analysis of immunoglobulin-containing cells in CSF and blood in inflammatory
disorders of the central nervous system. J. Neurol. Sci. 86, 61-72.
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Lymphozytensubpopulationen
bei lymphozytarer Liquorpleozytose

[Kleine, 1991; Kranz, 1991; Wick, 2005)

Indikation DD Entziindung/niedrig maligne Lymphome mit ZNS-Befall. Charakterisierung der zellularen
Immunantwort.
Abnahme- Abhangig von Zellzahl 3-5 ml Liquor (1000-5000 Zellen pro Testansatz). Zellpréparation

bedingungen /
Praanalytik

innerhalb von 1-2 Std.

Methode Durchflusszytometrie (siehe auch dort), bei niedrigen Zellzahlen auch Objektrager-Technik
(Immunfluoreszenz oder Immunzytochemie/Peroxydase- bzw. Phosphatase-gekoppelte Anti-
kérper).

Referenz- Fir Durchflusszytometrie (Kleine und Albrecht, 1991), s. unten; fir mikroskopische Methoden

wertebereiche

nicht definiert.

Anmerkungen

Gesicherte Bedeutung fiir den Ausschluss bzw. Bestatigung von Lymphomzellinfiltration,
Relevanz fur die Differentialdiagnose von ZNS-Entziindungen unsicher.

Beurteilung

Monoklonale oder unreife Lymphozyten sind Lymphom-verdachtig (s.a. Immunzytologie maligner
Zellen). HIV-Enzephalitis: vermindertes CD4/CD8-Verhaltnis. Autoimmunerkrankungen:
vermehrt HLA-DR+ CD3+ T-Zellen oder CD138+ Plasmazellen, hohes CD4/CD8-Verhaltnis.
Neuroborreliose: deutliche CD19+ B-Zell-Vermehrung und Aktivierung in Form von Plasma-
zellen.

Literatur Kleine, T., Albrecht, J. (1991). Vereinfachte Durchflusszytometrie von Liquorzellen mit FACScan.
Lab. Med. 15, 73-78.
Kranz, B.R. (1991). Methodik und Wert immunzytochemischer Differenzierung benigner und
maligner Zellen im Liquor cerebrospinalis. Lab. Med. 15, 61-68.
Wick, M. (2005). Immunzytologie. In: Klinische Liquordiagnostik, U. Zettl, R. Lehmitz and E. Mix,
eds. (De Gruyter Verlag Berlin), pp. 160-167.
Liquorzellcharakterisierung mit
Durchflusszytometrie
(Isenmann et al., 2017; Kleine, 1991; Wick, 2005)
Indikation Zusammensetzung, Aktivierungsgrad und Yorkommen pathologisch relevanter Immunzell-
populationen im Liquor bei entziindlichen Erkrankungen des ZNS wie z.B. der Multiplen Sklerose.
Abnahme- Frischer Liquor cerebrospinalis z.B. 3-5 ml Lumbal-Liquor. Lagerung bei Zimmertemperatur

bedingungen /
Praanalytik

und Verarbeitung innerhalb von 1-2 Std. Ggf. wird als Bezug vendses EDTA-Vollblut (1-2 ml)
unmittelbar vor oder nach Liquorpunktion entnommen.

Methode

Durchflusszytometrie mit Liquorproben bei Zellzahlen < 30/pl Liquor gréfBeres Volumen bei
200g, 4°C 15 Min. zentrifugieren, Zellpellet im Durchflusszytometrie-Puffer aufnehmen und die
Zielpopulationen mit den gewiinschten (s.u.) Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern in Mehrfarb-
Fluoreszenz markieren und im Durchflusszytometer bestimmen.



Durchflusszytometrie von Blutproben mit 100 pl Vollblut pro Markierung; Analyse nach Lyse der
Erythrozyten mit Lysereagenzien parallel zum Liquor.

Bestimmung der absoluten Zellzahlen durch Zugabe der entsprechenden Beads oder indirekt
mit Bezug der Relativwerte auf die Gesamt-Zellzahl.

Referenz-
wertebereiche

Kenntnisse tber das Immunzellprofil des Normalliquors sind eine Vorrausetzung, um Aussagen
Uber pathologisch bedingte Veranderungen der im Liquor befindlichen Immunzellen treffen zu
konnen. Die Referenzwerte sollten laborintern ermittelt werden. Als Kontrollkollektive eignen
sich z.B. Patienten mit Somatisierungsstorungen und ohne Anzeichen auf einen entziindlichen
Liquor oder Patienten ohne neurologische Erkrankungen, die Spinalanasthesie erhalten.

Als Anhaltspunkt (Kleine 1991): T-Zellen (CD3+) 83-98%; T-Zellen (CD4/CD8-Ratio): 1,8-5,5;
T-Helfer-Zellen (CD4+, CD3+): 52-82%; Zytotoxische T-Zellen (CD8+, CD3+): 13-35%; NK-Zellen
(CD16+, CD56+, CD3-): 2-9%; Aktivierte (HLA-DR+, CD3+) T-Zellen: 1-5%; Gesamt-B-Zellen
(CD19+): 0-3%; keine CD138+ Plasmazellen oder unreifen Zellen nachweisbar.

Anmerkungen
und Beurteilung

Einen umfassenden Uberblick iber die wichtigsten Immunzellpopulationen im Liquor inklusive
ihres Aktivierungsstatus liefert z.B. die folgende Markerkombination: CD45 als Leukozyten-
marker und CD14 als Monozytenmarker bereits fiir das Gating, CD3 als T-Zell-Marker, CD4 als
Marker fur CD3CD4-positive T-Helferzellen, CD8 als Marker fiir CD3CD8-positive zytotoxische
T-Zellen, HLA-DR als T-Zell-Aktivierungsmarker, CD19 als B-Zellmarker, CD138 als Marker fir
CD19low/CD138 pos. plasmazytoide Zellen, CD56 als NK-Zellmarker und CD16 als Marker fir
NK-Zell und Monozytensubsets. Charakteristisch fir chronisch-entziindliche ZNS-Erkrankun-
gen vom autoimmunen Typ sind der Nachweis von Plasmazellen und eine hohe CD4/D8-Ratio,
fur Virusinfektionen und insbesondere HIV dagegen eine niedrige CD4/CD8-Ratio.

Literatur

Isenmann, S., Strik, H., Wick, M. and Gross, C.C. (2017). Liquorzytologie: Methoden und Maglich-
keiten. Fortschr. Neurol. Psychiatr. 85, 616-630.

Kleine, T., Albrecht, J. (1991). Vereinfachte Durchflusszytometrie von Liquorzellen mit FACScan.
Lab. Med. 15, 73 - 78.

Wick, M. (2005). Immunzytologie. In: Klinische Liquordiagnostik, U. Zettl, R. Lehmitz and E. Mix,
eds. (De Gruyter Verlag Berlin), pp. 160-167.

Erregerspezifische Antikorper in Liquor und Serum
[IlgG-, ggf. auch IgM- oder IgA-Klasse]

(Felgenhauer and Reiber, 1992; Jarius et al., 2017; Reiber, 1995, 2017; Reiber and Schmutzhard, 2010; Reiber et al., 2013;
Wildemann et al., 2010)

Indikation

Charakterisierung akuter ZNS-Erkrankungen (u.a. Herpes-simplex- und Varicella-Zoster-
Infektionen), opportunistischer Infektionen (u.a. CMV, EBV, Toxoplasmose), sowie der Neuro-
lues und Neuroborreliose mit monospezifischer Reaktion, ferner Diagnose von chronisch-
entziindlichen autoimmunen Prozessen im ZNS (Multiple Sklerose, Autoimmunerkrankungen
mit ZNS-Beteiligung) mit polyspezifischer Immunantwort; prognostische Bedeutung bei CIS wie
Opticusneuritis.

Methode

Enzymimmunoassay auf Mikrotiterplatten. Liquor- und Serumproben werden synchron auf
derselben Platte in entsprechender Verdiinnung zusammen mit einer Standard-Verdiinnungs-
reihe gemessen. Auswertung der willkirlichen Konzentrationseinheiten als spezifische Liquor/
Serum-Quotienten, die auf QlgG oder auf den oberen Grenzwert (QLim) des Referenzbereiches
bezogen werden. Zumindest bei Borrelien ist wegen additiver Sensitivitat auch die Bestimmung
des IgM-Al, fir VZV des IgA-Al empfehlenswert.
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Referenz-
wertebereich

Al-Werte zwischen 0,7-1,3 sind normal. Klinisch definiert sind Werte Al > 1,5 als pathologisch

zu bezeichnen, in der Neuroinfektiologie wurden z.T. auch etwas hdhere cut-offs ermittelt.
Al-Werte < 0,6 sind theoretisch nicht zu erwarten, kommen aber insbesondere bei gleichzeitigen
polyspezifischen Reaktionen gegen andere Erreger gelegentlich dennoch vor: Keine pathologi-
sche Bedeutung; jedoch Fehlersuche empfehlenswert.

Es konnen grundsatzlich auch Quotienten aus Titerstufen verwendet werden. Dabei konnen
aufgrund der héheren Unprazision von Titerstufen theoretisch erst Werte fir den Antikorperin-
dex (Al) >4 (empirisch Al >2,5) als sicher pathologisch interpretiert werden. Titerbestimmungen
sollten in der Liquordiagnostik grundsatzlich zugunsten der ELISA-Technik mit Bezug auf Stan-
dardkurven verlassen werden (Wildemann et al., 2010).

Anmerkungen

Auf die Verdinnungsechtheit im Testsystem ist besonders zu achten; vorzugsweise sollten
Liquor- und Serumwerte, die bei ahnlicher optischer Dichte gemessen wurden, aufeinander
bezogen werden. Zumindest bei hohen Ergebnissen jenseits der Linearitatsgrenze sind weitere
Verdinnungen erforderlich. Zur Beurteilung einer intrathekalen erregerspezifischen Antikorper-
synthese sollten mehrere Erreger untersucht werden, um eine ausreichende Plausibilitatskon-
trolle, Sensitivitat und Sicherheit in der klinischen Einordnung insbesondere bei grenzwertigen
Befunden zu gewahrleisten.

Beurteilung

Ein erhohter Antikorper-Index ist immer Ausdruck einer intrathekalen Synthese, bei Infektions-
krankheiten idealerweise monospezifisch, wobei in seltenen Fallen auch Kreuzreaktivitdten

(z.B. zwischen Treponema pallidum und Borrelien) sowie haufiger induktive Mitreaktionen gegen
weitere Erreger (z.B. HSV, VZV evtl. auch kreuzreaktiv] vorkommen. Bei Multipler Sklerose oder
ggf. auch Autoimmunerkrankungen mit ZNS-Beteiligung (z.B. Neuro-Lupus) wird mit bis zu

94% Haufigkeit eine intrathekale Synthese von Masern-, Roteln-, Zoster- und ggf. anderen Anti-
korpern ohne Erregerprasenz gefunden (sog. MRZ-Reaktion, besser definiert als mindestens

2 Al nicht-verwandter Erreger positiv), die bei den meisten anderen chronisch-entziindlichen
Erkrankungen des ZNS nicht auftritt (z.B. nicht bei NMO oder den meisten autoimmunen oder
paraneoplastischen Encephalitiden).

Klinische Sensitivitat und Spezifitat bei akut-entziindlichen Erkrankungen

Im Falle der akuten entziindlichen, erregerbedinten Erkrankungen ist der Al gegen ein kausa-
les Antigen empfindlicher und vor allem spezifischer als oligoklonales IgG (siehe jedoch PCR).
Die klinische Spezifitat hangt extrem kritisch von der differenzialdiagnostisch relevanten
Fragestellung ab. Die viel zu haufig unkritisch von der methodischen Spezifitat abgeleitete
Annahme einer hohen klinischen Spezifitat des Antikorpernachweises ist falsch, wie die folgen-
den Interpretationsmoglichkeiten aufzeigen (Felgenhauer and Reiber, 1992; Wildemann et al.,
2010):

- urséchliches Antigen bei einer akuten Erkrankung des ZNS (HSV-Enzephalitis,
Neuroborreliose)

- ursachliches, persistierendes Antigen bei einer chronischen Erkrankung
(SSPE, Fuchs-Heterochromiezyklitis, HIV-Enzephalopathie)

- polyspezifische Mitreaktion bei einer akut-entziindlichen Erkrankung
(z.B. CMV-Antikérper bei einer Neurotuberkulose)

- polyspezifische Mitreaktion bei einer chronisch-entzindlichen Erkrankung
(MRZ-Antikérperreaktion, Toxoplasma-, EBV-, Chlamydien-Antikérper bei einer MS)

- polyspezifische Mitreaktion bei einer chronisch-entziindlichen Erkrankung vom Autoimmuntyp
(MRZ-Kombination z.B. bei Neurolupus)

- Narbe einer ausgeheilten, akuten Entziindung (Borrelien-Antikorper kénnen Monate bis Jahre
nach der Erkrankung nachgewiesen werden. Ebenso kdnnen intrathekale Treponemen-Anti-
korper bis 20 Jahre nach hinreichender Behandlung einer Neurosyphilis gemessen werden)

Der Antikorperindex Al ist ein relativer Wert, da die ZNS-Fraktion auf eine mehr oder weniger
grofle, blutabhangige Fraktion im Liquor bezogen wird. Damit ist der Al kein echtes Maf3 fir die
intrathekale Menge und auch eine Verlaufskontrolle ist irrefiihrend, da mit schnellerem Abfall
der Serumtiter der Al ansteigt. Das heif3t, dass ein Anstieg des Al-Wertes nicht als Verschlechte-
rung oder Reaktivierung verstanden werden darf.



Polyspezifische MRZ-Antikorper-Reaktion bei chronischen bzw. Autoimmunerkrankungen

Die MRZ Antikorperreaktion mit 1-3 der MRZ-Antikorper-Synthesen im ZNS wird bei bis zu 96%
der MS-Patienten gefunden (Tab.), die diagnostisch schliissige Kombination von 2-3 Antikdrper-
Spezies in 75% der Patienten. Diese Zahlen hdngen vom untersuchten Kollektiv ab, je nachdem
wieviele Patienten mit quantitativ hoher IgG-Synthese eingeschlossen wurden. Das Vorliegen einer
MRZ-Reaktion ist ein Hinweis auf einen chronischen Prozess und wird schon in der frihesten
Phase einer MS - z.B. bei juveniler MS (Reiber et al., 2009) - gefunden, bereits zum Zeitpunkt der
ersten Punktion und bei monosymptomatischer Erkrankung. Damit kénnten viele als CIS definierte
Erkrankungen als MS erkannt werden und ADEM-Falle von der Diagnose MS unterschieden wer-
den. Eine Kombination von HSV/VZV Antikdrpern kann nicht als chronisch interpretiert werden, da
diese Kosynthese oder Kreuzreaktivitat der Antikorper bei Infektionen mit Viren der Herpes-Gruppe
haufig ist. Hervorzuheben ist die hohe Spezifitat der MRZ fiir die MS, die z.B. bei der Neuromyelitis
optica und den meisten autoimmunen oder paraneoplastischen Encephalitiden nicht auftritt.

Tabelle H&ufigkeiten der polyspezifischen Antikdrper (IgG-Klasse) bei MS
Antikorper-Spezifitat Haufigkeit in %
Masern (M) 78
Roteln (R) 60
Varicella Zoster (Z) 55
Herpes simplex (H) 28
Chlamydien 30
HHV-6 20
EBV 10 (30]*
Borrelia b. 10-26 **
Toxoplasma 10
ds-DNA 19
MRZ Reaktion (2-3 Param.) 75
MRZ Reaktion (1-3 Param.) 96
*  Verschieden fir verschiedene EBV Antigene.
**  Haufigkeiten variieren je nach lokaler Pravalenz systemischer Borrelien-Infektionen (hier
zwischen BRD und Tschechien). Die Interpretation mit dem korrigierten Antikorper-Index gibt
allgemein hohere Frequenzen durch die hohere analytische Sensitivitat.
Literatur Felgenhauer, K. and Reiber, H. (1992). The diagnostic significance of antibody specificity indices

in multiple sclerosis and herpes virus induced diseases of the nervous system. Clin. Investig.
70, 28-37.

Jarius, S., Eichhorn, P., Franciotta, D., Petereit, H., Akman-Demir, G., Wick, M. and Wildemann,

B. (2017). The MRZ reaction as a highly specific marker of multiple sclerosis: re-evaluation and
structured review of the literature. J. Neurol. 264, 453-466.

Reiber, H. (1995). Die diagnostische Bedeutung neuroimmunologischer Reaktionsmuster im
Liquor cerebrospinalis. Lab. Med. 19, 444-462.

Reiber, H. (2017). Polyspecific antibodies without persisting antigen in multiple sclerosis,
neurolupus and Guillain-Barré syndrome: immune network connectivity in chronic diseases.
Arg. Neuropsiquiatr. 75, 580-588.

Reiber, H. and Schmutzhard, E. (2010). Parasitoses and tropical diseases. In Laboratory
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Stuttgart), pp. 226-232.
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Anti-JC-Virus-Antikorper-Test im Serum
zur Risikoabschatzung einer PML unter
Natalizumabtherapie

(Bloomgren et al., 2012; Gorelik et al., 2010; Ho et al., 2017)

Indikation

Bei angedachter Therapieeskalation in der Behandlung der Multiplen Sklerose bzw. wahrend
einer laufenden Natalizumab-Therapie alle 6 Monate bei vorher negativem Anti-JC-Virus-
Antikorper-Befund empfohlen. Risikoabschatzung erfolgt gegenwartig Gber einen Serumanti-
korperindex (s.u.); die Bedeutung des Liquor/Serum-Antikorperindex ist noch nicht ausreichend
gesichert.

Praanalytik

Serumproben in vorgefertigten Réhrchen (4 ml) gemaf den Angaben des Speziallabors ent-
nehmen und bei Raumtemperatur dorthin versenden. L/S-Paare gegenwartig nur fiir wissen-
schaftliche Zwecke

Methoden Zweistufiger ELISA zum Nachweis von Antikérpern gegen das JC-Virus im Patientenserum,
durchgefiihrt durch ein Speziallabor, mit Bezug auf ein gepooltes Referenzserum.
Anmeldung und Bestellung erforderlich: www.stratifyjcv.com, Telefon: 0800-STRATIFY
(0800-78728439), Unilabs Kopenhagen.

Referenzwerte Bei fehlendem Patientenkontakt mit dem JC-Virus ist kein Antikdrpernachweis zu erwarten

Beurteilung

und im Fall eines positiven Nachweises werden die Werte als sogenannter ,JCV-Antikorper-
Index” im Serum angegeben. Dies ist ein semiquantitativer Wert, der ein Maf fir die Stéarke der
individuellen anti-JCV-Antikorperproduktion im Verhaltnis zu einem gepoolten Referenzserum
darstellt. Der JCV-Antikorper-Index erlaubt eine statistische Aussage iber das PML-Risiko, trifft
aber keine Aussage Uber eine bestehende Infektion. Je nach Testergebnis ergibt sich zusammen
mit zwei weiteren Risikofaktoren (vorherige Immunsuppression, Therapiedauer] ein individuelles
Risiko fir die Entwicklung einer PML unter Natalizumab-Therapie. Die Hohe des Serum-AK-
Index korreliert bei Patienten ohne vorherige Immunsuppression mit dem Risiko fir PML:

Werte > 1,5 gelten als erhohtes, < 0,9 als geringes Risiko.
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Plavina, T., Scanlon, J. V., Sandrock, A., et al. (2012). Risk of natalizumab-associated progressive
multifocal leukoencephalopathy. N. Engl. J. Med. 366, 1870-1880.

Gorelik, L., Lerner, M., Bixler, S., Crossman, M., Schlain, B., Simon, K., Pace, A., Cheung, A.,

Chen, L.L., Berman, M., et al. (2010). Anti-JC virus antibodies: implications for PML risk
stratification. Ann. Neurol. 68, 295-303.

Ho, P.-R., Koendgen, H., Campbell, N., Haddock, B., Richman, S. and Chang, I. (2017). Risk of
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Nachweis erregerspezifischer Nukleinsauren
Im Liquor mittels Nukleinsaure-Amplifikations-
techniken (NAT, z.B. PCR]

(Aurelius et al., 1991; Cinque et al., 1997; lacobaeus et al., 2009; Koralnik et al., 1999; Pfyffer et al., 1996; Shoji et al., 1992)

Indikation

Nukleinsdure-Amplifikations-Techniken (NAT) sind Methoden zum direkten Erregernachweis.
Sie basieren auf der selektiven und automatisierten Vervielfaltigung Pathogen-spezifischer
Genomabschnitte und kommen in der Liquoranalytik u.a. zur Anwendung bei V.a:

1. Virale Infektionen (hohe diagnostische Aussagekraft):
Herpes-simplex-Virus-Enzephalitis (HSV-1, Sensitivitdt > 95%), Mollaret-Meningitis
(HSV-2, Sensitivitat ca. 85%), Varizella-Zoster-Virus (VZV)- und Epstein-Barr-Virus (EBV)-
Infektionen, einschlief3lich AIDS-assoziierte primar zerebrale Non-Hodgkin-Lymphome
(Sensitivitat 75-90%), Zytomegalievirus-Enzephalitis [CMV, Sensitivitat 80-90%), progressive
multifokale Leukoenzephalopathie (JC-Virus, Sensitivitat 75-90%), Enterovirusmeningitis
(Sensitivitat 90%), HIV-1-Infektion des Nervensystems.

2. Bakterielle und parasitare Infektionen (erganzende diagnostische Aussagekraft):
Tuberkuldse Meningitis (Mycobacterium tuberculosis, Sensitivitat 50%), Neuroborreliose
(Borrelia burgdorferi, Sensitiviat bis 50% innerhalb 2 Wochen, danach < 20%), bakterielle
Meningitis bei antibiotischer Vorbehandlung (Sensitivitat 85-95%), Morbus Whipple
(Tropheryma whippelii, Sensitivitdt 70-80%), zerebrale Toxoplasmose (Toxoplasma gondii,
Sensitivitat ca. 50%).

Praanalytik

1-2 ml nativer Liquor, 3-5 ml fir TB-Analytik, bei langen Transportwegen Lagerung bei 4°C.

Methoden

Polymerase-Kettenreaktion (PCR])

zum qualitativen Nachweis von DNA-Viren (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, JCV] sowie bakterieller
und parasitdrer DNA (Mykobakterien, Borrelien, Tropheryma whippelii, Toxoplasma gondii)
Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

zum qualitativen Nachweis von RNA-Viren (Enteroviren, HIV-1, HIV-2) sowie seltener bei
speziellen Indikationen

Multiplex-PCR

zur simultanen Detektion bzw. Differenzierung viraler Erreger bzw. Differenzierung zerebraler
Rundherde (z.B. bei AIDS-Patienten EBV-assoziiertes primares Non-Hodgkin-Lymphom versus
zerebrale Toxoplasmose; Differenzierung HSV1/HSV2/VZV), frither Erreger-Nachweis bei
Meningitis.

Real-time PCR wegen Geschwindigkeit des Nachweises vorzuziehen, wenn erforderlich.
NASBA (nucleic acid sequence based amplifcation) und bDNA (branched DNA) sind auch
Technologien zur quantitativen Bestimmung der Erregermenge im Liquor.

Zu beachten ist die Kanzerogenitat des fur die Visualisierung der Amplifikate im Agarosegel
erforderlichen Ethidiumbromid.

Referenzwerte
und Beurteilung

Der positive Nachweis Erreger-spezifischer Nukleinsauresequenzen belegt in der Regel eine
floride Infektion des Nervensystems. T. whippelii DNA findet sich auch im Liquor von neuro-
logisch unauffalligen Patienten mit Morbus Whipple. Liquor von Patienten ohne ZNS-Infektion
ist ansonsten steril.

Anmerkungen

Voraussetzung fir eine korrekte Interpretation von PCR-Befunden sind wegen der hohen Konta-
minationsanfalligkeit der Methode das Mitfiihren adaquater Positiv- und Negativkontrollen
sowie zur Bestatigung der Spezifitat des amplifizierten Materials die Hybridisierung des PCR-
Produktes an eine DNA-Sonde mit Spezifitat fir die gesuchte mikrobielle Nukleinsduresequenz
oder die Nukleotidsequenz-Analyse der Amplifikate. Die Sensitivitat der NAT-Testmethoden
kann von Labor zu Labor variieren.
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Proteindiagnostik

|dentifikation von Liquor in Sekreten

Beta-2-(Taul)-Transferrin

(Arrer and Gibitz, 1987)

Indikation

Nachweis von Liquor in Nasen-, Ohr- oder Wundsekret (Liquorrhoe).

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Eine sichtbare Menge Nasen-, Ohr- oder Wundsekret (10-30 ul) in geeignetem Gefaf (z.B.
EppendorfgefaB) luftdicht verschlossen versenden, Postversand besser mit Kihlung. Bei nicht
ausreichendem Flussigkeitsvolumen ggf. behelfsmafBig in Tupfer auffangen und anschlie3end
mit Kochsalzldsung zentrifugieren, ggf. auch Verwendung von Salivetten hilfreich.
Paralleluntersuchung von Serum empfehlenswert, um andere abnorme Asialotransferrine z.B.
bei Alkoholikern, Lebererkrankungen oder kongenitaler Glykosilierungsstorung zu erfassen.

Methoden Nachweis von Beta-2-Transferrin (Asialotransferrin): Immunfixationselektrophorese, evtl. auch
isoelektrische Fokussierung.
Referenz- In Sekreten ohne Liquorbeimengung bei ansonsten Gesunden nur Serumtransferrin

wertebereich

(glykosiliertes Transferrin) nachweisbar.

Anmerkungen

Fir Beta-2-Transferrin-Analytik ist die Paralleluntersuchung von Patientenserum empfehlens-
wert, da Asialotransferrin auch im Serum insbesondere von Alkoholikern nachweisbar sein
kann. Beta-2-Transferrin ist eine der im CDT (Carbohydrate deficient transferrin) enthaltenen
Fraktionen.

Die friheren Untersuchungen von Glucose und Gesamtprotein als Screeningmethode sind heute
obsolet.

Beurteilung

Nachweis von Asialotransferrin in Sekreten, sofern nicht auch bereits im Serum vorhanden, gilt
als beweisend fur Liquorbeimengung.

Literatur

Arrer, E. and Gibitz, H.J. (1987). Detection of beta 2-transferrin with agarose gel electrophoresis,
immunofixation and silver staining in cerebrospinal fluid, secretions and other body fluids.
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Beta-Trace-Protein (Prostaglandin-D-Synthase)

(Dietzel et al., 2012; Petereit et al. 2001, Reiber et al. 2003, Risch et al. 2005)

Indikation

Nachweis einer Rhino- oder Otoliquorrhoe, Nachweis einer Liquorfistel

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Als Material in Frage kommen wassrige Sekrete aus Nase und Ohr bei Verdacht auf Oto- oder
Rhinoliquorrhoe, ggf. auch Wundsekret bei Verdacht auf postoperative Liquorfistel. Nur
eingeschrankt geeignet sind Pleuraerglsse oder Ascites, da in 164 Proben von Patienten ohne
thorakale oder abdominale Liquorfistel Werte bis zu 26,5 mg/l Beta-Trace-Protein bei einem
Median von 2,29 mg/l gemessen wurden (Dietzel et al., 2012). Bestimmung von Beta-Trace-
Protein bei Patienten mit Niereninsuffizienz kann zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren, da die
Serum-Werte dort erhoht sind (Melegos et al. 1999). Bei bakteriellen Meningitiden und anderen
bakteriellen Infektionen werden im Liquor und im Serum verminderte Konzentrationen von
Beta-Trace gefunden, so dass eine Liquorrhoe ibersehen werden kann (Tumani et al. 1999).
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Peri- und Endolymphe des Innenohrs enthalten im Vergleich zum Serum erhohte Beta-Trace-
Protein-Konzentrationen, die Anlass zu einer Verwechslung mit einer Liquorrhoe geben konnen.
Es wurden Werte von 51,5 mg/Lin der Perilymphe und von 68,0 mg/lin der Endolymphe gemes-
sen (Michel et al., 2005).

Mindestmenge: 5 pl; ggf. Parallelmessung im Serum empfohlen.

Methode Latex-verstarkte kinetische Nephelometrie.

Referenzwerte

Tabelle 1 Messwerte (Mittelwert + Standardabweichung) von Beta-Trace-Protein in verschiedenen
Korperflissigkeiten
Serum Liquor Nasen-/Ohrsekret Gesicherte Liquorrhoe Referenz
mg/l mg/l mg/l mg/l
0,5+0,2 M1+£22 0,9+11 16,9 11,2 (Petereit
n=234 n=20 n=107 n=133 et al., 2001)
0,6 (0,38-0,86) 18,4 (9,4-29,2) 0,016 (< 0,003-0,12) 2,4 (0,36-53,6) (Reiber
n=132 n=132 n=29 n=20 et al., 2003)
Innerhalb des Liquorraumes kommt es zu Schwankungen der Beta-Trace-Konzentration, so
enthélt Ventrikelliquor eine niedrigere Konzentration als lumbal entnommener Liquor (Brand-
ner et al., 2013). In der Schwangerschaft steigt die Konzentration von Beta-Trace-Protein im
Liquor an, wahrend sie im Serum fallt, so dass bis zu 76-fach hohere Werte im Liquor als im Se-
rum gefunden werden (McArthur et al., 2005). Neben den genannten physiologischen Schwan-
kungen sind verdnderte Beta-Trace-Konzentrationen im Liquor und/oder Serum bei verschiede-
nen Krankheitsbildern beschrieben worden:

Tabelle 2 Erkrankungen, die mit einer Veranderung der Beta-Trace-Protein-Konzentration im Liquor oder

Serum einhergehen

Erkrankung Liquor-Konzentration =~ Serum-Konzentration Referenz
von Beta-Trace-Protein  von Beta-Trace-Protein

Akut entziindliche erhoht (Huang et al., 2009)
demyelinisierende
Neuropathie

Exzessive vermindert (Bassetti et al., 2006)
Tagesmiudigkeit

Meningitis vermindert (Tumani et al., 1998)
Niereninsuffizienz erhoht (Melegos et al., 1999)
Normaldruck- vermindert (Brettschneider et al.,

hydrozephalus 2004)




Beurteilung

Tabelle 3 In der Literatur vorgeschlagene Grenzwerte von Beta-Trace-Protein zur Detektion einer
Liquorrhoe
Grenzwert Sensitivitat Spezifitat Referenz
in mg/l
0,496 100% 100% (Sampaio et al., 2009)
0,68 100% 91% (Risch et al., 2005)
0,7 100% 100% (Morell-Garcia et al., 2017)
1,11 93% 100% (Risch et al., 2005)
6,0 93% 100% (Petereit et al., 2001)

Die nephelometrische Bestimmung von Beta-Trace-Protein in wassrigen Nasen- oder Ohrse-
kreten, die verdachtig auf eine Liquorrhoe sind, ist ein schnelles, wenig aufwandiges und nicht
invasives Verfahren zum Nachweis einer Liquorrhoe. Aufgrund des Risikos einer bakteriellen
Meningitis bei Patienten mit einer unbehandelten Rhino- oder Otoliquorrhoe kommt dieser
Untersuchung eine hohe klinische Relevanz zu. Beta-Trace-Werte unter 0,7 mg/l sprechen mit
hoher Wahrscheinlichkeit gegen eine Liquorrhoe, Werte tiber 1,1 mg/l mit hoher Wahrschein-
lichkeit dafiir, wenn bestimmte Eingangsvoraussetzungen (s.o) beachtet werden. In der Grau-
zone von 0,7 bis 1,1 mg/L konnen ggfs. ergdanzende Untersuchungen wie die Bestimmung des
Sekret-Serum-Quotienten von Beta-Trace-Protein oder die zusatzliche Bestimmung von Beta-
2-Transferrin helfen, die Treffsicherheit der Methode zu erhdhen.
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Neuronenspezifische Enolase [NSE) im Serum

(Johnsson et al., 1995; Schaarschmidt et al., 1994)

Indikation Vor allem in Neuronen enthalten, daher unspezifischer Indikator neuronaler Schadigungen.
Prognose der kortikalen Hirnschadigungen nach Hypoxien, Hirnblutungen, SHT oder Hirninfark-
ten, ggf. auch Status epilepticus und Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (siehe v.a.: Best. im Liquor),
daneben tumorassoziiertes Antigen vor allem beim kleinzelligen Bronchialkarzinom.

Abnahme- Hamolysefreie Blutabnahme und umgehende, hochtourige Zentrifugation des Serums zur

bedingungen /
Praanalytik

Eliminierung der Thrombozyten verhindert Kontaminationen mit den Alpha- und Gamma-
Enolase-Anteilen von Erythrozyten und Thrombozyten, ggf. Verlust nach Einfrieren. Abnahme fiir
die serielle Analyse: unmittelbar und alle 4-6 Stunden am 1. Tag, dann 1 x taglich.

Methode Enzymimmunoassay, spezifisch fir Gamma-Enolase; jetzt auch verschiedene automatisierte,
nicht radioaktive Liganden-Immunoassays verfligbar.
Referenz- 3-12,5 ng/ml bei gesunden Probanden und optimierter Probenabnahme; klinisch relevante

wertebereich

Obergrenze unter Beriicksichtigung aller praanalytischen Fehlermaglichkeiten ist bis zu
30 ng/ml.

Anmerkungen

Einzelwerte der NSE-Konzentration im Blut sind ohne Aussagekraft fir die Prognose.
Kurzfristige Erhohungen bis 120 ng/ml werden selbst bei Elektrokrampf-Therapie beobachtet.
Nur serielle Blutanalysen sind bewertbar; bei gleichzeitigem Bronchialkarzinom muss mit er-
hohten Basalwerten gerechnet werden.

Beurteilung

Aus der seriellen Abnahme der Blutproben ergeben sich bei Hypoxien (z.B. nach Herzstillstand
und Reanimation] innerhalb weniger Stunden bis Tage Zunahmen der neuronenspezifischen
Enolase bis tiber 400 ng/ml. Bei Giber 24 Stunden anhaltenden NSE-Werten im Blut von

> 120 ng/ml wurde bislang keine Wiedergewinnung der verlorenen kortikalen Funktionen be-
obachtet. Bei Hirninfarkten ist vor allem mit dem sekundaren Hirnodem ein sehr frihzeitiger
NSE-Anstieg im Blut verbunden, der aber nicht in jedem Fall, je nach Ausmaf und Lage des
Infarktes, zu beobachten ist (Johnsson et al., 1995). Nach Schadelhirntrauma ohne Hypoxie oder
nach Elektroschock-Therapie gehen die erhohten NSE-Werte innerhalb von wenigen Stunden
wieder auf Normalwerte im Blut zurtick.
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Protein S-100 B im Serum

(Ingebrigtsen and Romner, 2002; Johnsson et al., 1995)

Indikation

Vor allem in Gliazellen enthaltenes Ca-bindendes Protein, daher unspezifischer Indikator von
Gliaschadigungen und damit potientiell additive Information zur NSE als neuronalem Marker.
Erganzend zur NSE Diagnose- und Prognosemarker des Hirnschadens nach generalisierter
Hypoxie, SHT, Blutungen und ggf. Hirninfarkten; sensitivere Erkennung geringer Hirnschaden.
Ggf. auch Status epilepticus und Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (siehe v.a.: Bestimmung im
Liquor]. Daneben tumorassoziiertes Antigen beim malignen Melanom.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Serum, nicht Plasma: Ca-bindende Antikoagulantien wie z.B. EDTA fiihren zur Konformations-
anderung von S-100 und damit einer praanalytischen Storgrofie. Im Gegensatz zur NSE jedoch
nicht hamolyseempfindlich.

Methoden

Friher nur RIA, mittlerweile auch automatisierte, notfalltaugliche nichtradioaktive Liganden-
Immunoassays (z.B. LIA), erfassen die B-Untereinheit (ganz Giberwiegend 5-100 B als BB-Form,
z.T. auch S-100 A als ap-Form)

Referenzbereich

<0,1 ng/ml

Anmerkungen

Wegen unterschiedlicher Verteilung in Gliazellen (S-100) sowie Neuronen (NSEJ, unterschied-
licher Reaktions- und Halbwertszeiten sowie auch verschiedener praanalytischer Storgrofien,
kann im Einzelfall sowohl NSE als auch S-100 der geeignetere Marker sein. Ahnlich wie bei der
NSE sind vor allem bei schwereren Hirnschaden auch fir S-100 Verlaufsuntersuchungen sinn-
voll; bei gleichzeitig vorliegendem Malignem Melanom muss mit erhohten Basalwerten gerech-
net werden.

Beurteilung

Wegen kiirzerer Reaktions- und Halbwertszeit (Maximum nach 1-2 Tagen) andere Kinetik als
bei der NSE, dadurch ggf. friihere und sensitivere Erkennung kleinerer Hirnschaden (auch fri-
her als mit CT), evtl. von forensischer Bedeutung. Prognostische Aussage bei schweren Hirn-
schaden ahnlich wie NSE, jedoch u.a. wegen schnellerer Kinetik noch schlechter dokumentiert,
eine Persistenz von Werten > 0,5 ng/ml > 24 Std. soll mit schlechter Prognose assoziiert sein.
Werte < 0,1 ng/ml schlieBen einen Hirnschaden aus.
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Hirneigene Proteine und Demenz

Tau-Protein, Beta-Amyloid 1-42

(Hulstaert et al., 1999)

Protein S-100 B

(Otto et al., 1997)

NSE

Jacobi and Reiber, 1988)

Protein 14-3-3

(Otto et al., 2002; Zerr et al., 1998)

PrPSc im Liquor

Indikation

Diagnostik primarer Demenzen vor allem vom Alzheimer-Typ sowie spongiformer Encephalo-
pathien, v.a. Creutzfeld-Jacob-Erkrankung; Prognosebeurteilung bei sog. .milder kognitiver
Beeintrachtigung (MCI)". Die Analyse von Hirnproteinen ist differentialdiagnostisch nur auf dem
Hintergrund eines Liquor-Grundprogrammes und einer diagnostischen Fragestellung sinnvoll.
Nachdem mehrere Analyten bei z.T. gleicher Fragestellung eingesetzt werden, werden diese
hier zusammen dargestellt. Zur Prognose generalisierter Hirnschaden dagegen Bestimmung
von NSE und S5-100 im Serum indiziert (siehe dort).

Praanalytik

Allgemeine Praanalytik

Alle Liquorproben bei kurzem Transportweg uneingefroren (bei langerem Transport einfrieren
cave jedoch: NSE) schnellstmdglich an das Labor versenden, Liquor in Polypropylen-Réhrchen
(Lewczuk et al., 2005), sonst méglicherweise Verluste vor allem von Beta-Amyloid; Blut- bzw.
hamolysefrei [sonst falsch-hohe NSE!).

Tau-Protein, ggf. mit phosphoryliertem Tau

Praanalytik

Tau-Protein im Liquor ist bis eine Woche stabil (4°C; Einfrieren schadet nicht). Tau-Protein darf
nicht in Glasbehaltern aufbewahrt werden, am besten in Polypropylen-Rohrchen. Zur DD CJD
am besten zusammen mit Protein 14-3-3, flir DD Alzheimer-Demenz mit Beta-Amyloid 1-42
bestimmen.

Methode
ELISA

Referenzbereich

Gesamt-Tau - altersabhéngig (Sjogren et al., 2001):

< 50 Jahre: < 300, 51-70 Jahre: < 450, > 70 Jahre: < 500 pg/ml, durchschnittlich < 450 pg/ml
Phospho-Tau: < 61 pg/ml

Klinisch orientierte cut-off-Werte
siehe unter Beurteilung



Beta-Amyloid 1-42,
ggf. zusatzlich mit Beta-Amyloid 1-40 fir AB 1-42/1-40-Quotient

Praanalytik

Beta-Amyloid ist in Liquorproben uneingefroren nur wenige Tage und nur in Polypropylen-
GefafBen stabil. Bei langerem Transport mit Lagerung in PP-Réhrchen einfrieren; zur DD
Alzheimer am besten zusammen mit Tau-Protein bestimmen.

Methode
ELISA

Referenzbereich
(Sjogren et al., 2001): > 500 pg/ml, Graubereich ggf. unter Briicksichtigung praanalytischer
Fehler 450-500 pg/ml; eindeutig vermindert < 450 pg/ml. AB 1-42/1-40-Ratio: > 0,05.

Klinisch orientierte cut-off-Werte
siehe Beurteilung

Protein S-100 B im Liquor

Praanalytik
S-100 Werte in Liquorproben sind bis zu einer Woche stabil (4°C, Einfrieren schadet nicht);
zur DD CJD am besten zusammen mit NSE bestimmen (Tau und 14-3-3 jedoch spezifischer).

Methoden

Friher nur RIA, jetzt auch automatisierte nicht-radioaktive Ligandenassays (z.B. LIA] erfassen
die B-Unterheit, die ganz iberwiegend als Homodimer BB im Protein S-100 B, zu < 5% jedoch
auch im Protein S-100 A als Heterodimer o3 vorkommt.

Referenzbereich
<5 ng/ml

NSE (Neuronenspezifische Enolase, Gamma-Enolase) im Liquor

Praanalytik

Eingefrorene Liquorproben haben einen drastischen Verlust an NSE im immunchemischen
Nachweis. Hamolyse bei blutigen Liquorproben ergibt falsch-hohe NSE-Werte. NSE im Liquor
zur DD CJD am besten zusammen mit S-100 bestimmen (Tau und 14-3-3 jedoch spezifischer).

Methoden
Jetzt verschiedene automatisierte Liganden-Immunoassays.

Referenzbereich
< 20 ng/ml Graubereich unter Berticksichtigung pranalytischer Fehler 20-30 ng/ml.

Protein 14-3-3

Praanalytik

Das Protein ist im Liquor bis zu 1 Woche stabil (bei RT oder 4°C). Die Probe kann normal ohne
Einfrieren versandt werden (Einfrieren stort jedoch nicht). Analysen z.B. durch das Nationale
Referenzzentrum fiir Prionerkrankungen in Gottingen auf der Basis einer gezielten Frage-
stellung (z.B. DD CJD versus andere Demenzen).
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Methode
Quantitativer ELISA (Suchtest), qualitativer Immunoblot (Bestatigung).
Zur spezifischeren Bestatigung jetzt auch Fluoreszenz-PrP-Aggregationsassay (RT QuIC), s.u.

Referenzwert
nicht nachweisbar.

PrPSc-Aggregationsassay (RT QuiC)

Indikation

Der PrPSc-Aggregationsassay ist eine Methode zum indirekten Nachweis kleinster Mengen des
pathologischen Prion-Proteins (PrPSc) im Liquor cerebrospinalis. Der Test basiert auf der Eigen-
schaft des PrPSc, seine zellulare Form - PrPC - in neues PrPSc umzufalten und kommt in der
Liquoranalytik zur Anwendung bei V. a.: Humane Spongiforme Enzephalopathien, Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit, Tédliche familiare Schlafkrankheit, Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom.

Praanalytik

0,5-1,5 ml nativer Liquor im Polypropylen-Rohrchen, Transport bei Raumtemperatur oder
gekihlt. Die Kurzzeitlagerungen der Liquor-Proben bei Raumtemperatur und +4°C fir bis zu

8 Tage, sowie die Langzeitlagerung bei -80°C fir bis zu 9 Jahre und das bis zu 16-fach wieder-
holte Einfrieren und Auftauen haben keinen Einfluss auf die Testergebnisse. Jedoch fuhrt die
Kontamination mit Blut ab etwa 1.250 Erythrozyten/pl zu falsch-negativen Resultaten. Daher
wird im Falle einer Blut-Kontamination empfohlen, die Probe unmittelbar nach der Abnahme bei
2.000 x g fur 10 Min. zu zentrifugieren, um die Blutkontamination aus der Probe ausreichend zu
entfernen (Cramm et al., 2016).

Methode

Der PrPSc-Aggregationsassay funktioniert fir das PrPSc ahnlich wie eine PCR fir DNA und
besteht aus abwechselnden Inkubations- und Fragmentationsphasen. In der Inkubationsphase
wandelt das PrPSc aus der Probe in Funktion der Saat das recPrPC in Funktion des Substrats
um und induziert dadurch das Wachstum von PrP-Amyloiden. In der Fragmentationsphase
werden diese Amyloide mittels Vibration fragmentiert, wodurch die Anzahl von Saatpartikeln in
jedem Zyklus exponentiell gesteigert wird. Eine voreingestellte Anzahl an Phasen wird in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat vollautomatisch und temperaturkontrolliert durchgefihrt, wahrend
das Gerat die Menge der PrP-Amyloide mittels Fluoreszenzfarbstoffanalyse in regelmafigen
Abstanden detektiert (Atarashi et al., 2011; Schmitz et al., 2016; Wilham et al., 2010).

Referenzwert
Nicht nachweisbar.

Beurteilung

Tau-Protein/Beta-Amyloid

(Blennow and Hampel, 2003; Hulstaert et al., 1999; Lewczuk et al., 2004, 2015; McKhann et al., 2011; Wiltfang et al., 2005)

Das Tau-Protein ist ein wesentlicher Bestandteil der bei der Alzheimer Erkrankung vorkommen-
den intrazellular gelegenen neurofibrillaren Biindel. Mit dem zur Verfligung stehenden ELISA
wird die Gesamt-Fraktion des Tau-Proteins im Liquor erfasst. Bei bisher allen untersuchten de-
mentiellen Erkrankungen ist die Gesamt-Tau Fraktion im Liquor erhoht. Der mittlere Normwert
liegt in der Gesamtschau der Veroffentlichungen unter 200 pg/ml. Bei dementiellen Erkran-
kungen finden sich Werte tiberwiegend zwischen 300 pg/ml und 1100 pg/ml, sowohl bei einer
Alzheimer Erkrankung, wie auch bei einer Multiinfarktdemenz. Durch zusatzliche Bestimmung
von Phospho-Tau ist moglicherweise eine hohere Sensitivitat und Spezifitat in der Frihdiagnose
der AD zu erzielen.

Eine kombinierte Beurteilung von erhohtem Tau-Protein als Marker fiir neuronalen Zell-
verlust mit Beta-Amyloid bei der DD Alzheimer Erkrankung anhand klinisch definierter cut-off-
Werte ist notwendig, charakteristisch ist die gleichzeitige Verminderung von Beta-Amyloid 1-42



als Ausdruck der Amyloidose, eine sichere Unterscheidug unterschiedlicher Demenzformen

ist dennoch bisher nicht moglich. Daher wurde zur Bewertung der sog. Erlangen-Score mit

0 bis 4 Punkten vorgeschlagen (Kobination von Punkten fiir grenzwertiges (1P) oder pathologi-
sches (2P) Gesamt-Tau oder p-Tau, analog fiir AB 1-42 oder AB 1-42/1-40 (Lewczuk et al. 2015),
mit steigender Wahrscheinlichkeit fiir eine AD.

Es wird jedem Labor empfohlen, eigene Referenz- bzw. cut-off-Werte zu bestimmen, als
Anhaltspunkt folgende klinische cut-offs, zusatzlich Phospho-Tau fiir AD: cut-off > 61 pg/mL.

Kontrollen Neuropsych. ZNS Erkrankung Non-AD Demenz
vs AD vs AD vs AD
AB 1-42 Cut-off = 643 pg/ml Cut-off =551 pg/ml Cut-off = 556 pg/ml
Tau-Protein  Cut-off = 252 pg/ml Cut-off = 293 pg/ml Cut-off = 239 pg/ml

Wenn Tau Protein > 1300 pg/ml (Liquor] bei gleichzeitiger Erniedrigung von Beta-Amyloid 1-42
< 600 pg/ml, ist die zusétzliche Analyse von 14-3-3 Protein sinnvoll. (CJD: Creutzfeldt-Jakob-

Erkrankung; bei CJD finden sich gelegentlich nur wenig erniedrigte Beta-Amyloid-Werte).

In der differentialdiagnostischen Abklarung einer CJD ergab sich bei den bisher untersuchten

Patienten bei einem cut-off-Wert von 1400 pg/ml eine dhnlich hohe Sensitivitat und Spezifitat

wie flr das 14-3-3 Protein.

S-100-Protein

(Otto et al., 1997)

S-100 ist ein vornehmlich im Nervensystem von Vertebraten vorkommendes saures Calcium-
bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 21 kDa. Natives S-100-Protein wird als
Homo- oder Heterodimer mit den zwei isomeren Untereinheiten alpha und beta gefunden. Die
S-100 beta Proteinspiegel (ganz iberwiegend S-100 B = BB) im Liquor von 135 Patienten, die im
Rahmen der nationalen CJD-Studie unter dem Verdacht auf eine CJD gesehen wurden, ergaben
bei einem Grenzwert von 4,2 ng/ml eine diagnostische Sensitivitat von 84% und eine Spezifitat
von 91% . Nach Kongressberichten fanden sich bei den wenigen untersuchten Patienten mit
vCJD erhdhte Werte im Liquor. Erhohte Werte sind éhnlich wie bei der NSE auch bei anderen
ZNS-Erkrankungen mit Gewebedestruktion, abhangig von Lokalisation und Akuitat, maglich.

NSE (Neuronenspezifische Enolase)
(Jacobi and Reiber, 1988)

Die Neuronenspezifische Enolase (NSE) ist ein 78 kDa-Enzym der Glykolyse und in Neuronen
oder neuroendokrinen Zellen lokalisiert. Im Liquor stammen 98% des Proteins aus dem ZNS.
Pathologische Werte wurden in Serum und Liquor von Patienten mit Hirnischamien, Hirntumo-
ren, Hirnblutungen und Hirntrauma gemessen. In der differentialdiagnostischen Abklarung
einer CJD wurden bei einem Grenzwert von 35 ng/ml in 78% der Félle erhohte Werte gemessen,
die Spezifitat betragt in dieser Gruppe 88%. Erhchte Werte sind jedoch auch bei anderen ZNS-
Erkrankungen mit Gewebedestruktion, abhangig von Lokalisation und Akuitat, moglich.

14-3-3 Immunoblot

(Otto et al., 2002; Zerr et al., 1998)

Bei den 14-3-3 Proteinen handelt es sich um eine in Neuronen vorkommende Proteinfamilie

mit einem Molekulargewicht von etwa 30 kDa. Es sind zumindest 7 Isoformen bekannt, die als
Dimer vorliegend, hochkonserviert in fast allen Spezies zu finden sind. Die genaue Rolle der
14-3-3 Proteine bei der CJD ist unklar. In dem zur Zeit verwendeten Immunoblotverfahren gegen
alle Isoformen der 14-3-3 Proteine im Liquor ergab sich eine diagnostische Sensitivitat von 94%
und eine diagnostische Spezifitat von 93%. Positiver Nachweis des 14-3-3 ist Bestandteil der
Kriterien fir eine wahrscheinliche CJK. Bei der Variante der CJD (vCJD] findet sich bei der ge-
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ringen Anzahl der untersuchten Patienten nur zum Teil ein positiver 14-3-3 Nachweis. Es muss
beachtet werden, dass sich die oben beschriebene hohe diagnostische Sicherheit nur in der
differentialdiagnostischen Abklarung einer sporadischen CJD gegeniiber anderen Demenzen
findet. Einige familiare Formen spongioformer Encephalopathien kénnen Protein 14-3-3-negativ
sein. Positive Befunde konnen auch bei anderen akuten ZNS-Erkrankungen vorkommen

(z.B. Encephalitis, akute Ischamie, Blutungen, kurz nach einem epileptischen Anfall).

PrPSc

Der positive Nachweis erhohter PrP-Amyloid-Mengen belegt in der Regel das Vorhandensein
einer humanen spongiformen Enzephalopathie. Die Sensitivitat der Methode betragt im Mittel
85% und die Spezifitdt 99% (Cramm et al., 2016).

Humane spongiforme Enzephalopathien unterliegen nach § 6 IfSG grundsatzlich der Melde-
pflicht. Bei einem positiven Testergebnis wird eine Kontaktaufnahme mit dem Nationalen Refe-
renzzentrum fir die Surveillance Transmissibler Spongiformer Enzephalophatien (NRZ fir TSE)
dringend empfohlen. Das NRZ fur TSE Uberwacht seit 1995, im Auftrag des Robert-Koch-Insti-
tuts, das Auftreten humaner spongiformer Enzephalopathien in Deutschland. Zusatzlich bietet
das Referenzzentrum die, auf diesem Gebiet, neuesten Methoden zur Liquor-Untersuchung, die
Untersuchung von Verdachtsféllen durch eine Arztin/einen Arzt vor Ort einschl. konsiliarischer
Mitbeurteilung und Erhebung von Katamnesen sowie die Beratung von Arzten und Kliniken zu
Fragen der Diagnostik, Therapie und Hygieneaspekten in Deutschland an.

Literatur

Atarashi, R., Satoh, K., Sano, K., Fuse, T., Yamaguchi, N., Ishibashi, D., Matsubara, T., Nakagaki,

T., Yamanaka, H., Shirabe, S., et al. (2011). Ultrasensitive human prion detection in cerebro-
spinal fluid by real-time quaking-induced conversion. Nat. Med. 17, 175-178.

Blennow, K. and Hampel, H. (2003). CSF markers for incipient Alzheimer’s disease. Lancet.
Neurol. 2, 605-613.

Cramm, M., Schmitz, M., Karch, A., Mitrova, E., Kuhn, F., Schroeder, B., Raeber, A., Varges, D.,

Kim, Y.-S., Satoh, K., et al. (2016). Stability and reproducibility underscore utility of RT-QuIC for
diagnosis of Creutzfeldt-Jakob Disease. Mol. Neurobiol. 53, 1896-1904.

Hulstaert, F., Blennow, K., lvanoiu, A., Schoonderwaldt, H.C., Riemenschneider, M., De Deyn,

P.P., Bancher, C., Cras, P., Wiltfang, J., Mehta, P.D., et al. (1999). Improved discrimination of
AD patients using beta-amyloid (1-42) and tau levels in CSF. Neurology 52, 1555-1562.

Jacobi, C. and Reiber, H. (1988). Clinical relevance of increased neuron-specific enolase
concentration in cerebrospinal fluid. Clin. Chim. Acta. 177, 49-54.

Lewczuk, P., Esselmann, H., Otto, M., Maler, J.M., Henkel, A.W., Henkel, M.K., Eikenberg, 0.,

Antz, C., Krause, W.-R., Reulbach, U., et al. (2004). Neurochemical diagnosis of Alzheimer’s
dementia by CSF Abeta4?2, Abeta42/Abeta40 ratio and total tau. Neurobiol. Aging 25, 273-281.

Lewczuk, P., Beck, G., Esselmann, H., Bruckmoser, R., Zimmermann, R., Fiszer, M., Bibl, M.,

Maler, J.M., Kornhuber, J. and Wiltfang, J. (2005). Effect of Sample Collection Tubes on Cere-
brospinal Fluid Concentrations of Tau Proteins and Amyloid Peptides. Clin. Chem. 52, 332-334.

Lewczuk, P., Kornhuber, J., Toledo, J.B., Trojanowski, J.Q., Knapik-Czajka, M., Peters, 0.,
Wiltfang, J. and Shaw, L.M. (2015). Validation of the Erlangen Score Algorithm for the pre-
diction of the development of dementia due to Alzheimer’s Disease in pre-dementia subjects.
J. Alzheimer's Dis. 48,433-441.

McKhann, G.M., Knopman, D.S., Chertkow, H., Hyman, B.T., Jack, C.R., Kawas, C.H., Klunk,

W.E., Koroshetz, W.J., Manly, J.J., Mayeux, R., et al. (2011). The diagnosis of dementia due to
Alzheimer’s disease: Recommendations from the National Institute on Aging-Alzheimer’s
Association workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease. Alzheimer’s De-
ment. 7, 263-269.

Otto, M., Stein, H., Szudra, A., Zerr, |., Bodemer, M., Gefeller, 0., Poser, S., Kretzschmar, H.A.,

Médder, M. and Weber, T. (1997). S-100 protein concentration in the cerebrospinal fluid of
patients with Creutzfeldt-Jakob disease. J. Neurol. 244, 566-570.

Otto, M., Wiltfang, J., Cepek, L., Neumann, M., Mollenhauer, B., Steinacker, P., Ciesielczyk, B.,

Schulz-Schaeffer, W., Kretzschmar, H.A. and Poser, S. (2002). Tau protein and 14-3-3 protein in
the differential diagnosis of Creutzfeldt-Jakob disease. Neurology 58, 192-197.



Schmitz, M., Cramm, M., Llorens, F., Miiller-Cramm, D., Collins, S., Atarashi, R., Satoh, K., Orrq,

C.D., Groveman, B.R., Zafar, S., et al. (2016). The real-time quaking-induced conversion assay
for detection of human prion disease and study of other protein misfolding diseases.
Nat. Protoc. 11, 2233-2242.

Sjogren, M., Vanderstichele, H., Agren, H., Zachrisson, 0., Edsbagge, M., Wikkelsg, C., Skoog, I.,

Wallin, A., Wahlund, L.0., Marcusson, J., et al. (2001). Tau and Abeta42 in cerebrospinal fluid
from healthy adults 21-93 years of age: establishment of reference values. Clin. Chem. 47,
1776-1781.

Wilham, J.M., Orru, C.D., Bessen, R.A., Atarashi, R., Sano, K., Race, B., Meade-White, K.D.,

Taubner, L.M., Timmes, A. and Caughey, B. (2010). Rapid end-point quantitation of prion seeding
activity with sensitivity comparable to bioassays. PLoS Pathog. 6, e1001217.

Wiltfang, J., Lewczuk, P., Riederer, P., Griinblatt, E., Hock, C., Scheltens, P., Hampel, H., Van-

derstichele, H., Igbal, K., Galasko, D., et al. (2005). Consensus paper of the WFSBP Task Force
on Biological Markers of Dementia: the role of CSF and blood analysis in the early and diffe-
rential diagnosis of dementia. World J. Biol. Psychiatry 6, 69-84.

Zerr, |, Bodemer, M., Gefeller, 0., Otto, M., Poser, S., Wiltfang, J., Windl, O., Kretzschmar, H.A.

and Weber, T. (1998). Detection of 14-3-3 protein in the cerebrospinal fluid supports the diagnosis
of Creutzfeldt-Jakob disease. Ann. Neurol. 43, 32-40.

GFAP (saures Gliafaserprotein) und MBP
(basisches Myelinprotein)

hier nicht behandelt, da ohne zusatzliche Relevanz

Neurofilamente und Gesamt-alpha-Synuclein

siehe unter lll

Ferritin im Liquor

(Nagy et al., 2013; Petzold et al., 2011; Sindic et al., 1981; Wick and Pfister, 1999)

Indikation

Erganzende Methode zum Nachweis bzw. Ausschluss von ZNS-Blutungen, insbesondere alteren
oder kleineren SAB; Prognose bei Herpes-simplex-Encephalitis (hamorrhagisch-nekrotisierende
Form).

Abnahmebed./
Praanalytik

0,5 ml Liquor, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maoglich.

Methode

ELISA oder Nephelometrie. Serum-Methoden sind nach Validierung grundsatzlich anwendbar.

Referenzbereich

< 10 ng/ml; Graubereich bei artifizieller Blutkontamination: 10-15 ng/ml

Anmerkungen

Ferritin wird auch im Normalzustand im ZNS synthetisiert. Uber 98% des CSF-Ferritins stammt
aus dem ZNS. Es ist also nicht sinnvoll, L/S-Quotienten zu bewerten.

Beurteilung

Hohe Spezifitdt und Sensitivitat (ca. 95%) fiir SAB bei einem Grenzwert von 15 ng/ml. Geringer
Anstieg auch bei artifizieller Blutung und akuter Zelldestruktion (bis ca. 15 ng/ml). In der
Friihphase einer SAB noch falsch-niedrige Werte madglich; jedoch Persistenz iber Wochen und
Monate nach SAB. Hohere Werte auch bei Begleitblutungen bei HSV-Encephalitis und Tumoren,
ferner bei bakterieller Meningitis.
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Carcinoembryonales Antigen (CEA]

in Liguor und Serum

(Jacobi et al., 1986; Oschmann et al., 1994; Wick, 2005)

Indikation Verdacht auf eine intrathekale Metastasierung eines CEA synthetisierenden Karzinoms, vor
allem bei zytologisch fehlendem oder unklarem Nachweis atypischer Zellen. Als Therapie-
kontrolle verwertbar. Nicht als Screening-Verfahren geeignet.

Abnahme- Aufgrund der sehr niedrigen CEA-Konzentration im Liquor (1/1000 der Blutkonzentration) wird

bedingungen /
Praanalytik

ein groBes Liquorvolumen bendtigt (2-3 ml). Parallele Serumabnahme erforderlich.

Methode

Ubliche Enzymimmunoassays sind wegen der normalerweise sehr niedrigen Konzentration im
Liquor (< 0.005 ng/ml) nicht sensitiv genug. Daher sind Modifikationen mit hoherer Inkubations-
zeit und Probenvolumen sowie ggf. Konzentration erforderlich. Cave: diese Modifikationen er-
fordern als in-house-Methode mit Abweichungen von den Herstellerangaben dann grundsatzlich
eine Validierung durch den Anwender, da nicht durch Medizinprodukterecht gedeckt.

Referenz-
wertebereich

Liquor/Serum-Quotienten von QCEA > QAlb sind in jedem Fall als pathologisch zu bezeichnen.
Fir eine genauere Auswertung kann das IgA-Quotientendiagramm verwertet werden, da CEA
einen dem IgA dhnlichen, mittleren Molekilradius hat. Danach sind QCEA-Werte oberhalb der
Diskriminierungslinie im IgA-Diagramm als Hinweis fur eine intrathekale CEA-Produktion zu

bewerten.

Anmerkungen

CSF/Serum-Quotienten von CEA sind bei normalen Serumwerten und normalem Liquor auch
trotz sensitivster Methoden haufig nicht bestimmbar, da im Liquor unter der Nachweisgrenze.

Beurteilung

Im Fall von Meningeosis und Tumormetastasen im ZNS mit CEA-Produktion hangt das Ausmaf
der im Liquor nachweisbaren CEA-Konzentrationen sehr stark von der Lage bezogen auf die

Liquorraume ab. Ein normaler CSF/Serum-Quotient fir CEA kann nicht als Ausschluss fir eine
Tumormetastase im ZNS bewertet werden. Erhchte Werte, z.B. QCEA > QALb sind jedoch ein ein-
deutiger Hinweis auf eine intrathekale Metastasierung. Primare Hirntumore produzieren kein CEA.
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Autoantikorperdiagnostik

Antineuronale und onkoneuronale Antikorper bel
paraneoplastischen neurologischen Syndromen
und Autoimmunenzephalitiden

Indikation Klinischer Verdacht auf

1. Autoimmunenzephalitis (Graus et al., 2016)

2. Klassisches paraneoplastisches Syndrom (PNS) des zentralen Nervensystems (Enzephalo-
myelitis, subakute Kleinhirndegeneration, Opsoklonus/Myoklonus-Syndrom, limbische
Enzephalitis) (Graus et al., 2004; Voltz, 2002)

3. Klassisches PNS des peripheren Nervensystems (sensible Neuronopathie Denny-Brown,
intestinale Pseudoobstruktion, Lambert-Eaton-Syndrom) (Graus et al., 2004)

4. Nicht-klassisches PNS nach Ausschluss der wichtigsten Differentialdiagnosen (Optikus-
neuritis, Hirnstammenzephalitis, tumorassoziierte Retinopathie, Stiff-Person-Syndrom (SPS)/
progrediente Enzephalomyelitis mit Rigor und Myoklonus (PERM], unterschiedliche Formen
von Polyneuropathie, Neuromyotonie) (Graus et al., 2004)

5. Verdacht auf GAD-Antikdrper-assoziierte Erkrankung: SPS (stiff person Syndrom), Temporal-
lappen-Epilepsie, chronisch progrediente zerebellare Ataxie (Saiz et al., 2008)

6. Glyzinrezeptor-Antikorper-assoziierte Erkrankung: GAD- und Amphiphysin-Antikorper-
negatives SPS /PERM (Hinson et al., 2018; Hutchinson et al., 2008)

7. IgLON5-Antikérper: V.a. IgLON5-Enzephalopathie (Schlafverhaltensstérung, Bulb&rsyndrom,
PSP-like Phanotyp, kognitive Storung) (Gaig et al., 2017; Sabater et al., 2014)

Nomenklatur 1. Onkoneuronale Antikorper

Antikorper gegen intrazelluldre neuronale Proteine (selten gliale Proteine: CV2/Anti-CRMP5),
die bei PNS gefunden werden und in der Regel mit Tumoren, die diese Antigene exprimieren
(deshalb onkoneuronale Antigene) assoziiert sind, werden onkoneuronale Antikérper genannt
(Tabelle 1; Graus et al., 2004). Onkoneuronale Antikérper sind in der Regel mit verschie-
denen PNS vergesellschaftet (Ausnahme Anti-Yo: nur subakute zerebelldre Degeneration,
Anti-Recoverin: paraneoplastische Retinadegeneration). Auch sind die jeweiligen einzelnen
Antikorperspezifitaten wiederum oft mit verschiedenen Tumoren assoziiert, obwohl fir jeden
Antikérper charakteristische Tumoren bekannt sind (Tabelle 1).

2. Teilcharakterisierte Antikorper

Hierzu gehoren Antikérper, bei denen aufgrund ihres seltenen Vorkommens keine genaue An-
gabe gemacht werden kann, mit welcher Haufigkeit ein Tumor der neurologischen Symptomatik
zugrunde liegt. Hierzu gehoren auch eine Anzahl von Purkinje-Zell-Antikorpern, die in Spezial-
laboren bestimmt werden konnen und in der Regel im Screening auf Gewebe erfasst werden,
jedoch hinsichtlich des Farbemusters nicht eindeutig einem der definierten onkoneuronalen
Antikorper zugeordnet werden konnen (Tabelle 2; Graus et al., 2004). Da fur Anti-Tr inzwischen
das Antigen bekannt ist, kann dieser Antikdrper nun zu den - gut charakterisierten - onkoneu-
ronalen Antikérpern gezéhlt werden (Dalmau and Rosenfeld, 2010).

3. Fakultativ paraneoplastische Antikorper gegen neuronale Oberflachenantigene

Diese Antikorper sind gegen extrazellulare Epitope neuronal exprimierter Proteine gerichtet.
Hierbei handelt es sich meist um Rezeptoren oder Kanalproteine. Fakultativ paraneoplastische
Antikorper kommen bei Autoimmunenzephalitiden vor, z.T. auch bei zerebelldren Syndromen
(Anti-CASPR2, gegen spannungsabhangige Kalziumkanale (voltage-gated calcium channels,
VGCC], Anti-NMDAR) und bei peripheren Hyperexzitabilitdtssyndromen (VGKC: Kalium-Kanal-
assoziierte Anti-CASPR2/Anti-LGI1: Neuromyotonie, neuropathischen Schmerzsyndromen) und
Lambert-Eaton-Syndrom (VGCC] (Tabelle 3).
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4. Antikorper gegen Glutamatdecarboxylase (GAD)

Diese stellen eine eigene Gruppe dar. Hochtitrige GAD-Antikorper kommen bei langsam progre-
dienter zerebelldrer Ataxie, langsam progredienter limbischer Enzephalitis/Temporallappen-
epilepsie und SPS vor, wobei so gut wie nie Tumore gefunden werden, jedoch meist ein Typ-I-
Diabetes. Ist die klinische Prasentation jedoch subakut wie bei klassischen PNS konnen Tumo-
ren vorliegen. Niedrigtitrige GAD-Antikorper werden bei Diabetes mellitus und multiplen auto-
immunen Endokrinopathien, die hdufige Ko-Morbiditaten darstellen, gefunden (Saiz et al., 2008).

Alle genannten Antikorper sind ausschlief3lich vom Subtyp Immunglobulin G. Sie werden heut-
zutage im Rahmen einer Panel-Diagnostik bestimmt, so dass immer ein paralleles Screening
auf verschiedene Antikorper erfolgt (wobei 1, 2 und 4 im Screening zusammen erfasst werden).
Die Rationale hierflr ist, dass das klinische Bild in den meisten Fallen den assoziierten Anti-
korper nicht gezielt vorhersagen kann. Fiir onkoneuronale Antikorper muss und fiir die anderen
Antikorper sollte, soweit maglich, ein positiver Test durch eine unabhangige Methode bestatigt
werden. Dies ist insbesondere fir Antikorper mit Spezifitat fir neuronale Oberflachenantigene
mit kommerziell erhaltlichen unfixierten Geweben allerdings nicht immer maglich.

Rationales
Vorgehen

Bei der gewebsbasierten Panel-Diagnostik werden fir das immunhistochemische Screening

in der Regel mehrere Gewebe gleichzeitig eingesetzt, die zudem wiederum jeweils mehrere
Antikorper nachweisen konnen (Stocker et al., 2013). Bei Panels mit kommerziell erhaltlichen
zellbasierten Assays, bei denen Testzellen, die spezifisch das jeweilige Zielantigen exprimieren
verwendet werden, werden in der Regel mehrere Antikorper gegen neuronale Oberflachenanti-
gene in sogenannten Mosaiken gleichzeitig getestet. Auch bei sogenannten Line Blots erfolgt die
Testung vieler Antikorper gleichzeitig.

Bei Patienten mit zentralnervéser Symptomatik (mit Ausnahme einer isolierten Myelitis) wird
der Einsatz von Screeningtests, die sowohl onkoneuronale, teilcharakterisierte intrazellulare,
GAD-Antikorper als auch Antikérper gegen neuronale Oberflachenantigene nachweisen,
empfohlen. Da die Sensitivitat der (auch kommerziell erhéltlichen) unfixierten Nagerhirne fir
die gewebsbasierte Diagnostik nicht fir ein Screening auf Antikérper gegen neuronale Ober-
flachenantigene ausreicht (Gadoth et al., 2017), missen hier in der Regel gleich die spezifischen
zellbasierten Assays durchgefihrt werden. In der Regel empfiehlt es sich hier ferner, den
Bestatigungstest fir onkoneuronale Antikorper (Line Blot] gleich mitzufiihren, da dies die
Befunderstellung beschleunigt.

Bei Polyneuropathien und Myelitiden reicht in der Regel die Suche nach onkoneuronalen und
teilcharakterisierten Antikorpern aus. Ferner sollte je nach klinischer Prasentation und ander-
weitigen Laborbefunden zusétzlich eine Testung auf Aquaporin 4 (Waters et al., 2016) und
MOG-Antikérper (Mayer and Meinl, 2012) angeregt werden.

Das Screening auf Antikorper gegen neuronale Oberflachenantigene sollte - von maglichst
wenigen Ausnahmen abgesehen - alle Antikorperspezifitaten, die von zumindest zwei Laboren
unabhéngig berichtet wurden, umfassen (Bien, 2018). Antik6rper gegen IgLONS und Glyzin-
Rezeptoren kdnnen alternativ auf spezielle Fragestellungen bestimmt werden: IgLON5-Antikor-
per sind mit einer spezifischen Enzephalopathie mit schweren Schlafverhaltensstérungen und
Bulb&rsyndrom, z.T. einem PSP-ahnlichen Bild und Chorea assoziiert (Sabater et al., 2014).

Ein spezifischer, zellbasierter Assay steht zur Verfligung und kann bei Bedarf eingesetzt werden.
IgLON5-Antikérper werden jedoch auch auf unfixiertem (kommerziell erhaltlichem) Kleinhirnge-
webe als intensives Neuropilmuster detektiert. Bei der Frage nach Glyzin-Rezeptor-Antikdrpern
bei Amphiphysin- und GAD-Antikorper-negativem SPS bzw. PERM sollte primar ein spezifischer
zellbasierter Assay verwendet werden, da diese Antikérper nur in bestimmten Regionen (Vorder-
horn, Nucleus reticularis pontis) gut nachweisbar sind und deshalb nicht sicher in gewebsba-
sierten Assays detektiert werden (Carvajal-Gonzalez et al., 2014). Gleiches gilt fir den Nachweis
von VGCCs bei V. a. Lambert-Eaton-Syndrom oder bei antikorpernegativer subakuter zerebel-
larer Degeneration. Hier muss ein VGCC-spezifischer Radioimmunpréazipitationsassay (RIA)
durchgefihrt werden. Der RIA zum Nachweis von VGKC-Komplex-Antikérpern (VGKC, voltage-
gated potassium channels, spannungsabhingige Kaliumkanale) ist bei spezifischer Testung von
Anti-CASPR2- und LGI1-Antikérpern nicht notwendig (van Sonderen et al., 2016).

Abnahmebed./
Praanalytik

1 ml Serum, bei ZNS-Symptomatik und Testung von Antikorpern gegen neuronale Ober-
flachenantikorper immer auch 1 ml Liquor. Normaler Postversand ohne Kihlung maoglich.



Methoden

Immunhistochemie oder indirekte Immunfluoreszenz

(Screening-/Bestatigungstest fiir Gruppe 1-4)

Nachweis der Bindung von IgG-Autoantikdrpern im Serum oder Liquor an Gefrierschnitten von
Primaten- (evtl. auch Nager-) Kleinhirn (fir Gruppe 3: Hippokampus empfehlenswert) durch
einen enzymgekoppelten oder Fluorophor-markierten Anti-lgG-Zweitantikorper. Erganzend
kann eine Paralleluntersuchung von nicht-neuronalem Gewebe wie Hep-2-Zellen, Darm und
Pankreas zur differentialdiagnostischen Abgrenzung nicht-neuronenspezifischer Autoantikorper
(antinuklearer Antikérper, ANA; antimitochondrialer Antikérper, AMA) und Detektion neuro-
naler/neuroektodermaler Zellen in diesen Geweben (Darm: Plexus myentericus, Pankreas:
Inselzellen) hilfreich sein.

Cave: Unfixierte (kommerziell erhaltliche) Hirngewebe haben keine ausreichende Sensitivitat fir
Antikorper der Gruppe 3.

Als Screeningtest fiir Antikorper der Gruppe 3 eignet sich ausschlief3lich milde mit Paraform-
aldehyd immersionsfixiertes Nagergehirn. Hierbei werden ausreichende Sensitivitaten erreicht,
die zum Teil noch iber denen der zellbasierten Assays liegen (McCracken et al., 2017). Anhand
der Verteilung der Immunreaktivitat kann hier auf das relevante Antigen geschlossen und somit
ein spezifischer Bestatigungstest mittels zellbasiertem Assay angeschlossen werden. Diese Me-
thode ist jedoch aufwandig und bedarf einer speziellen Expertise, so dass diese nur von wenigen
Laboren angewendet wird.

Auswertung: Die Befundung erfolgt nach dem ersichtlichen Fluoreszenz- bzw. Farbemuster
(s.Tabellen: onkoneuronale Antikdrper im Zerebellum, teilcharakterisierte Antikorper, Antikérper
gegen neuronale Oberflachenantigene im Rattenhirnschnitt). Die Proben werden bei positivem
Ergebnis austitriert (1:2 oder 1:10) und der Endtiter angegeben. Positive Ergebnisse fiir onko-
neuronale Antikorper missen durch ein unabhangiges Testverfahren bestatigt werden, bei ande-
ren Antikorpern sollte dies, sofern moglich, angestrebt werden.

Zellbasierte Assays (teilweise Gruppe 2, Gruppe 3/4)

Hier werden in Zellkultur gezlchtete Zelllinien (zumeist HEK293-Zellen) mit den von den
jeweiligen Antikorpern erkannten Antigenen transient transfiziert, z.T. werden diese Antigene
modifiziert, um die Expression zu kontrollieren (z.B. mit fluoreszierenden Proteinanteilen ver-
sehen; Irani et al., 2010), bei komplett extrazellularen Proteinen wie LGI1 diese an der Membran
zu verankern (Lai et al., 2010) oder die Expression und Membranlokalisation zu verbessern (z.B.
durch Ko-Expression der NR2-Untereinheit bei NR1), wenn diese nur zusammen mit anderen
Proteinen beispielsweise einen Kanal oder Rezeptor bilden (Dalmau et al., 2007). Bei der tran-
sienten Transfektion werden in der Regel nur 20-50% der Zellen erfolgreich transfiziert, so
dass die untransfizierten Zellen zugleich eine ,interne” Negativkontrolle darstellen. Die Zellen
konnen entweder fixiert und damit haltbar gemacht werden (bei diesem Prozess werden sie zu-
meist auch permeabilisiert; Lai et al., 2010) oder lebendig mit dem Serum bzw. Liquor inkubiert
werden, so dass nur auf3en an der Membran lokalisierte Antigene fiir die Antikérperbindung zur
Verfiigung stehen (Irani et al., 2010). Die Zellen werden in diesem Fall erst nach der Antikérper-
bindung fixiert. Bei fixierten und permeabilisierten Zellen sind intrazellulare Antigene fiir die
Antikorperbindung zuganglich. Dies kann bei Membranproteinen die Menge des verflgbaren
und z.B. noch im endoplasmatischen Retikulum/Golgi-Apparat lokalisierten Antigens, erhdhen
oder den Assay fur rein intrazellulare Antigene erst brauchbar machen. Die Inkubation mit
lebenden Zellen hat den Vorteil, dass das Antigen nicht durch eine Fixierung denaturiert wird,
der Hintergrund durch fehlende unspezifische Bindung an intrazellulare Strukturen niedriger ist
und der Nachweis nicht-neuronaler Autoantikorper wie ANAs oder AMAs nicht mit dem spezifi-
schen Bindungsmuster interferieren kann. Das gebundene Patienten-1gG wird durch einen mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Anti-lgG-Sekundarantikorper, d.h. mittels indirekter
Immunfluoreszenz, identifiziert.

Auswertung: Bei der Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop wird beurteilt, ob ein Teil der Zellen
ein erwartetes Fluoreszenzmuster aufweist. Das erwartete Fluoreszenzmuster ist abhangig
davon, ob es sich bei einem liberexprimierten Antigen um ein Membranprotein handelt oder z.B.
ein zytoplasmatisches (z.B. GAD) oder sogar nukleares Protein (z.B. Zic4).

Cave: Unterschiedliche Fixierungen flihren zu sehr unterschiedlichen Hintergrundfluoreszenzen.
Eine Azetonfixierung erhalt die Antigene, die von ANAs und AMAs erkannt werden, besonders
gut. Vereinzelt konnen auch einzelne Zellen in bestimmten Mitosestadien positiv erscheinen und
muissen gegenlber spezifisch positiven Zellen abgegrenzt werden.
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Line Blot

Nitrozellulose-Streifen mit in Banden aufgetragenen rekombinanten Antigenen. Spezifische
Autoantikdrper binden an das Antigen und werden mittels enzymgekoppeltem Zweitantikorper
und enzymkatalysierter Farbreaktion visualisiert. Dieser Test ist nur fir die Antikdrper erhalt-
lich, die die Antigene konformationsunabhangig erkennen.

Auswertung: Ein deutlich positives Signal wird positiv gewertet. Die Lokalisation auf dem Strei-
fen identifiziert das Antigen. Semiquantitative Verfahren mittels Densitometrie kénnen durch-
geflihrt werden. Hierfir liegen dann im Vergleich zu einer mitgefiihrten Kontrollbande definierte
Cut-offs vor. Unspezifische schwache Visualisierung einiger Antigene kann vorkommen. Wenn
ein Line Blot als Screening-Assay eingesetzt wird, muss eine Bestatigung mittels einer unab-
hangigen Methode (Immunhistochemie/indirekte Immunfluoreszenz] erfolgen.

Western-Blot

SDS-Elektrophorese von menschlichen Gehirnlysaten und Transfer auf Nitrozellulosemembran.
Inkubation dieser Membran mit Serum und Liquor. Autoantikdrper binden an das erkannte
Antigen und konnen durch Bindung eines enzymgekoppelten Anti-lgG-Antikdrpers und einer
enzymkatalysierten Farbreaktion visualisiert werden. Aufwandiges Verfahren, Bedeutung fur die
Forschung, Line Blots einfacher zu handhaben und auszuwerten.

Auswertung: Nachweis von IgG-Autoantikorpern im Serum oder Liquor Uber ihre Bindung an
Antigene mit bestimmter Grofe, z.B. 35-40 kD (Anti-Hu), 34-38 kD und 62-64 kD (Anti-Yo) und
55 und 80 kD (Anti-Ri), 66 kD (Anti-CV-2]. Erkannte Proteine dieser Grofe werden zusammen
mit dem Ergebnis der Immunhistochemie/Immunfluoreszenz befundet.

ELISA (Gruppe 4 fiir GAD) - wie libliche ELISAs, z.B. in Mikrotiterplatten

Auswertung: Die Ak-Konzentration wird in der Regel in Units/ml ausgedrickt. Der Cut-off fir
GAD ist zum Nachweis von GAD-Antikorpern in der Diabetes-Diagnostik geeignet Bei GAD-asso-
ziierten neurologischen Erkrankungen liegen die Antikorperkonzentrationen in der Regel tber
dem linearen Messbereich des ELISA.

Radioimmunprézipitationsassay (Gruppe 3, VGCC)

Hierbei wird ein Gewebehomogenisat, das das Antigen in relevanter Konzentration enthalt, mit
einem radioaktiv markierten hochaffinen, quasi irreversibel bindenden Bindungspartner des
Proteins markiert (bei VGCC Antikorper gegen spannungsabhangigen Kalziumkanale vom P-
und Q-Typ: Bindungspartner w-Conotoxin MVIIC; Lennon and Lambert, 1989). Das Homogenisat
wird mit Serum oder Liquor versetzt. Nach Bindung von fiir das markierte Antigen spezifischen
Antikérpern wird ein zumeist an Agarose-gekoppelter Anti-lgG-Antikorper hinzugefiigt, der zu
einer Komplexierung des radioaktiv markierten Antigens Uber die gebundenen spezifischen
Serum/Liquor-Antikorper mit dem Zweiantikorper und den Partikeln fiihrt. Diese Komplexe kén-
nen mittels Zentrifugation prazipitiert werden. Die prazipitierte Radioaktivitat korreliert mit der
Konzentration des gegen das markierte Antigen gerichteten, spezifischen Antikorpers.

Referenz-
wertebereich

Immunhistochemie und IIFT: Nicht nachweisbar, d.h. kein fiir einen beschriebenen Antikorper
typisches Muster. Niedrigtitrige Neuropilmuster und Purkinjezell-Zytoplasma-Farbungen ohne
klinische Relevanz kommen vor. Cut-off methodenabhangig.

Zellbasierte Assays: Nicht nachweisbar. Niedrigster Titer methodenabhangig.
Einschrankung: niedrigtitrige Anti-CASPR2-Antikorper ohne klinische Relevanz kommen vor.

Line Blot: Keine Reaktion mit den oben genannten Proteinantigenen. Bei Densitometrie:
optische Dichte tber Cut-off.

Western Blot: Keine Reaktion mit Protein in der Grof3e eines bekannten onkoneuronalen Proteins.
ELISA: Keine Cut-offs verfligbar bei neurologischen Fragestellungen. Cut-offs gelten fir niedrige
Antikorpertiter wie sie bei Diabetes mellitus gefunden werden. Berechnung einer intrathekalen

Synthese mit Antikorper-Index analog zu erregerspezifischen Antikérpern maoglich (Cut-off > 1,4).

Radioimmunprazipitationsassay: Cut-offs herstellerabhangig, oft werden Graubereiche definiert.



Beurteilung

Onkoneuronale Antikorper: Wenn positiv, sind onkoneuronale Antikorper bei PNS in aller Regel
hochtitrig. Niedrigtitrige onkoneuronale Antikorper werden auch bei Patienten mit Krebs-
erkrankungen ohne PNS gefunden, so dass auf eine Testung im Liquor verzichtet werden kann.
Bei Mischbildern des Fluoreszenzmusters konnen z.T. mehrere onkoneuronale Antikorper im
Line Blot bestatigt werden. Auch Kombinationen aus onkoneuronalen und neuronalen Oberfla-
chenantikorpern kommen vor. Im gewebsbasierten Assay niedrigtitrig positive, mittels Zweittest
besté&tigte onkoneuronale Antikérper (< 1:1000) missen in Zusammenhang mit der Klinik be-
urteilt werden. Auch wenn ein PNS nicht wahrscheinlich ist, kann eine Tumorsuche empfohlen
werden. Onkoneuronale Antikorper, die sich nur in einem der beiden Assays nachweisen lassen,
sollten bei nicht passender Klinik als unspezifisch beurteilt werden. Negative ZNS-spezifische
Antikorper schlieflen ein PNS nicht aus, da bei zumindest 20% keine Antikorper detektierbar
sind.

Teilcharakterisierte Antikorper: Anti-SOX1-Antikorper lassen sich z.T. nur im Line Blot aber
nicht im Gewebe nachweisen, werden aber trotzdem als positiv befundet. Bei Vorliegen eines
Lambert-Eaton-Syndroms gelten positive SOX1-Antikorper als Nachweis einer paraneoplas-
tischen Atiologie, nicht jedoch bei anderen Erkrankungen wie z.B. Polyneuropathien. Zic4-
Antikorper lassen sich insbesondere bei gleichzeitig vorliegenden ANAs schlecht in gewebsba-
sierten Assays nachweisen, hier stehen zellbasierte Assays zur Verfiigung, die jedoch ahnliche
Probleme haben konnen. Die verschiedenen Purkinjezell-Antikorper, die nicht von spezifischen
Zweittests erfasst werden, lassen sich nicht immer aufgrund der Morphologie des Farbe-/Fluo-
reszenzmusters voneinander abgrenzen. Hier hilft die Nachuntersuchung in einem Speziallabor
oder die Hinzunahme anderer nicht-neuronaler Gewebe.

Antikorper gegen neuronale Oberflachenantigene: Auch niedrigtitrige Antikorper gegen neuro-
nale Oberflachenantigene haben in der Regel klinische Relevanz bei passendem klinischen Bild.
Einschrankend hierbei muss gesagt werden, dass niedrigtitrige NMDAR-Antikorper im Serum
bei fehlendem Nachweis im Liquor in der Regel nicht erklarend fir ein passendes klinisches
Bild sind. Auch niedrigtitrige CASPR2-Antikérper werden bei verschiedenen Erkrankungen
gefunden, ohne dass ihnen hierbei eine diagnostische Relevanz zukommt (Bien et al., 2017).
Gleiches gilt fir Antikérper gegen GABA&R (Jeffery et al., 2013; Lancaster et al., 2010). Aus-
schlief3lich im Liquor positive Befunde kommen bei Patienten mit Anti-NMDAR-Enzephalitis vor
(Gresa-Arribas et al., 2014). Auch fur Patienten mit Enzephalitis in Assoziation mit Antikdrpern
gegen LGI1, AMPAR (Graus et al., 2010; Hoftberger et al., 2015) und GABA&R (Lancaster et al.,
2010) wurde dies beschrieben. VGCC-Ak (= Antikérper gegen spannungsabhangige Calcium-
kanéle) siehe unter Ak gegen Myasthene Syndrome.

GAD-Antikorper: In der Regel sind in gewebsbasierten Assays nachweisbare GAD-Antikorper
hochtitrig genug, um eine passende neurologische Symptomatik zu erklaren. Eine intrathekale
Synthese in der Austitrierung von Serum und Liquor und normiert auf die IgG-Konzentrationen
(Al > 4,0 im gewebs- oder zellbasierten Assay, Al >1,4 im ELISA) best&tigt diese Annahme.
Niedrigtitrige GAD-Antikdrper kommen auch assoziiert mit anderen Antikorpern, z.B. GABAsR
oder CV2, dann bei paraneoplastischen Enzephalitiden vor.

55



Tabelle 1

Gut definierte onkoneuronale Antikorper

Die Wahrscheinlichkeit eines assoziierten Tumors ist sicher > 90%. Alternative Nomenklatur
in Klammern (ANNA = anti-neuronal nuclear antibody, PCA = Purkinje cell antibody,

CRMP5 = collapsing-response mediator protein 5, AGNA = anti-glial nuclear antibody],

DNER = delta/notch-like epidermal growth factor-related receptor, *in einigen Patienten
zusatzlich Anti-Ma1-Antikorper, Hirnstammenzephalitis haufig, Assoziation mit Mamma- und
kleinzelligem Bronchial-Karzinom. Klassische paraneoplastische Syndrome sind fett gedruckt.
Anti-Sox1-Antikorper sind nur beim Lambert-Eaton-Syndrom ein gut definierter, onkoneuro-
naler Antikorper.

Antikorper Antigen Assoziierte paraneoplastische Syndrome  Haufigste Tumoren
Anti-Hu HuD Enzephalomyelitis, limbische Bronchial-Karzinom
(ANNA-1) Enzephalitis, subakute zerebellire (85%) - zumeist klein-
Degeneration, sensible Neuronopathie, zellig, Neuroblastom,
Hirnstammenzephalitis, Prostata-Karzinom
multisegmentale Myelitis, senso-
motorische/autonome Polyneuropathie
Anti-Yo CDR2, Subakute zerebelldare Degeneration Ovar-, Mamma- und
(PCA-1) CDRé62 Uterus-Karzinom
Anti-CV2 CRMP5 Enzephalomyelitis (+ Chorea), Kleinzelliges
(Anti-CRMP5) limbische Enzephalitis, Bronchial-Karzinom,
Optikusneuritis, Thymom
sensomotorische Polyneuropathie
Anti-Ta MA-Proteine Limbische Enzephalitis, Seminom/
(Anti-Ma2]* Hirnstammenzephalitis Hoden-Karzinom
Anti-Ri NOVA-1 Opsoklonus-Myoklonus- Mamma- und Ovarial-
(ANNA-2) Syndrom, subakute zerebellare Karzinom, kleinzelliges
Degeneration, Bronchial-Karzinom
Hirnstammenzephalitis
(+ Laryngospasmus, buccofaziale
Dystonie), Myelitis
Anti- Amphi- Limbische Enzephalitis, Mamma-Karzinom,
Amphi- physin subakute zerebellare Degeneration, kleinzelliges Bronchial-
physin Stiff-Person-Syndrom, Hirnstamm Karzinom
enzephalitis, Polyneuropathie
Anti-Tr DNER Subakute zerebellare Degeneration Hodgkin-Lymphom,
(PCA-Tr) Non-Hodgkin-Lymphom
Anti- Recoverin Retinopathie Kleinzelliges
Recoverin Bronchial-Karzinom
Anti-SOX-1 SOX-1 Onkoneuronaler Antikorper nur Kleinzelliges

bei Lambert-Eaton-Syndrom.
Kommt auch ohne Tumorassoziation
bei anderen Syndromen vor.

Bronchial-Karzinom




Tabelle 2

Teilcharakterisierte onkoneuronale Antikorper

Hier ist die Assoziation mit Tumoren (noch) nicht gut definiert, die Assoziation mit Tumoren aber

beschrieben, z.T. ist das Antigen nicht definiert.

Antikorper Antigen Assoziierte Syndrome Haufigste Tumoren

PCA-2 MAP1b Subakute zerebellare Kleinzelliges
Degeneration, Polyneuropathie, Bronchial-Karzinom
Enzephalopathie

ANNA-3 170 kD Subakute zerebellare Kleinzelliges
Degeneration, limbische Bronchial-Karzinom
Enzephalitis, Polyneuropathie

Anti-Zick ZIC1-4 Subakute zerebellare Kleinzelliges
Degeneration Bronchial-Karzinom

Anti-Sj ITPR1 Subakute zerebellare Kleinzelliges
Degeneration Bronchial-Karzinom

Anti-CARP CARP Subakute zerebellare Melanom,
Degeneration Ovarial-Karzinom

Anti-PKCy PKCy Subakute zerebellare Kleinzelliges Bronchial-,
Degeneration hepatozellulares

Karzinom
Anti-Ca ARHGAP26 Subakute zerebellare Ovarial-Karzinom

Degeneration
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Tabelle 3

Fakultativ paraneoplastische Antikorper gegen neuronale Oberflachenantigene

NMDAR = N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor, LGI1 = Leucine-rich, glioma inactivated 1, CASPR2
= Contactin-associated protein-like 2, AMPAR = a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-
Propionsaure-Rezeptor, GABA&R = y-Aminobuttersaure-Rezeptor B, DPPX = Dipeptidyl pepti-
dase-like protein 6, GlyR = Glyzin-Rezeptor, IgLONS = Ig-like domain-containing protein 5,
PERM = Progressive Enzephalomyelitis mit Rigor und Myoklonus.

Antikorper Antigen  Assoziierte Syndrome Tumoren % (haufigste)
Anti-NMDAR NR1 Generalisierte Enzephalitis, (z.T.: 30%
+ Chorea/Athetose, zerebellare Ataxie) (Ovarialteratome)
Anti-LGI1 LGI1 Limbische Enzephalitis, < 10%
Enzephalopathie, brachiofaziale (kleinzelliges Bronchial-
dystone Anfalle, Polyneuropathie, Karzinom, Thymom)
periphere Hyperexzitabilitat
(neuropath. Schmerzen, Neuromyotonie)
Anti-CASPR?2 CASPR2 Limbische Enzephalitis, Morvan- Thymom
Syndrom (dann + LGI1), zerebellare (Morvan-Syndrom: 40%)
Ataxie, periphere Hyperexzitabilitat
(neuropath. Schmerzen, Neuromyotonie)
Anti-AMPAR GluR1/ Limbische Enzephalitis 50%
GluR2 (z.T. oligosymptomatisch: Amnesie, (kleinzelliges Bronchial-,
Epilepsie), fulminante generalisierte Mamma-, Ovarial-
Enzephalitis Karzinom, Thymom)
Anti- GABAsR1 Limbische Enzephalitis 50%
GABA&R (z.T. zerebellare Ataxie, Enzephalo- (kleinzelliges Bronchial-
myelitis, Opsoklonus-Myoklonus- Karzinom)
Syndrom, Status epilepticus)
Anti-DPPX DPPX Enzephalitis, Hirnstamm- < 10%
enzephalitis, zerebellare Ataxie, (Lymphom/
zerebrale Hyperexzitabilitat chronisch lymphozytare
(Tremor/Myoklonus/Hyperekplexie/ Leukamie)
Epilepsie), Diarrhoe, PERM
Anti-GlyR GlyR Stiff-Person-Syndrom, PERM, 10%
Optikusneuropathie (Thymom, Lymphom,
Mamma-Karzinom)
IgLONS [gLONS Enzephalopathie 0%
(Schlafverhaltensstorung,
Bulbarhirnsymptome/Atemstdrung,
PSP-like, Demenz)
Anti- Anti- Fulminante generalisierte 40%
GABAR GABAAR  Enzephalitis, Status epilepticus (Thymom)




Tabelle 4

Charakteristische Verteilung der diagnostisch relevanten Immunreaktivitat bei verschiedenen

onkoneuronalen Antikorpern

Antikorper Kleinhirn Andere Areale/Gewebe

Anti-Hu Neuronale Kerne stark, Zytoplasma Kerne und Zytoplasma

(ANNA-1) der Purkinje-Zellen maBig positiv des Plexus myentericus
positiv

Anti-Yo Zytoplasma der Purkinje-Zellen-Korper Zytoplasma des

(PCA-1) und proximaler Dendriten, Zytoplasma Plexus myentericus

der Sternzellen und Golgi-Zellen positiv

Anti-CV2 Zytoplasma von Gliazellen

(Anti-CRMP5) in der weiflen Substanz

Anti-Ta Nucleoli der Neuronen

(Anti-Ma2)*

Anti-Ri Neuronale Kerne stark, Zytoplasma Kerne und Zytoplasma

(ANNA-2) der Purkinje-Zellen mafig positiv des Plexus myentericus
negativ

Anti-Amphi- Neuropilmuster, Stratum moleculare nahe Plexus myentericus

physin der Kornerzellschicht mehr immunreaktiv

Anti-Tr Punktformige Immunreaktivitat im Zytoplasma

(PCA-Tr) der Purkinje-Zellen-Somata und bis in die auch

distaleren Dendriten
Anti-SOX-1 Kerne der Bergmann-Glia

(AGNA]




Tabelle 5 Charakteristische Verteilung der Immunreaktivitat bei verschiedenen teilcharakterisierten
onkoneuronalen Antikorpern

PSD = postsynaptic density

Antikorper

Kleinhirn

Andere Areale/
Gewebe

PCA-2

Somata und Dendriten der Purkinje-Zellen

Zytoplasma der Neuronen im Nucleus dentatus

Glatte Darm-
muskulatur

Periarteriolare
Neuronen der Niere

ANNA-3

Kerne der Purkinje-Zellen > Sternzellen,
Kornerzellkerne negativ, Nukleoli ausgespart

Podozyten-Zellkerne

Anti-Zic4

Kerne der Kornerzellen

Anti-Sj/ITPR1

Dendritenbaum der Purkinje-Zellen in der
Molekularschicht

Somata der Purkinje-Zellen

Axone der Purkinje-Zellen in der Kornerzell-
schicht und in der weif3en Substanz

Anti-CARP

Zytoplasma der Purkinje-Zell-Somata
Dendritenbaum und Axone der Purkinje-Zellen

Synaptische Endigungen in den Kleinhirnkernen

Lunge, Leber,
Nebenniere

Schwach bronchiale
Epithelzellen und
kortikale Nierentubuli

Anti-PKCy

Zellmembran der Dendriten, der dendritischen
Dornfortsatze und der PSD

Anti-Ca/
ARHGAP26

Somata der Purkinje-Zellen

Dendriten und dendritische Dornfortsatze der
Purkinjezellen

Axone der Purkinje-Zellen

(Somata & Axone < Dendritenbaum])

Bei hohen Titern

Plexus myentericus
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Antikorper bei Myasthenen Syndromen

(Wick, 2002)

Acetylcholin-Rezeptor-Antikérper (AChR-Ak]) im Serum

(Besinger et al., 1983; Lindstrom, 1977; Lindstrom et al., 1976)

Indikation

Diagnose und Verlaufsbeurteilung der Myasthenia gravis, Thymom.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

1 ml Serum; bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekiihlter Postversand maglich.

Methode Radiorezeptor-Assay mit | 125-Bungarotoxin-markierten Acetylcholin-Rezeptor-Praparationen
aus Humanmuskel oder Myosarkomzellen (in house) nach Lindstroem, Prézipitation des Re-
zeptor-Ak-Komplexes mit IgG, gebundene Aktivitat ist der Ak-Konzentration proportional. Jetzt
auch mindestens zwei kommerzielle Methoden mit gleichem Prinzip verflgbar.

Referenz- Methodenabhangig : < 0,25 bis < 0,4 nmol/l Bungarotoxinbindung.

wertebereich

Anmerkungen

Bei in-house-Methoden ist die Standardisierung zwischen unterschiedlichen Rezeptorprapara-
tionen schwierig; fur die Verlaufsbeurteilung ist ggf. Reanalyse von Vorproben erforderlich,
kommerzielle Methoden erweisen sich als chargenstabiler.

Beurteilung

Nahezu 100% Spezifitat fir Myasthenia gravis, vereinzelt bei Patienten mit Thymom, jedoch
ohne myasthene Symptomatik ebenfalls nachweisbar; Sensitivitat ca. 90% fir generalisierte
Myasthenie, ca. 70% fiir oculare Form, methodenabhangig.



Titin-Antikorper im Serum

Indikation

Paraneoplastische (Thymom-assoziierte) Myasthenie.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

0,5 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maoglich.

Methode

ELISA mit Einpunktkalibration; Werte werden als Ratio OD Probe/OD Kalibrator angegeben.

Referenzbereich

< 0,9, grenzwertig 0,9-1,8.

Beurteilung

Klinisch optimierte cut-off-Werte missen methodenabhangig definiert werden, insbesondere
bei Patienten < 60 Jahren besteht eine regelhafte Assoziation mit Thymomen, dann gehauft auch
Myositis neben der Myasthenie vorhanden; bei alteren Patienten ggf. auch Myositis ohne
Thymom.

Ak gegen Muskel-spez. Rezeptor-Tyrosinkinase (MuSK-AK]
Im Serum (Guptill et al., 2011)

Indikation Sog. seronegative Myasthenia gravis (SNMG), Abklarung Myasthener Syndrome
insbesondere bei Fehlen von AChR- oder VGCC-Ak.
Abnahme- 1 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maglich.

bedingungen /
Praanalytik

Methode

Radiorezeptor-Assay (Immunprézipitation) mit | 125-markierter MuSK dhnlich wie bei AChR-
Ak, neuerdings auch ELISA.

Referenzbereich

< 0,05 nmol/L (RIA], bzw. methodenabh&ngig.

Beurteilung

Sehr hohe Spezifitat fir die bisher ,,seronegative” Myasthenia gravis, jedoch werden nur ca.
40-50% der SNMG-Falle erfasst, gleichzeitiges Vorliegen von AChR-Ak oder eines Thymoms
sehr unwahrscheinlich.

Ak gegen Lipoprotein Receptor Related Protein 4 (LRP 4 -Ak)
Im Serum (Zhang et al., 2012)

Indikation

Sog. doppelt seronegative Myasthenia gravis; Abklarung myasthener Syndrome insbesondere
bei Fehlen von AChR-, MuSK- und VGCC-Antikdrpern.

Abnahmebed. /
Praanalytik

1 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekiihlter Postversand maglich.

Methode

IFT auf transfizierter Zelllinie mit LRP-4-Uberexpression.

Referenzbereich

Nicht nachweisbar.

Beurteilung

Sehr seltener Ak, der ca. 10% der sog. doppelt seroneagativen MG-Falle erfasst und nahezu nie
zusammen mit ACHR-AKk, jedoch manchmal zusammen mit MuSK-Ak vorkommt: Er beeintrach-
tigt namlich die Interaktion von LRP 4, Agrin und MuSK bei der Aktivierung von MuSK.
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Calzium-Kanal-Ak im Serum

(VGCC, voltage gated calcium channel antibodies; Lennon and Lambert, 1989)

Indikation Lambert-Eaton-Syndrom (LEMS), kleinzelliges Bronchial-Ca. mit neuromuskularer Sympto-
matik; Cerebellare Degeneration.
Abnahme- 1 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maglich.

bedingungen /
Praanalytik

Methode

Radiorezeptor-Assay (Immunpréazipitation) mit I-125-Conotoxin-mark. Ca-Kanal-Praparationen.

Referenzbereich

< 20 pmol/L Conotoxinbindung, 20-40 pmol/l grenzwertig.

Beurteilung

Bei myasthenen Syndromen Spezifitat fir LEMS nahezu 100%; Sensitivitat > 80%; davon ca. 60%
paraneoplastisch (v.a. bei SCLC, hierflr zusatzlich SOX-1-Ak); bei paraneoplastischer Cerebellitis
in ca. 30% der Falle. Grenzwertige Befunde u.a. bei anderen Autoimmun- oder Paraneoplastischen
Erkrankungen, kleinzelliges Bronchial-Ca ohne neurologische Symtomatik oder bei ALS mdéglich.
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Ga ng liosid-Antiko FPETr (v.a.anti-6M1/6M2 und anti-GQ1b, IgG u. IgM)

(Gorenjac 2004; Pestronk, 1991)

Indikation

Periphere Neuropathien; hauptsachlich multifokale motorische Neuropathie und Miller-Fisher-
Syndrom, Guillain-Barré Syndrom (GBS], teilweise in Abgrenzung gegen Polyneuropathie und
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS).

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Material: 1 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maglich.

Methode

Bestimmung der Anti-Gangliosid-Antikorper im Serum mittels ELISA-Technik oder Immunoblot.



Referenz-
wertebereich

ELISA: methodenabhé&ngig; Immunoblot: nicht nachweisbar.

Anmerkungen

Ergebnisse und Sensitivitat stark methodenabhangig, da gegenwartig keine Standardisierung.

Beurteilung

Nach Literaturmitteilungen kénnen deutlich erhohte Anti-Gangliosid Antikérper-Titer (vor

allem GM1 vom IgM-Typ) insbesondere bei der multifokalen motorischen Neuropathie (50-90%])
gefunden werden, wogegen beim GBS und Polyneuropathien hohe Titer seltener auftreten
(5-30%, dort eher GM1 vom IgG-Typ). Die klassische ALS sollte Ak-negativ sein. Bei sensiblen
Neuropathien treten hohe Titer in < 5% auf, bei Normalpersonen in < 1%. Die polyspezifische
Immunreaktion bei GBS lafit eine vermehrte anti-GM1-Synthese als diagnostisch unspezifische
Netzwerkreaktion interpretieren. Fir das Miller-Fisher-Sydrom sind dagegen GQ-1b-Ak mit
hoher Sensitivitat und Spezifitat richtungsweisend. Ak gegen weitere Ganglioside konnen auftre-
ten.

Literatur Gorenjac, M. (2004). Clinical and diagnostic role of ganglioside antibody testing.
EJIFCC 15, 95-96.
Pestronk, A. (1991). Motor neuropathies, motor neuron disorders and antiglycolipid antibodies.
Muscle Nerve 14, 927-936.
Mye lin-Antiko FPET (einschl. MAG-Ak = Myelin-ass. Glykoprotein-Ak)
(Steck et al. 2006)
Indikation Insbesondere demyelinisierende, jedoch ggf. auch unklare axonale PNP, v.a. bei bekannter
monoklonaler Gammopathie (insbesondere vom IgM-Typ, sowohl MGUS als auch maligne).
Abnahme- 0,5 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maoglich.

bedingungen /
Praanalytik

Methoden Suchtest: Indirekte Immunfluoreszenz auf Schnitten peripherer Nerven; Bestatigung fir
MAG-Ak: ELISA oder Immunoblot; ggf. Immunfixation zur Bestatitigung des Paraproteins.
Referenz- Jeweils nicht nachweisbar.

wertebereich

Anmerkungen

Im Immunfluoreszenztest miissen Ak gegen Myelinscheiden und Axone unterschieden werden.

Beurteilung

Pathogenetisch relevant fir demyelinisierende Polyneuropathien sind vor allem Myelin-Ak
vom IgM-Typ, insbesondere wenn sie anti-MAG- Eigenschaft besitzen oder im Rahmen
einer monoklonalen IgM-Gammopathie auftreten. Andere im Suchtest nachweisbare, auch
axonale Ak vor allem der IgG- und IgA-Klasse haben nicht die gleiche Spezifitat, konnen im
Einzelfall jedoch auch als PNP-Ausléser diagnostisch relevant sein.

Literatur
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Curr. Opin. Neurol. 19, 458-63.
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NMO (Aquaporin-4)-Antikorper

(Jarius and Wildemann, 2013; Waters et al., 2016; Wingerchuk et al., 2015)

Indikation V.a. eine Neuromyelitis optica Spektrum-Erkrankung (NMOSD]. Hierzu zahlen u.a. Neuromyelitis
optica (NMO, Devic-Syndrom], longitudinal extensive transverse Myelitis (LETM), rezidivierende
oder bilaterale ON, Area-postrema-syndrom (Wingerchuk et al., 2015).

Abnahme- 0,1-1 ml Serum (methodenabh&ngig), bei 4°C > 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand

bedingungen /
Praanalytik

moglich.

Methoden Qualitativ/semiquantitativ
Friher IFT auf Gewebeschnitten (u.a. Kleinhirn) zur Darstellung von
Wasserkanalen, jetzt Nachweis mittels zellbasiertem IFT (Bindung von IgG aus Patientenserum
an mit humanen Volllangen-AQP4 transfizierte Zellen, nicht aber an nicht-transfizierte oder mit
leerem Vektor transfizierte Kontrollzellen; sog. zellbasierter Assay, CBA]
Quantitativ
Friher Radio- (RIPA) oder Fluoreszenzimmunprézipitationsassay (FIPAJ, jetzt evtl. FACS-basier-
ter CBA; ELISA unzureichend spezifisch.

Referenzwerte Methodenabhangig.

Beurteilung

Spezifitat methodenabhangig, mit CBA >= 99% fir NMOSD, selten auch bei Kollagenosen mit
ZNS-Befall und zusatzlicher NMOSD; Sensitivitat ebenfalls methodenabhangig, mittels CBA in
ca. 80% aller Patienten mit NMO nachweisbar, ca. 60% aller Patienten mit LETM, ca. 5-20% aller
Patienten mit isolierter ON autoimmuner Genese.

NMO-1gG/AQP4-AK-Seropositivitat zeigt sehr hohes Risiko fiir einen relapsierenden Verlauf an.
Bei Patienten mit isolierter ON oder isolierter Myelitis mit hohem Risiko fiir Ubergang in kom-
plette NMO innerhalb eines Jahres verbunden. Wegen wichtiger differentialtherapeutischer und
prognostischer Implikationen positiver Testergebnisse ist eine Bestatigung in einem zweiten,
methodisch unabhangigen Test anzustreben; dies gilt insbesondere fiir Patienten mit Sympto-
men, die relativ selten mit NM0O-1gG/AQP4-AK assoziiert sind (isolierte ON, isolierte Hirnstamm-
encephalitis, kurzstreckige Myelitis). Bei fortbestehendem klinischen Verdacht ist bei initial
negativem Testergebnis eine erneute Testung nach 3-6 Monaten oder jederzeit bei Auftreten
neuer Symptome angezeigt.
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antibodies in neuromyelitis optica. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 87, 1005-1015.

Wingerchuk, D.M., Banwell, B., Bennett, J.L., Cabre, P., Carroll, W., Chitnis, T., de Seze, J.,

Fujihara, K., Greenberg, B., Jacob, A, et al. (2015). International consensus diagnostic criteria
for neuromyelitis optica spectrum disorders. Neurology 85, 177-189.



MOG (Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein)-
Antl kb rper (Jarius et al., 2018; Mayer and Meinl, 2012)

Indikation V.a. MOG-Enzephalomyelitis (u.a. Optikusneuritis, Enzephalitis, Hirnstammenzephalitis, Myelitis,
Neuromyelitis optica). Kiirzlich erschienene internationale Konsensusempfehlungen geben
Empfehlungen fiir Testung und Diagnose und sehen bei Erwachsenen aufgrund der Seltenheit
des Krankheitsbildes eine strenge Indikationsstellung fir die MOG-1gG-Bestimmung vor (Jarius
et al., 2018).

Abnahme- 0,1-1 ml Serum (methodenabhangig), idealerweise gekiihlter Transport, ungekiihlter Post-
bedingungen / versand moglich, wenn Sendung innerhalb von 1-2 Tagen eintrifft.
Praanalytik

Methoden Qualitativ oder semiquantitativ
Nachweis mittels zellbasiertem IFT (Bindung von IgG aus Patientenserum an mit humanen
Volllangen-MOG transfizierte Zellen, nicht aber an nicht-transfizierte oder mit leerem Vektor
transfizierte Kontrollzellen; sog. zellbasierter Assay, CBA).
Quantitativ
Evtl. FACS-basierter CBA.
N.B.
ELISA-Verfahren sind unspezifisch und obsolet; ebenso alle Verfahren, die MOG-Peptide statt
Volllangen-MOG oder nicht-humanes MOG als Antigen einsetzen. Gewebeschnitt-basierte IFT-
Verfahren sind unzureichend sensitiv und fiir den Nachweis von MOG-IgG ebenfalls ungeeignet.

Referenzwerte Methodenabhangig.

Beurteilung Spezifitat und Sensitivitat methodenabhangig. Bestatigung positiver Testergebnisse in einem
zweiten, methodisch unterschiedlichen Assay generell empfohlen, insbesondere jedoch bei
Vorliegen sog. ,red flags” nach Jarius et al. (Jarius et al., 2018). Bestatigtes Vorliegen von MOG-
IgG zeigt Vorliegen einer von der klassischen MS verschiedenen, vermutlich Auto-Antikdrper-
vermittelten autoimmunen ZNS-Erkrankung an. Bei fortbestehendem, klinischem Verdacht ist
bei initial negativem Testergebnis eine erneute Testung nach 3-6 Monaten oder jederzeit bei
Auftreten neuer Symptome angezeigt.

Literatur Jarius, S., Paul, F.,, Aktas, 0., Asgari, N., Dale, R.C., de Seze, J., Franciotta, D., Fujihara, K.,
Jacob, A., Kim, H.J., et al. (2018). MOG encephalomyelitis: international recommendations on
diagnosis and antibody testing. J. Neuroinflammation 15, 134.
Mayer, M.C. and Meinl, E. (2012). Glycoproteins as targets of autoantibodies in CNS inflammation:
MOG and more. Ther. Adv. Neurol. Disord. 5, 147-159.
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Phospholipid (anti-Cardiolipin- und
Beta-2-Glykoprotein I)-Antikdrper

(Harris et al., 1988; Keeling et al., 2012)

Indikation Unerklarte Thrombose-Neigung vor allem zerebraler Gefaf3e bei jlingeren Patienten oder SLE;
Diagnose des ,Phospholipid-AK-Syndroms”.
Abnahme- 1 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maglich.

bedingungen /
Praanalytik

Methode

RIA oder jetzt ELISA, auch automatisiert.

Referenz-
wertebereiche

Methodenabhangig.

Cardiolipin-AK (IgG und IgM): meist < 10-12 U/mL.
Beta-2-Glykoprotein I-AK (IgG und IgM]: < 5 U/ml, manche Methoden auch < 20 U/ml

Anmerkungen

Cardiolipin-AK sind Screeningmethode, Beta-2-Glykoprotein I-AK sind wesentliche Cofaktoren
mit hoherer Spezifitat. Handelsibliche Cardiolipin-Assays basierten bisher auf der Standardisie-
rung nach Harris, dabei erhebliche Unterschiede zwischen verschiedenen Methoden. Teste er-
fassen nicht alle Phospholipid-AK (ggf. zusatzlich Lupus-Antikoagulanz bestimmen). Eine neue
internationale Standardisierung (.Sapporo- oder Koike-Standards”] ist mittlerweile erfolgt.

Beurteilung

Deutlich erhghte Cardiolipin-1gG-Antikorper-Titer (> 20 U/ml) gelten als Risikofaktor fiir
arterielle und vendse Thrombosen; Vorkommen sowohl primar als auch Begleitphanomen bei
SLE. Erhohte Cardiolipin-IgM-Antikorper kommen jedoch auch passager bei verschiedenen
Infektionen vor. Hoheres Risiko bei gleichzeitig nachweisbaren Beta-2-Glykoprotein [-AK. Nach
neuerem Expertenkonsens spricht die Persistenz von > 40 U/ml eines der Ak nach 3 Monaten
serologisch fir ein Phospholipid-Ak-Syndrom. Bei nachgewiesenem Phospholipid-Ak-Syndrom
ist eine Kollagenose-Diagnostik empfehlenswert (DD primé&r-sekundér). Diagnostisch falsch-
negative Befunde sind mdglich, da nicht alle Phospholipid-Antikorper durch die Teste erfasst
werden; daher werden zusatzlich auch gerinnungsphysiologische Tests zum Nachweis des
Lupus-Antikoaguluns empfohlen.

Literatur

Harris, E.N., Asherson, R.A. and Hughes, G.R.V. (1988). Antiphospholipid Antibodies-Auto-
antibodies with a Difference. Annu. Rev. Med. 39, 261-271.

Keeling, D., Mackie, I., Moore, G.W., Greer, |.A., Greaves, M. and British Committee for Stan-

dards in Haematology (2012). Guidelines on the investigation and management of antiphospho-
lipid syndrome. Br. J. Haematol. 157, 47-58.



Therapie-assoziierte Antikorper bei MS
(Anti-IFN-Beta, -Natalizumab)

(Kraus et al., 2012)

Neutralisierende Antikorper gegen Interferon-Beta

Indikation

Uberwachung der Therapie mit einem der Interferon-Beta-Préparate ein bis zwei Jahre nach
Therapiebeginn, bzw. spater, insbesondere bei Wirkungsverlust.

Praanalytik

1 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekiihlter Postversand maoglich.

Methoden Bioassay unter Verwendung von Zellkulturen. Titer werden nach Kawade als
neutralisierende Einheiten (NU) oder sog. ten-fold reduction units (TRU] berichtet.
Referenzwerte Normalerweise nicht nachweisbar, bzw. < 20 NU/TRU.

Beurteilung

Als positiver Test gilt ein Wert von >= 20 NU/TRU, wobei die Dynamik der Antikérperentwicklung
zu bericksichtigen ist. Da die Persistenz der Antikorper titerabhangig ist, werden nur hohere
Antikorpertiter als relevant angesehen, weil dadurch ein langdauernder Wirkverlust der
Behandlung hervorgerufen wird. Die entsprechenden Entscheidungsgrenzen liegen fur Inter-
feron-Beta-1a Préparate (Avonex und Rebif) bei ca. 250 NU/TRU, und fir Interferon-Beta-1b
(Betaferon) bei ca. 500 NU/TRU. Ein einmals positives Testergebnis sollte jedenfalls durch eine
Wiederholung nach 3-6 Monaten bestatigt werden.

Antikorper gegen Natalizumab

Indikation

Uberwachung der Therapie mit Natalizumab (Tysabri) zu Beginn der Behandlung, bei Komplika-
tionen, d.h. bei einem monatlichen Infusionsintervall vor der 2. und 3. Infusion, ansonsten nach
6-9 Monaten.

Praanalytik

1 ml Serum, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand maglich.
Blutabnahme vor der Infusion, da sonst die Antikdrper gebunden werden und daher nicht detek-
tierbar sind.

Methoden Sandwich ELISA, nach strenger Qualitatsiiberprifung von Fa. Biogen-ldec zur Verfligung
gestellt.
Referenzwerte Bei einer Serumverdinnung von 1:10 nicht nachweisbar.

Beurteilung

Als positives Testergebnis gilt, wenn zwei aufeinanderfolgende Proben (im Abstand von mindes-
tens 4 Wochen) bei einer Serumverdiinnung von 1:10 ein positives Testergebnis aufweisen

(= persistierende Antikorper). Dieser Befund korreliert mit dem Verlust der therapeutischen
Effizienz von Natalizumab und einem Verlust des Natalizumab-Serumspiegels. Das Auftreten
einer Infusionsreaktion ist fast immer mit der Prasenz von Antikdrpern verbunden.

Literatur

Kraus, J., Pilz, G., Wipfler, P., Holl, B., Oppermann, K., Golaszewski, S.M. and Harrer, A.
(2012). Ubersicht iiber Labormethoden zur Uberwachung innovativer Therapieregimes bei
Multipler Sklerose. Lab. Med. 36, 389-396.
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Stoffwechsel, Enzyme, Chemokine
und Zytokine

Kupferstoffwechsel bei Morbus Wilson

(Riikgauer 2005, Thomas 2005)

Indikation

Diagnose Morbus Wilson; auch v.a. akute oder chronische Intoxikation.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

1,5 ml Serum und 3 ml eines gut gemischten 24-Std.-Sammelurins, zusatzlich ggf. 5 ml EDTA-
Blut fir Molekulargenetik und 10 mg Leberbiopsat.

Methoden

Kupfer im Serum und 24-Std.-Urin, Coeruloplasmin im Serum:

Die Kupferbestimmungen erfolgen mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS), Coerulo-
plasmin wird nephelometrisch bestimmt.

Molekulargenetik:

Nachweis der Hauptmutation His1069Gln (etwa 1/3 Homozygote] sowie Auffindung anderer
Mutationen durch Gensequenzierung.

Ggf. Radiokupfertest:

Nach i.v.-Injektion von 1 MBq 64 Cu/kg Korpergewicht wird die Kinetik des Einbaus von Radio-
Kupfer in Coeruloplasmin in Relation zur Gesamtserum- und Albuminaktivitat Uber 26 Stunden
gemessen. Auswartige Patienten missen inkl. An- und Abreise fir 3 Tage stationar aufgenom-
men werden.

Referenz-
wertebereich

Cu im Serum: 11-22 pmol/l; Coeruloplasmin: 0,18-0,45 g/l

Beide Parameter konnen wahrend der Schwangerschaft und bei hormoneller Kontrazeption
physiologisch deutlich erhoht sein.

Freies Cu: < 10% (kann aus Cu und Coeruloplasmin abgeschatzt werden)

Cuim Urin: < 1,0 pmol/d

Cu im Leberbiopsat: <100 ug/g TG, bei M.Wilson > 250 ug/g TG

Bei Gber 100 bekannten Mutationen ist die Molekularbiologie sehr aufwandig und weitgehend
auf Hauptmutation (s.0.] bei Betroffenen und Familienangehdrigen beschréankt

Anhand der Aktivitatsverlaufe im Radiokupfertest erfolgt die Zuordnung zu den Kategorien

al gesund, b) heterozygoter Merkmalstréger, c) Morbus Wilson.

Anmerkungen

Weitere Analytik zur Diagnosesicherung: i.v. Radiokupfertest in vivo!

Der RCT ist spezifisch fir M. Wilson und medikamentenunabhangig. Interferenzen messtechni-
scher Natur sind durch Applikation anderer Isotope moglich. Der RCT ist in seiner Spezifitat und
Sensitivitat der Leberkupferbestimmung mindestens ebenbirtig. Auf eine Testdurchfiihrung vor
dem 4. Lebensjahr sollte verzichtet werden. Bisher wurden weder falsch-positive noch falsch-
negative Zuordnungen bekannt. Selbst Acoeruloplasminamien ohne M. Wilson sind ebenso wie
andere Kupferstoffwechselstorungen sicher abgrenzbar.

Beurteilung

Etwa 80-90% aller Patienten mit Morbus Wilson haben erniedrigte Cu- und Coeruloplasmin-
werte im Serum. Erniedrigungen auch beim Menkes-Syndrom (nur mannliche Kinder) sowie bei
schweren Nieren- und Lebererkrankungen moglich. Bei hamolytischen Krisen kann das Serum-
Cu auch erhdht sein. Unbehandelte Patienten mit manifestem Morbus Wilson haben erhchte
Urinkupferausscheidungen (bis 5 pmol/d). Kinder und Patienten im préklinischen Stadium
haben haufig normale Urinausscheidungen.

Erhohte Leberkupferwerte finden sich auch bei Erkrankungen mit Gallenstau.



Literatur Riikgauer, M., (2005). Kupfer (Cu). In: Thomas, L.. Labor und Diagnose: Indikation und
Bewertung von Laborbefunden fir die medizinische Diagnostik, 6. Ed. (TH-Books Verl.-Ges.
Marburg), pp.409-492.
Thomas, L., (2005). Coeruloplasmin (Cp). In: Thomas, L. Labor und Diagnose: Indikation und
Bewertung von Laborbefunden fir die medizinische Diagnostik. 6. Ed. (TH-Books Verl.-Ges.
Marburg), pp. 953-958.
Langkettige Fettsduren (VLCFA)
(Hunneman and Hanefeld, 1987)
Indikation Bei Verdacht auf Adrenoleukodystrophie und Adrenomyeloneuropathie.
Abnahme- 1,0 ml Serum, Standardabnahme. Postversand ist moglich.

bedingungen /
Praanalytik

Methode

Massenspektrometrie.

Referenz-
wertebereich

C 22:0 - 34-96 pmol/L; C 24:0 - 22-83 pmol/L; C 26:0 - 0,22-1,31 pmol/l; Ratio C-24/C-22 -
0,32-1,19; Ratio C-26/C-22 = 0,003-0,021.

Beurteilung

Fur die Beurteilung wird gegeniber Einzelfettsaurebefunden glinstiger das Verhaltnis der Fett-
sauren untereinander herangezogen (s.o.). Dieses ist dann i.a. sehr stark erhéht.

Literatur

Hunneman, D. and Hanefeld, F. (1987). Diagnose von peroxisomalen Erkrankungen - Erfahrungen
mit einer empfindlichen massenfragmentographischen Bestimmung der sehr langkettigen
Fettsdauren und der Phytansaure im Plasma. Monatsschr. Kinderheilkd. 136, 529.

Phytansaure im Serum

(Jacob et al., 1986)

Indikation

Nachweis, Verlaufskontrolle des M. Refsum (Phytans&ure-Alpha-Hydroxylase fehlt).

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Serum, nlichtern, hamolysefrei, ungekihlter Postversand.

Methode

Kapillargaschromatographie.

Referenz-
wertebereich

1-5 pg/mg (0,4-0,6 pmol/L.

Anmerkungen

Bestimmung bei Erwachsenen nur nach Vorliegen einer Liquoreiweiflerhohung und ent-
sprechender klinischer Symptomatik. Zur Charakterisierung atypischer und grenzwertiger
Formen des Refsum-Syndroms empfiehlt sich die erganzende Bestimmung von Pristansaure
und Picolinsdure als Marker des peroxisomalen Stoffwechsels mittels GC/MS.

Beurteilung

Hohe Spezifitat und Sensitivitat, ausgenommen bei stark lipamischen Seren. Erhchte Werte bei
M. Refsum.

Literatur

Jacob, K., Mehlin, S., Knedel, M. and Vogt, W. (1986). Simple capillary gas chromatographic
method for the quantitation of phytanic acid in serum. J. Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. 374,
354-357.
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Arylsulfatase A

(Pilz et al., 1978)
Indikation Verdacht auf Metachromatische Leukodystrophie. Differentialdiagnose von Sphingolipidosen.
Abnahme- Bestimmung vorzugsweise aus Leukozyten, hierfir 4 ml EDTA-Blut, alternativ auch 0,5 ml

bedingungen /
Praanalytik

Serum oder Urin. Tiefgefrorenes Serum kann noch nach mehreren Wochen zur Bestimmung
benutzt werden.

Methode

Enzymatische Spaltung von Nitrocatecholsulfat.

Referenz-
wertebereich

Leukozyten: 30-158 nmol/h/mg Protein; Serum: 3,6-9,4 nmol/h/ml; Urin: 41-178 nmol/h/mlL.

Anmerkungen

Lipamische Seren sind fiir die Messung ungeeignet; haufig falsch-hohe Werte.

Beurteilung

Erniedrigt oder fehlt bei Metachromatischer Leukodystrophie. Erhoht haufig wahrend der
Schwangerschaft und Wundheilung, bei Entziindungen, Vergiftungen, Tumoren, Leukamie.

Literatur Pilz, H., Heipertz, R. and Seidel, D. [1978). Klinische, praklinische und pranatale Diagnose
angeborener Sphingolipidosen durch Bestimmung lysosomaler Hydrolasen. Fortschr. Neurol.
Psychiatr. 46, 207-227.
Hexosaminidase B
(Pilz et al., 1978)
Indikation Differentialdiagnose der Sphingolipidosen. Fehlt bei GM2-Gangliosidose.
Abnahme- 5 ml Spontan-Urin. Méglichst innerhalb von 2 Stunden zentrifugieren und bestimmen.

bedingungen /
Praanalytik

Methode

Enzymatische Spaltung von 4 Nitrophenyl-N-acetyl-3-D-glucosaminid.

Referenz-
wertebereich

1,5-29,8 U/L

Literatur

Pilz, H., Heipertz, R. and Seidel, D. [1978). Klinische, praklinische und pranatale Diagnose
angeborener Sphingolipidosen durch Bestimmung lysosomaler Hydrolasen. Fortschr. Neurol.
Psychiatr. 46, 207-227.

Vitamin-B12 im Serum

(Chanarin, 1987; Thomas, 2005)

Indikation

Verdacht auf Vitamin-B12-Mangel bei:

Chronischen Magenerkrankungen mit Atrophie der Korpusschleimhaut, Instrinsic-Faktor-
Mangel bei Sub-, An-Aziditat, Zustand nach partieller/totaler Magenresektion, Erkrankungen
des terminalen Ileus, funikularer Spinalerkrankung, pernizioser Anamie, schweren chronischen
Lebererkrankungen, schweren Nierenerkrankungen, Resorptionshemmung durch Colchicin
(langfristig), nutritiver Mangel, Befall mit Fischbandwurm.

Abnahmebed./
Praanalytik

Serum innerhalb von 8 Stunden verarbeiten, danach Aufbewahrung im Kihlschrank, tiber 24 Std.
hinaus Lagerung bei - 20°C.



Methode Kompetitiver Enzymimmunoassay nutzt paramagnetische Partikel als Festphase und einen
innovativen Chemilumineszenz-Nachweis zur quantitativen Bestimmung des Vitamin-B12-
Spiegels im Serum.

Referenz- 185-940 pg/mL.

wertebereich

Anmerkungen

Der Vitamin-B12-Wert im Serum ist diagnostisch nur verwertbar, wenn langere Zeit vor der
Blutentnahme keine parenterale Vitamin-B12-Zufuhr erfolgte.

Beurteilung

Unterschreiten des Referenzbereiches zeigt die Vitamin-B12-Hypovitaminose und deren
quantitatives Ausmaf an, auch im unteren Referenzbereich ist ein sog. metabolischer oder
latenter Vitamin-B12-Mangel mdglich; ggf. Bestimmung der Methylmalonsaure sowie von Holo-
transcobalamin empfehlenswert.

Literatur

Chanarin, I. (1987). Megaloblastic anaemia, cobalamin and folate. J. Clin. Pathol. 40, 978-984.
Thomas, L. (2005). Labor und Diagnose: Indikation und Bewertung von Laborbefunden fir die
medizinische Diagnostik. (Marburg: TH-Books Verl.-Ges).

Folsaure im Serum

(Chanarin, 1987; Thomas, 2005)

Indikation

Verdacht auf Folsduremangel z.B. bei:

Megaloblastarer Andmie, allgemeiner Untererndhrung (z.B. Alkoholiker], Malabsorptions-
syndrom, Jejunumresektion, Langzeitmedikation mit Phenytoin, Phenobarbital, Daraprim, lang-
fristig oraler Antibiotikagabe, besonders Sulfonamide, Erkrankungen mit starker Zellprolifera-
tion, Hamoblastosen, gesteigerter Erythropoese bei chronisch hamolytischer Anamie, Psoriasis,
exfoliativer Dermatitis, nachgewiesenem Vitamin-C-Mangel oder DD Vitamin B12-Mangel bei
unklarer neurologischer Symptomatik.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Serum innerhalb von 8 Std. verarbeiten, lagern bei 2-8°C, sonst Lagerung bei -20°C,
hamolytische Seren diirfen nicht verwendet werden.

Methode Kompetitiver Enzymimmunoassay nutzt paramagnetsiche Partikel als Festphase und einen
innovativen Chemilumineszenz-Nachweis zur quantitativen Bestimmung des Folsaurespiegels
im Serum.

Referenz- Nach neueren Erkenntnissen nach Homocystein-Konzentrationen optimiert und nach oben

wertebereich

korrigiert:

Normalwert 4,4-16,9 ng/ml
grenzwertig 2,5-4,4 ng/ml
vermindert < 2,5 ng/ml

Anmerkungen

Um die Atiologie einer megaloblastidren Anamie abkldren und richtig behandeln zu kénnen, ist
die gleichzeitige Bestimmung von Folsaure und Vitamin-B12 sinnvoll. Bei ausgewogener bzw.
Folsaure-substituierter Ernahrung ist der Folsdauremangel mittlerweile sehr selten.

Beurteilung

Unterschreiten des Referenzbereiches zeigt empfindlich einen latenten Mangelzustand an,
obwohl die Grofle des Folsaurespeichers durch den intraerythrozytaren Folsauregehalt wider-
gespiegelt wird. Im unteren Referenz- oder Graubereich ist ggf. mit einem sog. metabolischen
Folsauremangel zu rechnen, ggf. Bestimmung von Homocystein empfehlenswert.

Literatur

Chanarin, I. (1987). Megaloblastic anaemia, cobalamin and folate. J. Clin. Pathol. 40, 978-984.
Thomas, L. (2005). Labor und Diagnose: Indikation und Bewertung von Laborbefunden fir die
medizinische Diagnostik. (Marburg: TH-Books Verl.-Ges).

73



74

Aminosaureprofil in Liquor und Plasma

[Akiyama et al. 2014)

Indikation Angeborene Storungen des Aminosaurestoffwechsels bzw. Transporterstérungen
(Schrankenfunktion), bevorzugt bei Kindern, Diagnostik und Verlaufskontrolle.
Abnahme- Jeweils 0,5 ml Plasma und blutfreier Liquor, kein Serum, fir Transport einfrieren.

bedingungen /
Praanalytik

Methoden

Isokratische HPLC nach EnteiweiBung und Verdiinnung; Detektion mittels Tandem-
Massenspektrometrie.

Referenzbereiche

Plasma (altersabh&ngig): je nach Aminos&ure 0,1-12 mg/dl
Liquor: je nach Aminosaure 0,02-8 mg/dl

Anmerkungen

und Beurteilung

Beurteilung muss abhangig von Alter und Fragestellung erfolgen, bei Transporterdefekten bzw.
ZNS-Beteiligung bevorzugt Liquor/Plasma-Konzentrationsverhéltnisse relevant.

Literatur: Akiyama, T., Kobayashi, K., Higashikage, A., Sato, J., Yoshinaga, H. (2012). CSF/plasma ratios of
amino acids: reference data and transports in children. doi: 10.1016/j.braindev.2012.12.001.
Hypokretin (Orexin) im Liquor
(Ebrahim et al., 2002)
Indikation Storungen des Schlaf-Wach-Rhythmus, insbesondere Narkolepsie-Kataplexie.
Abnahme- 0,5 ml Liquor.

bedingungen /
Praanalytik

Methoden

Friher RIA, jetzt ELISA, messen Hypokretin-1.

Referenz-
wertebereich

Bei gesunden Probanden > 200 pg/ml, Graubereich 110-200 pg/mlL.

Beurteilung

Eindeutig erniedrigte (< 110 pg/ml) Liquorkonzentrationen weisen eine hohe Spezifitat fir das
Narkolepsie-Kataplexie-Syndrom auf; vereinzelt auch eindeutig erniedrigte Werte bei Narko-
lepsie ohne Kataplexie, jedoch nicht bei anderen symptomatischen oder idiopathischen Hyper-
somnien.

Literatur Ebrahim, I.0., Howard, R.S., Kopelman, M.D., Sharief, M.K. and Williams, A.J. (2002).
The hypocretin/orexin system. JRSM 95, 227-230.
Chemokin CXCL13 im Liquor
(Rupprecht et al., 2014; Schmidt et al., 2011)
Indikation Frihphase der Neuroborreliose; Verlaufskontrolle; ggf. auch Neurosyphilis und B-NHL des ZNS.
Abnahme- 0,5 ml Liquor, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil .

bedingungen /
Praanalytik

Methoden

Verschiedene inzwischen gut standardisierte ELISAs.



Referenzwerte

Liquor < 20 pg/ml (Nachweisgrenze).

Beurteilung

Deutlich erhohte Konzentrationen finden sich vor allem bei Infektionen mit starker Aktivierung
von B-Zellen oder Dendritischen Zellen, vor allem Neuroborreliose und Neurosyphilis, die bei
der Neuroborreliose der intrathekalen Antikorpersynthese vorausgehen und auch friher wieder
abfallen: Abhangig vom festgelegten Cut-off-Wert und dem verwendeten Testverfahren betragt
die Sensitivitat der CXCL13-Messung im Liquor zur Diagnosestellung einer akuten Neuroborre-
liose 88-100% und die Spezifitat iber 99%. Bei einem Cut-off-Wert von 250 pg/ml zeigte sich eine
Sensitivitat von 100% und eine Spezifitat von 99% fiir den Nachweis einer akuten Neuroborreliose.
Die CXCL13-Konzentrationen lagen im Median bei 3.860 pg/ml (292-32.960 pg/ml) (Rupprecht et
al., 2014). Eine unauffallige CXCL13-Konzentration im Liquor schlief3t eine akute Neuroborreliose
praktisch aus. Unter Antibiotika-Therapie kommt es zu einem raschen Abfall des CXCL13 im
Liquor, so dass CXCL13 auch als Therapiemarker eingesetzt werden kann. Erhdhte Werte findet
man auch bei Kryptokokkenmeningitis, HIV-Infektion und ZNS-Lymphomen, sowie in geringen
Konzentrationen auch bei Multipler Sklerose und viraler Meningitis (20-200 pg/ml].

Literatur

Rupprecht, T.A., Lechner, C., Tumani, H. and Fingerle, V. (2014). CXCL13: a biomarker for acute
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Interleukin-6 (IL-6) im Liquor

(Gruber et al., 2015; Hopkins et al., 2012; Schoch et al., 2007)

Indikation

Vor allem Verlaufsbeobachtung und Prognoseabschatzung bei Ventrikeldrainagen insbesondere
nach SAB: Vasospasmusrisiko, auch Ventrikulitis; ggf. Ausschluss einer bakteriellen Meningitis.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

0,5 ml Liquor, instabil, sofort verarbeiten, Einfrieren bei den genannten Indikationen nicht
sinnvoll.

Methoden

Verschiedene, vor allem automatisierte Immunoassays.

Referenzbereich

< 7 pg/ml

Beurteilung

Am ehesten bei Verlaufsuntersuchungen in Ventrikeldrainagen aussagekraftig; ein starker
Anstieg > 3000 pg/ml zeigt ein hohes Vasospasmusrisiko nach SAB oder eine beginnende Ventri-
kulitis (dann meist > 10.000 pg/ml) an. Leicht bis m&fBig erhéhte Werte sind sehr unspezifisch
und kommen bei verschiedensten entziindlichen ZNS-Erkrankungen und epileptischen Anfallen
vor, jedoch anscheinend nicht bei MS. Die Bedeutung fiir die Differentialdiagnose der Meningitis
ist sehr umstritten: keine sichere Unterscheidung zwischen bakterieller und viraler Meningitis
maoglich.

Literatur

Gruber, S., Werner, P., Germann, R. and Fraunberger, P. (2015). Interleukin-6 im Liquor -
diagnostische Wertigkeit. Lab. Med. 39, 355-366.

Hopkins, S.J., McMahon, C.J., Singh, N., Galea, J., Hoadley, M., Scarth, S., Patel, H., Vail, A.,

Hulme, S., Rothwell, N.J., et al. (2012). Cerebrospinal fluid and plasma cytokines after
subarachnoid haemorrhage: CSF interleukin-6 may be an early marker of infection. J. Neuro-
inflammation 9, 255-261.

Schoch, B., Regel, J.P., Wichert, M., Gasser, T., Volbracht, L. and Stolke, D. (2007). Analysis
of intrathecal interleukin-6 as a potential predictive factor for vasospasm in subarachnoid
hemorrhage. Neurosurgery 60, 828-836.

75



76



[Il. Methoden im Forschungs-
und Erprobungsstadium,
mit umstrittener Relevanz oder
nicht-standardisierter Methodik
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Antikorper-sezernierende Zellen (ASZ) und
Zytokin-sezernierende Zellen (ZSZ) im Liquor

(Czerkinsky et al., 1988; Olsson et al., 1990; Sun, 1993)

Indikation Diagnostik und Verlaufsbeurteilung neurotroper Infektions- und Autoimmunerkrankungen
(humoraler und zellularer Immunstatus).
Abnahme- 15-20 ml frischer Liquor wird zentrifugiert (200g, 10 Min.}, das Sediment in Kulturmedium

bedingungen /
Praanalytik

(mit 10% fetalem Kéalberserum) aufgenommen und auf 4-6 x 10* mononukleére Zellen
(MNZ]/ml eingestellt.

Methode ASZ: Immunospotassay, ELISPOT (Sun et al.1993)
ZSZ: Immunospotassay (Czerkinsky et al. 1988) ggf. in einer Modifikation (Olsson et al. 1990)
Spontane ZSZ und in vitro Antigen-stimulierte ZSZ konnen ermittelt werden.

Referenz- ASZ: 1gG-ASZ: 2-20/10* MNZ; IgM-ASZ: 0-4/10 MNZ;

wertebereich

IgA-ASZ: 0-6/10¢ MNZ.
ZSZ: Interferon-Gamma (IFN)-sezernierende T-Zellen:
spontan: 9-15/10° MNZ; gegen MBP: 0-20/10° MNZ; gegen PLP: 0/105 MNZ.

Anmerkungen

ASZ: Die Normwertebereiche wurden an organisch gesunden Probanden mit muskularem
Spannungskopfschmerz ermittelt. Spezifische 1IgG-ASZ, z.B. gegen Myelinkomponenten (MBP,
MAG, PLP, MOG) und Borrelien wurden bei diesen Probanden nicht gefunden. Die Methode sei
sensitiver als Nachweismethoden fir freie Antikdrper (ELISA, RIA).

ZSZ: Die spontane Zytokinsekretion ist Ausdruck zellularer Aktivierung. Der Test kann prinzi-
piell fur alle Zytokine angewendet werden. Antigen-reaktive T-Zellen wurden bisher meist Giber
IFN-Gamma-Sekretion ermittelt. Dabei stellt die Zahl spontaner ZSZ, deren Spezifitat gegen
dasselbe Antigen gerichtet ist, das zur in-vitro-Stimulation verwendet wurde, einen Unsicher-
heitsfaktor dar. Liquorwerte tUbersteigen Blutwerte haufig um das 50-100fache.

Beurteilung

ASZ: Bei Autoimmunerkrankungen und Infektionskrankheiten des ZNS, wie MS, Neuroborreliose,
tuberkuldse und Virusmeningitiden (Masern, HSV, HIV) und Toxoplasmose, steigt die Zahl der
totalen IgG- und IgM-ASZ iber den Normbereich an und erreicht im Liquor 10-50fach hohere
Werte als im Blut. Spezifische IgG-ASZ werden nachweisbar und persistieren bei chronischem
Verlauf. Exakte Angaben zur Spezifitat und Sensitivitat konnen noch nicht gemacht werden.

ZSZ: Es handelt sich um eine Methode zur Reaktivdiagnostik bei Autoimmunerkrankungen und
Infektionskrankheiten des ZNS. Die Methode ist sensitiver als der Nachweis freier Zytokine

im Liquor, da letztere in-vivo gebunden und/oder abgebaut werden konnen. Es gelang mit ihr
erstmals, Masern- und Mumps-reaktive T-Zellen im Liquor nachzuweisen. Zur Spezifitat und
Sensitivitat konnen z.Z. noch keine exakten Angaben gemacht werden.

Literatur
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Freie Immunglobulin Leichtketten im Liquor -
quantitative und qualitative Analyse

Vorbemerkung

Die Analyse von freien Leichtketten im Liquor wurde schon vor 40 Jahren zunachst mit elektro-
phoretischen Methoden und Radioimmunoassays begonnen (DeCarli et al., 1987; Rudick et al.,
1985). Mit der verbesserten automatisierten Analytik gewinnt dieser Parameter wieder neues
Interesse als empfindlicher Nachweis einer humoralen Immunreaktion im ZNS, insbesondere
im Vergleich mit dem scheinbar aufwandigeren Nachweis von oligoklonalem IgG (Fagnart et al.,
1988; Rudick et al., 1989).

Freie Leichtketten: Immunglobulin-Molekiile bestehen aus zwei schweren und zwei Leichtket-
ten mit jeweils konstantem und variablem Teil. Es gibt zwei Typen von Leichtketten, Kappa und
Lambda, die von verschiedenen B-Zell-Klonen zusammen mit einer Schwerkette im Uberschuss
synthetisiert werden und so im Blut auch frei vorkommen als Freie Leichtketten, FLC. FLCs im
Serum haben eine eher kurze Halbwertszeit (2-4 Std.) durch schnelle Clearance tber die Niere.
Im Gegensatz dazu sind FLCs, die im intrathekalen Raum erzeugt werden, nicht der Clearance
unterworfen, was auf eine Halbwertszeit hindeutet, die mit anderen Liquor-Proteinen vergleich-
bar ist. Daher wird selbst eine niedrige Fraktion von intrathekalen FLC neben einer kleinen
Fraktion aus dem Blut zu einem groflen FLC-Quotienten im Liquor fiihren, also zu einem poten-
ziellen Marker fur die intrathekale Immunglobulin-Synthese.

Fir die neurologische Diagnostik hat insbesondere FLC-Kappa Bedeutung gewonnen.

Es wurde sehr frih festgestellt, dass das Vorhandensein von FLCs im Liquor bei MS-Patienten
auf direkte Synthese und nicht auf IgG-Degradierung zurtickzufiihren ist (Rudick et al. 1985).

Es wurde auch friih erkannt, dass der Nachweis einer intrathekalen FLC-Synthese ein diagnos-
tisch sensitiver Test bei ZNS-Entziindungen sein kann. In einer Untersuchung wurde in 18 von
33 (54%) OKB-negativen MS-Patienten intrathekal produzierte FLC beschrieben (Goffette et al.,
2004).

Indikation

Empfindlicher Nachweis oder Ausschluss einer Immunreaktion im ZNS.

Methoden

A) Quantitative Bestimmung der Konzentrationen in Liquor und Serum
B) Qualitative Analyse der oligoklonalen FLC-Banden in Liquor und Serum nach isoelektrischer
Fokussierung und Immunoblot.

A} Quantitative Bestimmung freier Leichtketten in Liquor
und Serum

Methode

Automatisierter nephelometrischer Latex-verstéarkter immunchemischer Nachweis, (z.B. N Latex
FLC kappa und lambda Siemens Assay, monoklonal (BN ProSpec®]: Dieselbe Kalibrationskurve
(Bereich 0,034 - 1,09 mg/U) wird fiir Liquor und Serumprobe verwendet. Initial unverdiinnter Liquor
und 1:100 verdiinntes Serum werden automatisch auf dem Gerat weiterverdiinnt, um im geeigne-
ten Messbereich zu messen (Senel et al., 2019).

Alternativ wird auch auf einem automatisierten turbidimetrischen Messsystem gemessen, z.B.
SPArLus oder Optilite® turbidimetric analyzer mit Freelite™ kits, polyklonal (The Binding Site Ltd.):
Messung beider Proben auf einer Standardkurve mit Standards zwischen 0,40 mg/l und 18,0 mg/L,
die Liquorprobe wird unverdiinnt und die Serumprobe 1:10 verdiinnt in vélllig verschiedenen Be-
reichen der Kalibrationskurve gemessen (Reiber et al., 2019).

Referenz-
wertebereich
fiir FLC-Kappa

FLC-Kappa ist im Serum meist monomer (22,5 kDa) mit 5-22 mg/l und FLC-Lambda ist meist
dimer (45 kDa) mit 8-27 mg/l und einem variablen Verhéltnis Kappa /lambda von 0,3 bis 1,6.
Entsprechend der kleinen Molekiilgrofle diffundieren die FLC schneller in den Liquor als IgG,
das normale Verhéltnis Liquor/Serum ist fiir FLC-Kappa im Mittel 1:100 oder QKappa =10 x 10
im Vergleich zu Qigs = 2 X102 (Reiber et al., 2019; Senel et al., 2019).

Als Obergrenze der normalen absoluten Liquorkonzentrationen von FLC-Kappa werden in der
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Literatur 0,4-0,61 mg/l angegeben. Das ist aber fir die Interpretation nicht geeignet, da eine
extreme Variation im Serum die Verwendung von Liquor/Serum-Quotienten, Qxappa, Nahelegt. Da
die Liquorkonzentration auBerdem im pathologischen Falle von der Schrankenfunktion abhangt,
wird der Qkappa-Wert auf den Albumin-Quotienten, Qaw, bezogen. Seither wurden Grenzwerte
fir den FLC-Kappa-Index zwischen Indexkappa = 3,6 und Indexkappa = 12 verwendet (Duranti et al.,
2013; Presslauer et al., 2014, 2016).

Der Referenzbereich fir ein Quotienten-Diagramm folgt aber wie fiir alle Serumproteine im
Liquor (s. IgG, IgA, IgM] einer hyperbolischen Funktion. Diese Grenzfunktion Qxkeppa (lim) wurde
mit dem Referenzbereich (Qmean +3 CV) bestimmt (Reiber et al., 2019):

Qkappa (lim) = 3,27 [Qaw? +33]°° - 8,2 (x 10). Diese hyperbolische Funktion ist giltig fiir

Qai < 155 x 10 entsprechend Qxappa (500 x 10%). Statt einer invertierten Hyperbelfunktion kann
einfach bei Qaw > 300x10- als Obergrenze des Referenzbereichs Qkappa = 1 (1000 x 10-) ange-
nommen werden. Dazwischen, im Bereich Qan = 150-300, kann die Asymptote Qkappa = 3,27 x Qaw
verwendet werden. Wie fur die Immunglobuline beschrieben, lasst sich auch hier die intrathe-
kale Synthese quantitativ berechnen. Mit den Liquor- und Serumkonzentrationen CSFxkappa und
Skappa €rhalten wir fiir die diagnostische Beschreibung der intrathekalen Synthesemenge des
Einzelpatienten:

Kappatoe = [Qxappa (total)-Qkappa (lim)] x Skappa [Mg/l]

Kappair = Kappaioc /CSFkappa 0der (1 = Quim/Qxappa) x 100 [%)]

Und fir den statistischen Vergleich von Gruppen

Kappatoc (mean) = [Qkappa (total) = Qkappa (Mean)] x Skappa in Mg/l

Beurteilung

FLC-Kappa Quotienten > Qkappa (lim] oder Qkappa > 1 weisen auf eine intrathekale Synthese mit
einer Wahrscheinlichkeit von 99,5% hin (Referenzbereich Qmean £3 CV). 4-10% der MS-Patienten
mit oligoklonalem IgG waren hier aber unterhalb Qlim, d.h. falsch-negativ (Reiber et al., 2019;
Zeman et al., 2016). Die Methode hat eine vergleichbare Sensitivitat fir eine definitive Multiple
Sklerose und die Erstmanifestation einer MS (CIS-Stadium) wie OKBs. Fiir die Beurteilung einer
intrathekalen Immunglobulinsynthese bei MS (eingeschrankter Qas-Bereich << 30) haben die
Formel flr Lockappa Und Indexkappa €ine kontrovers beurteilte, insgesamt jedoch vergleichbare
Sensitivitat und Spezifitat, dabei aber eine Uberlegenheit gegeniiber anderen Methoden, die eine
Korrektur fiir Qan und Serum-Kappa nicht beriicksichtigen (Hegen et al., 2019; Reiber et al.,
2019; Senel et al., 2019; Schwenkenbecher et al., 2019). Intrathekal synthetisierte FLC-Kappa
bei Patienten mit CIS und MS zeigen eine gute Korrelation mit der MRZ-Reaktion auf (Huss

et al., 2019).

B) Freie und Immunglobulin ({Ig) gebundene oligoklonale
Leichtketten

Methode Isoelektrische Fokussierung (IEF) von Liquor- und Serumproben, spezifische Immunfixation von
freien und/oder gebundenen Lambda- und Kappa-Leichtketten, Silberfarbung, Serum- und
Liquorproben werden auf gleichen Ig-Gehalt eingestellt und im gleichen Gel nebeneinander
analysiert (s. Oligoklonales IgG).

Referenz- Gleiches Bandenmuster in Serum und Liquor eines Probanden (ohne Auftreten identischer,

wertebereich

stérker ausgepragter Banden oder isolierter Banden im Liquor].

Beurteilung
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Die Beurteilung erfolgt durch Vergleich der Bandenmuster von Serum- und Liquorprobe eines
Probanden, sowie durch Vergleich der Bandenmuster aller Proben eines Gels. Bereits der Nach-
weis weniger zusatzlicher, spezifischer Lambda- oder Kappa-Banden im Liquor spricht fir eine
Ig-Synthese im ZNS. Interpretationstypen 1-5 konnen wie beim Oligoklonalen IgG dargestellt
verwendet werden.

Die Detektion gebundener und/oder freier leichter Ketten erscheint empfindlicher als die
alleinige Detektion der schweren Ketten. Der Nachweis intrathekal produzierter, freier leichter
Ketten im Liquor wird als empfindlicher Parameter fiir den Nachweis einer ZNS-Entziindung
angesehen mit einer Sensitivitat, wie sie bei OKB’s bekannt ist.



Anmerkungen

Die qualitative Analyse oligoklonaler FLCs ist sicher empfindlicher als die quantitative FLC-
Analyse, wie dies beim oligoklonalen IgG sichtbar wurde. Aber die Praktikabilitat mag noch
schlechter als beim etablierten Oligoklonalen IgG sein.

Bei der aktuellen neuen Einfiihrung der hyperbolischen Grenzlinie des Referenzbereiches sind
die friiheren Analysen der Sensitivitat und Spezifitat mit extrem verschiedenen Referenzberei-
chen flr die quantitative Methode neu zu bewerten, fiir QAlb >30 noch weitgehend hypothetisch.
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Zirkulierendes interzellulares Adhasionsmolekul-1
[CICAM ‘1 ] (Lewczuk et al., 1998)

Indikation

Aktivitatsparameter bei akut- und chronisch-entziindlichen Prozessen, z.B. bei MS.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

1 mlSerum und ggf. 1 ml Liquor ausreichend; Kihlung innerhalb von 24 Stunden nach
Abnahme notig.

Methode

Kommerziell erhaltliche Sandwich-ELISA mit vorbeschichteten Platten.

Referenz-
wertebereich

Serum: 150-400 ng/ml; Liquor: < 0,3 ng/mL.

Da sICAM ein leptomeningeales Protein ist und mit dem verlangsamten Liquorfluss in nicht-
linearer Weise ansteigt, wird die absolute sICAM Konzentration mit Bezug auf den Albumin-
Quotienten, QAlb, ausgewertet (Lewczuk et al., 1998). Durch das Gleichgewicht zwischen LGsli-
cher und gebundener Form nimmt mit abnehmendem Liquorfluss die Konzentration im Liquor
im Sinne einer Sattigungkurve immer weniger zu.

Beurteilung

Bisherige Untersuchungen an tiber 500 Patienten haben gezeigt, dass sich erhohte Liquorspiegel
von cICAM-1 nur bei Patienten mit entziindlichen Erkrankungen des Zentralnervensystems fin-
den lieBen. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass bei einer schubférmig verlaufenden MS
cICAM-1 wahrend des Schubes im Blut und Liquor ansteigt.

Literatur
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Phosphohexoseisomerase (PHI]

(Wurster, 1988)

Indikation

Verdacht auf primare oder sekundare Hirntumore.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

0,3 ml nicht hdmolytisches Serum, 0,3 ml CSF (ohne lysierte Erythrozyten, da diese viel PHI
enthalten).

Methode

Kinetische Messung der Enzymaktivitat iiber NADPH Zunahme im optischen Test.

Referenz-
wertebereich

bei 25°C: Serum < 109 U/L; CSF < 9,3 U/L.

Anmerkungen

Einfacher, automatisierbarer Test. Korrekturrechnung erst bei ausgepragten Schranken-
storungen und hohen Aktivitaten im Blut. Auch zur Unterscheidung von bakteriellen und viralen
Meningitiden brauchbar. Synonyme Namen: Phosphoglucoseisomerase (PGI) und Glucose-
phosphatisomerase.

Beurteilung

Hohe Sensitivitat fir Hirnmetastasen bei Karzinomen (z.T. auch fir zytologisch nicht fassbare),
mittlere fur lymphoproliferative Erkrankungen, mafige fir primare Hirntumore. Gut geeignet
zur Therapie-/Verlaufskontrolle.

Literatur
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Beta-2-Mikroglobulin im Liquor

(Adachi, 1991; Svatofiova et al., 2014)

Indikation

ZNS-Befall bei Leukamien und Lymphomen, ZNS-Befall bei HIV-Infektion.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

Bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, 0,5 ml Liquor, ungekihlter Postversand maglich.

Methode Serummethoden auch fur Liquor anwendbar. ELISA oder selten noch RIA; auch nephelo-
metrische oder turbidimetrische Methoden z.B. mit Latexverstarkung.
Referenz- < 1,8 mg/l.

wertebereich

Anmerkungen

Da bereits im Normalzustand im ZNS eine Beta-2-Mikroglobulin-Produktion stattfindet, ist eine
schrankenabhangige Auswertung der zu Uber 90% aus dem ZNS stammenden Liquorfraktion
nicht sinnvoll.

Beurteilung

Keine Spezifitat fir maligne Erkrankungen, erhoht auch bei zahlreichen, insbesondere lympho-
zytaren entziindlichen Prozessen. Eine sichere Unterscheidung entzindlicher und maligner
Zellinfiltrate ist daher nicht maoglich. Ein Normalbefund erhoht jedoch die Ausschlusswahr-
scheinlichkeit.

Literatur Adachi, N. (1991). Beta-2-Microglobulin levels in the cerebrospinal fluid: Their value as a
disease marker. Eur. Neurol. 31, 181-185.
Svatoriova, J., Bofecka, K., Adam, P. and Lanska, V. (2014). Beta-2-Microglobulin as a diagnostic
marker in cerebrospinal fluid: A follow-up study. Dis. Markers 2014, 1-6.
Beta-Trace-Protein (Prostaglandin-D-Synthase])
(Brettschneider et al., 2004; Jordan et al., 2004; Tumani et al., 1998; siehe auch unter .Nachweis von Liquor in Sekreten”)
Methode Nephelometrie.
Weitere Experimentelles Stadium: Liquor
potenzielle
Anwendungs- Differenzierung zwischen purulenter und serdser Meningitis:

maglichkeiten

Beta-Trace-Protein zeigt im Gegensatz zu den anderen aus dem ZNS stammenden Proteinen
(wie z.B. Tau, NSE oder S100) einen 11-fachen Anstieg des ventrikulolumbalen Gradienten, was
darauf hinweist, dass der grofte lumbale Anteil des Beta-Trace-Protein nicht aus dem Plexus
choroidius, sondern aus spinalen Leptomeningen stammen muss. Bei meningealen Erkrankun-
gen wie z.B. bakteriell-eitrigen und tuberkulosen Meningitiden werden erniedrigte Beta-Trace
Liquorwerte gefunden. Bei viralen oder nicht-eitrigen Meningitiden sind Beta-Trace-Konzentra-
tionen im Liquor dagegen unverandert (Tumani et al., 1998).

Indikator fiir Meningopathie?

Erniedrigte Beta-Trace-Protein-Konzentrationen im Liquor bei Patienten mit idiopathischem
NPH konnten auf das Vorliegen einer Meningopathie hindeuten. Diese Resultate sind aufgrund
der noch zu geringen Fallzahlen als praliminar anzusehen.
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Einfluss auf Schlafrhythmus:

Im Tierexperiment ist mehrfach ein Zusammenhang zwischen Beta-Trace-Protein-Konzentra-
tionen und dem Schlafrhythmus nachgewiesen worden.

Auch beim menschlichen Schlaf scheint Beta-Trace eine Rolle zu spielen: im Serum von Nor-
malprobanden zeigt Beta-Trace zirkadiane Anderungen, wobei es zu signifikanten nachtlichen
Anstiegen kommt, die durch Schlafentzug unterdriickbar sind (Jordan et al., 2004). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass Beta-Trace-Serumspiegel bei Patienten mit Narkolepsie mit hyper-
somnischen Phasen gut korreliert, aber nicht mit Kataplexie (Jordan et al., 2005).

Literatur Brettschneider, J., Riepe, M.W., Petereit, H.-F., Ludolph, A.C. and Tumani, H. (2004). Meningeal
derived cerebrospinal fluid proteins in different forms of dementia: is a meningopathy involved
in normal pressure hydrocephalus? J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 75, 1614-1616.
Jordan, W., Tumani, H., Cohrs, S., Eggert, S., Rodenbeck, A., Brunner, E., Rither, E. and
Hajak, G. (2004). Prostaglandin D synthase (Beta-trace] in healthy human sleep. Sleep. 27,
867-874.
Jordan, W., Tumani, H., Cohrs, S., Rodenbeck, A., Riither, E., Bechthold, J. and Mayer, G. (2005).
Narcolepsy: Increased L-PGDS (Beta-trace) levels correlate with excessive daytime sleepiness
but not with cataplexy. J. Neurol. 252, 1372-1378.
Tumani, H., Reiber, H., Nau, R., Prange, H.W., Kauffmann, K., Mader, M. and Felgenhauer, K.
(1998). Beta-trace protein concentration in cerebrospinal fluid is decreased in patients with
bacterial meningitis. Neurosci. Lett. 242, 5-8.
Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) im Liquor
(Khoury et al., 2009)
Indikation Diagnose und Aktivitatsbeurteilung von Neurosarkoidosen.
Abnahme- Serum und jetzt auch Liquor wird unverdinnt eingesetzt.

bedingungen /
Praanalytik

Methode Historisch verschiedene, nicht-standardisierte Aktivitatsbestimmungen von ACE im Liquor und
Serum; mittlerweile aber auch standardisierte, CE-zertifizierte, z.T. auch automatisierbare Me-
thoden mit entsprechend unterschiedlichen Refernzwerten. Einheiten in nmol/min/ml bzw. U/L.

Referenz- ACE-Werte im Liquor sind grundsatzlich vom Albumin-Quotienten abhangig, da normal nur

wertebereich

ca. 70% (Bereich 10-90%) des Liquor-ACEs aus dem ZNS stammen. Bei normalem Liquorfluss
(Qaw = 2 - 8 x 10°%) ist die ACE-Aktivitat 0,24-1,8 nmol/min/mlim Liquor. Referenzwertebereich
im Serum ist 62-167 nmol/min/ml. Pathologische ACE-Werte im Liquor aufgrund vermehrter
intrathekaler Freisetzung sind gegeben, wenn ACE > 1,6 + 0,06 x Qaw [nmol/min/ml].

Anmerkung

Es wird der Absolutwert von ACE im Liquor auf den Albumin-Quotienten bezogen, da mit redu-
ziertem Liquorfluss die aus dem Blut stammende CSF-Fraktion ansteigt. Damit wird verhindert,
dass ACE-Erhohungen bei Blut-Liquor-Schrankenfunktionsstorungen (z.B. Meningitis) falsch
interpretiert werden. Die Darstellung der ACE CSF/Serum-Quotienten als Funktion des Albu-
min-Quotienten ware theoretisch richtiger, ist aber aufgrund behandlungsbedingter (Cortison)
Schwankungen der Serumwerte in der Praxis nicht so gut geeignet. Es wurden Neurosarkoidose-
Falle als auch andere neurologische Erkrankungen beobachtet, die oberhalb des Referenz-
bereiches liegen. Der Parameter ist also fiir Neurosarkoidose unspezifisch.

Beurteilung
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Fur die Beurteilung einer systemischen Sarkoidose ist folgendes zu berticksichtigen: Kinder
haben bis zur Pubertat hohere Serumwerte als Erwachsene mittleren Alters, mit zunehmen-
dem Alter fallen die ACE-Werte ab. Bewertung immer nur in Zusammenhang mit der klinischen



Symptomatik, da auch bei anderen Erkrankungen erhdhte Serumwerte gefunden werden

(z.B. M. Gaucher, Lepra, TBC, Primar bilidre Zirrhose, alkoholische Lebererkrankungen,
Hyperthyreose, Diabetes mellitus). Aus der absoluten Hohe des Serumwertes kdnnen keine
prognostischen Schlisse gezogen werden, sie konnen aber zur Therapiekontrolle im Verlauf
hilfreich sein. Fiir den Nachweis einer Neurosarkoidose ist ACE im Liquor nur bei einer klaren
differential-diagnostischen Fragestellung sinnvoll. Die Abwesenheit von erhohten hirnabhan-
gigen ACE-Fraktionen im Liquor schlieft eine Neurosarkoidose nicht aus (geringe klinische
Sensitivitat neben Unspezifitat).

Literatur

Khoury, J., Wellik, K.E., Demaerschalk, B.M. and Wingerchuk, D.M. (2009). Cerebrospinal Fluid
Angiotensin-Converting Enzyme for Diagnosis of Central Nervous System Sarcoidosis. Neuro-
logist 15, 108-111.

Interleukin-2-Rezeptor (IL-2-R) im Liquor

(Ikeguchi et al., 2018; Lee et al., 2005; Petereit et al., 2010)

Indikation

Verdacht auf Neurosarkoidose, Abgrenzung von anderen entziindlichen ZNS-Erkrankungen.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

0,5 ml Liquor, frisch verarbeiten oder einfrieren, Stabilitat noch nicht ausreichend definiert.

Methoden

ELISA; automatisierte Immunoassays, ggf. fur Liquoranwendung Modifikation zur
Steigerung der Sensitivitat erforderlich.

Referenzbereich

Methodenabhangig; bei Verwendung von nicht-modifizierten Serummethoden ggf. unter der
Nachweisgrenze.

Beurteilung

Erhohte Werte des loslichen IL-2-Rezeptors sind nicht krankheitsspezifisch. Hohe Konzentra-
tionen, > 150 pg/ml finden sich bei Neurosarkoidose, besonders wahrend Krankheitsschiiben
sowie der Neurotuberkulose, aber auch bakterieller oder viraler Meningitis (Petereit 2005).
Signifikant niedrigere oder normale Werte werden dagegen bei den meisten chronisch-entzind-
lichen Erkrankungen vom autoimmunen Typ gemessen. Erhéhte Konzentrationen finden sich
auch bei ZNS-Lymphomen und ZNS-Beteiligung bei akuter Leukamie (Ikeguchi 2017, Lee 2010).

Literatur

Ikeguchi, R., Shimizu, Y., Shimizu, S. and Kitagawa, K. (2018). CSF and clinical data are useful in
differentiating CNS inflammatory demyelinating disease from CNS lymphoma. Mult. Scler. 24,
1212-1223.

Lee, W., Kim, S.J., Lee, S., Kim, J., Kim, M,, Lim, J., Kim, Y., Cho, B., Lee, E.J. and Han, K. (2005).

Significance of cerebrospinal fluid sIL-2R level as a marker of CNS involvement in acute lym-
phoblastic leukemia. Ann. Clin. Lab. Sci. 35, 407-412.
Petereit, H.-F., Reske, D., Tumani, H., Jarius, S., Markus Leweke, F., Woitalla, D., Pfister, H.-W.
and Rubbert, A. (2010). Soluble CSF interleukin 2 receptor as indicator of neurosarcoidosis. J.
Neurol. 257, 1855-1863.
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Cortisol im Liquor

(Holub et al., 2007)

Indikation

Diagnose und Prognose der bakteriellen Meningitis, Abgrenzung von aseptischen Meningitiden;
ggf. bei Ventrikeldrainagen auch Ventrikulitis.

Abnahmebed./
Praanalytik

0,5 ml Liquor, bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekiihlter Postversand maglich.

Methoden

Verschiedene automatisierte Immunoassays; Liquorwerte sind ca. 30fach niedriger als im
Serum, erhohte Liquorkonzentrationen sind jedoch mit Standardmethoden fiir Serum noch
messbar.

Referenzbereich

Etwas alters- und methodenabhé&ngig: durchschnittlich < 5 ng/ml, klinisch relevanter cut-off
fur die Differentialdiagnose der Meningitis jedoch bei ca. 17 ng/mL.

Anmerkungen

Cortisol-Konzentrationen im Liquor korrelieren u.a. mit dem Serum-Cortisol, dem Gesamt-
eiweif}, aber auch mit dem Lactat und IL-6 im Liquor. Somit ist anzunehmen, dass das teilweise
Protein-gebundene Liquor-Cortisol zum erheblichen Teil auch die Schrankenstérung und bei
systemischer Stress-Reaktion auch die starke Freisetzung eines héheren Anteils an freiem
Cortisol im Blut widerspiegelt. Eine lokale Proktion in neuroendokrinem Gewebe ist jedoch nicht
ausgeschlossen.

Beurteilung

Cortisol-Konzentrationen > 17 ng/mlim Liquor sollen fiir die bakterielle Meningitis eine 100%
Spezifitat bei ca. 80% Sensitivitat aufweisen; bei unglinstigen Verldaufen noch wesentlich ho-
here Werte, die mit klinischen Scores korrelieren. Leicht erhdhte Konzentrationen konnen bei
verschiedensten anderen ZNS-Erkrankungen, u.a. nicht-bakterielle Meningitis, aber auch MS,
Alzheimer-Demenz, Depression etc. vorkommen.

Literatur

Holub, M., Beran, 0., Dzupova, 0., Hnykova, J., Lacinova, Z., Prihodova, J., Prochazka, B. and
Helcl, M. (2007). Cortisol levels in cerebrospinal fluid correlate with severity and bacterial origin
of meningitis. Crit. Care 11, R41.

Neurofilamente

(Feneberg et al., 2018; Khalil et al., 2018; Lu et al., 2015; Oeckl et al., 2016; Steinacker et al., 2016)

Indikation

Der Nachweis von Neurofilamenten im Liquor und/oder im Serum dient der Detektion axonaler
Schadigungsprozesse bei neurodegenerativen und neuroinflammatorischen Erkrankungen.
Neurofilamente kommen als Strukturprotein von Axonen vorwiegend in Neuronen vor, deutlich
weniger sind sie in Gliazellen zu finden. Besonders in der weiflen Substanz des Riickenmarks
sind Neurofilamente hochkonzentriert nachweisbar. Neurofilamente kommen in drei verschie-
denen Isoformen vor, die sich in der Lange ihrer Aminosaureketten am C-terminalen Ende und
somit im Molekulargewicht - Nf-Light (68 kDa), Nf-Medium (150 kDa), Nf-Heavy (200 kDa) -
unterscheiden. Am stabilsten gilt die Schwerketten-Isoform NfH, wobei aktuell die leichte Kette
(NfL) und die phosphorylierte schwere Kette (pNfH) im Liquor und im Serum bestimmt werden
konnen. Fir diese Messung im Serum wird gegenwértig das SIMOA-Verfahren (digital ELISA)
verwendet. Die Bestimmung der pNfH im Blut mit einem herkommlichen ELISA ist aktuell der
Messung der NfL deutlich unterlegen.

Abnahme-
bedingungen/
Praanalytik
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0,5 ml Liquor, 0,5 ml Serum bei 4°C mindestens 1 Woche stabil, ungekihlter Postversand
maoglich.



Methode

ELISA (Liquor), SIMOA (Ligquor, Serum). Mit der SIMOA (Single MOlecule Assay)-Technologie
ist die Detektion von einzelnen Proteinmolekiilen maglich.

Referenzbereich

<200 pg/ml (im Liquor], < 20-80 pg/mlim Serum (altersabh&ngig). Eine signifikante Altersab-
hangigkeit besteht insbesondere fir den Serum-Referenzbereich: bei 30-50 Jahre ist der MW
20 pg/ml, die 95% Perzentile bei 31 pg/ml; bei > 70 Jahre ist der MW 46 pg/ml, die 95%-Perzen-
tile bei 78 pg/ml (Khalil et al., 2018).

Cave: Es gibt unterschiedliche Generationen der Neurofilament-Assays, so dass diese Werte
zum Teil deutlich abweichen kénnen und zwischen verschiedenen Laboratorien nicht vergleich-
bar sind. Hier muss jedes Labor gesonderte Referenzbereiche und Diagnose-spezifische Grenz-
werte ermitteln.

Anmerkungen

Im Liquor nachweisbare Neurofilamente werden wahrscheinlich zu 100 % im ZNS synthetisiert,
so dass die Bildung von Liquor/Serum-Quotienten nicht sinnvoll ist.

Beurteilung

Differentialdiagnostische Bedeutung: Die axonenspezifischen Neurofilamente konnen bei
verschiedenen neurologischen Erkrankungen im Liquor und /oder im Serum erhéht sein. Hier
muss die Differentialdiagnose beachtet werden. Erhohte Werte finden sich bei massivem Zell-
untergang. Besonders erhohte Werte finden sich bei Motoneuronerkrankungen mit vorwiegen-
der Beteiligung des 1. Motoneurons und rascher Krankheitsprogression, gelegentlich bei der
spinalen Muskelatrophie (hier nur Kinder, bei alteren Patienten zumeist unaufféllige Werte),
SAB, ICB, Hirntumoren, erregerbedingter Enzephalitis, Neuropathien (gelegentlich), CIDP (ge-
legentlich), GBS (gelegentlich) und Schadel-Hirn-Trauma. M&Big erhéhte Werte zeigen sich bei
MSA, PSP, Multipler Sklerose und NMO, Demenz, zerebraler Ischamie und Mikroangiopathie.

Literatur

Feneberg, E., Oeckl, P., Steinacker, P., Verde, F., Barro, C., Van Damme, P., Gray, E., Grosskreutz,
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L., Comabella, M., Fazekas, F., et al. (2018). Neurofilaments as biomarkers in neurological
disorders. Nat. Rev. Neurol. 14, 577-589.

Lu, C.-H., Macdonald-Wallis, C., Gray, E., Pearce, N., Petzold, A., Norgren, N., Giovannoni, G.,

Fratta, P., Sidle, K., Fish, M., et al. (2015). Neurofilament light chain: A prognostic biomarker in
amyotrophic lateral sclerosis. Neurology 84, 2247-2257.

Oeckl, P., Jardel, C., Salachas, F., Lamari, F. andersen, P.M., Bowser, R., de Carvalho, M., Costa,

J.,van Damme, P., Gray, E., et al. (2016). Multicenter validation of CSF neurofilaments as diag-
nostic biomarkers for ALS. Amyotroph. Lateral Scler. Frontotemporal Degener. 17, 404-413.

Steinacker, P., Blennow, K., Halbgebauer, S., Shi, S. and Ruf, V. (2016). Neurofilaments in blood
and CSF for diagnosis and prediction of onset in Creutzfeldt-Jakob disease: Sci Rep 6, 38737.

Gesamt-Alpha-Synuclein (Alpha-syn]

(Mollenhauer et al., 2019; Paciotti et al., 2018)

Indikation

Alpha-syn ist ein neuronales prasynaptisches Protein, das mit der Atiologie von Synukleinopathien
(z.B. M. Parkinson oder Demenz mit Lewy-Kérperchen) assoziiert ist. Die CSF-Alpha-syn-Konzen-
tration ist bei diesen Erkrankungen im Vergleich zu Kontrollen verringert. Im Gegensatz dazu ist

CSF-Alpha-syn bei der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJD) stark erhoht. Es wird spe-
kuliert, dass das Vorhandensein von hohen Alpha-syn-Konzentrationen im Liquor von sCJD-Fallen
mit dem massiven synaptischen Schaden zusammenhangt, der bei Prionenerkrankungen auftritt.

Abnahme-
bedingungen /
Praanalytik

- Alpha-syn in der Zerebrospinalflissigkeit ist bis zu einer Woche bei 4°C oder Raumtemperatur,
fir mindestens ein Jahr bei -80°C, fir mindestens 6 Gefrier-/Auftauzyklen stabil.
- Polypropylenrohrchen notwendig.
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Methode Elektrochemilumineszenz-ELISA (96 Wells): z.B. U-PLEX Human-a-Synuclein-Kit. (Mesoscale
Discovery). Dynamischer Bereich 8,00-6800 pg/ml, LOD (Empfindlichkeit) 0,900 pg/mL.
Uber die Abweichungen von Charge zu Charge wird berichtet.

Referenzwerte Bei allen bisher untersuchten Demenzerkrankungen ist die Alpha-syn ausschliefBlich bei

Prionenkrankheiten erhcht. Der mittlere Normalwert in den gesamten Nicht-CJD-Fallen betragt
400 pg/ml. Bei Parkinson-Syndromen sind die Werte erniedrigt.
Zwischen Alter und CSF-Alpha-syn-Werten besteht offenbar kein Zusammenhang.

Beurteilung

Bei Parkinson-Patienten in verschiedenen Krankheitsstadien (in seriellen Lumbalpunktionen)
wurden keine signifikanten Veranderungen der verminderten CSF-Alpha-syn-Konzentrationen
festgestellt (Mollenhauer et al., 2019). Derzeit besteht noch weiterer Forschungsbedarf und
qualitatssichernde MaBBnahmen, um z.B. Grenzwerte fir diesen Parameter festzulegen. Auch
die Wertigkeit der Messung des oligomeren Synucleins und des phosphorylierten Synucleins
einschlieflich etwaiger Quotienten ist noch nicht abschlieBend geklart.

Literatur

Mollenhauer, B., Caspell-Garcia, C.J., Coffey, C.S., Taylor, P., Singleton, A., Shaw, L.M.,

Trojanowski, J.Q., Frasier, M., Simuni, T., Iranzo, A., et al. (2019). Longitudinal analyses of
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34, 1354-1364.

Paciotti, S., Bellomo, G., Gatticchi, L. and Parnetti, L. (2018). Are We Ready for Detecting
a-Synuclein Prone to Aggregation in Patients? The Case of ,Protein-Misfolding Cyclic Amplifi-
cation” and , Real-Time Quaking-Induced Conversion” as Diagnostic Tools. Front. Neurol. 9, 415.

L-Selektin (CD62-L]
Signatur zur PML-Risikostratifizierung unter
Natalizumab-Langzeittherapie igoererat. 20

Indikation

Abschatzen des PML-Risikos unter Natalizumab-Langzeittherapie alle 6 Monate unabhangig
vom JCV-Serostatus.

Praanalytik

10-15 ml EDTA Blut, wegen geringer Probenstabilitat (max. 1 Tag) Expressversand Montag bis
Donnerstag erforderlich; gewdhnlicher Postversand zu unsicher.

Nahere Informationen zum Test und Anforderungsschein z.B. verfugbar unter:
https://www.l-selektin.ukmuenster.de, Durchfihrung nur in wenigen Speziallabors.

Methoden

Durchflusszytometrische Bestimmung der CD62-L-Signatur: Dichtegradientenzentrifugation
und Isolierung mononuklearer Zellen; Analyse nach Einfrieren und Wiederauftauen; Messung
von u.a. CD3+CD4+CDé62L +/- T-Helfer-Zellen im Rahmen von Lymphozytensubpopulationen.

Cave: Aufwandige Spezialuntersuchung; in der Kankenversorgung Kosteniibernahme durch
Krankenkassen nicht gesichert, Abrechnung als IGelL-Leistung nach GOA.

Beurteilung
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Eine retrospektive Studie ergab, dass Patienten bei denen das Immunzell-Oberflachenprotein
L-Selektin (CD62-L) fehlt oder gering ausgepragt ist, ein erhéhtes PML-Risiko aufweisen
(Schwab et al., 2013). In einer Folgestudie wurde Patienten, die eine niedrige L-Selektin-Signa-
tur aufwiesen, ein ca. 55-fach erhohtes PML Risiko attestiert (Schwab et al., 2016). Der Marker
wurde unabhé&ngig retrospektiv bestétigt und anschlieBend prospektiv validiert (Schwab et al.,
2019).
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V. Integrierter Befundbericht

(Uhr et al., 2016; Wildemann et al., 2010)
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Fir die Liquoranaytik ist eine Gesamtbeurteilung in einem integrierten Gesamtbefund, der den
klinischen Kontext sowie praanalytische, zytologische und proteinchemische Daten umfasst,
zwingend erforderlich (Uhr et al., 2016; Wildemann et al., 2010). Dem erfahrenen Laborarzt
erlaubt diese Zusammenstellung, die Einzelergebnisse auf ihre Richtigkeit zu GUberprifen.
Bestimmte Befundmuster sind ganz typisch fir Messfehler (High-dose-hook-Effekt usw.) und
praanalytische Fehler (Blutbeimengung, zu friihe Punktion nach Immunglobulininfusion, Plas-
mapherese usw.).

Der Befundbericht des Einzelpatienten wird meist gekoppelt mit der Online-Auswertung der
Protein-Messdaten erstellt und die weiteren externen Daten zugefiigt. Es gibt dafiir eine Reihe
von Softwareangeboten (z.B. http://www.albaum.it, http://www.wormek.org etc., protis).

Grundsatzlich umfasst der integrierte Gesamtbefund:
1. Alle Daten uber die visuelle Beurteilung des Liquors

2. Die Angabe des Arztes zur differenzialdiagnostischen Fragestellung und Verdachtsdiagnose
3. Zell- und Erythrozytenzahl, Angaben lber das zytologische Zellbild
4. Laktatim Liquor, ggf. Glukose Liquor/Serumquotient
5. Einzeldaten von Proteinkonzentrationen und berechnete Quotienten, die sowohl numerisch
als auch graphisch in Quotientendiagrammen représentiert sind (s. Abb.)
6. Oligoklonales IgG in Liquor und Serum
7. Antikorperindices in erforderlicher Komplexitat (keine Einzelwerte)
8. Weitere Untersuchungen wie Demenz-/Destruktionsmarker, CEA, Ferritin etc.
9. Referenzwertebezogene Interpretation als normal/pathologisch s.u.
10. Methodische oder klinisch-orientierte Kommentare. Wissensbasierte Befundinterpreta-

tionen (http://www.wormek.org) sind grundsétzlich fiir den erfahrenen klinischen
Chemiker oder Neurologen gedacht, entweder als Befundungshilfe, zur Plausibilitats-
kontrolle oder als Anregung fir weiterfiihrende Analytik, nicht aber zur Erstellung von
Diagnosen.

Kriterien fiir die zusammenfassende Beurteilung

Beurteilung Bedeutung
Normaler Liquorbefund schlief3t einen normalen Liquor-Zytologie-Befund ein
Normaler Liquorproteinbefund alle untersuchten Daten, auf3er Zytologie, normal

Blut-Liquor-Schrankenfunktionsstorung altersbezogene Auswertung von Qaw!

Erhohte Zellzahl > 4/l

Intrathekale AK-Synthese Al>=1,5

Intrathekaler Tumorbefall Qcea > Qum (CEA] = Quim (IgA), Zytologie
Entziindlicher Prozess - intrathekale IgG-, IgA- oder IgM-Fraktion > 10%

- Qige > Qaw (Qaw > 0,6 x 10°3); Quga > Qigs; Qigm > Quga
- oligoklonales IgG im Liquor

- erregerspezifische Antikorpersynthese

- entzindliches Zellbild

Literatur Uhr, M., Tumani, H. and Lange, P. (2016). Strategien der Liquorbefundung - integrierter
Befundbericht. Nervenarzt 87, 1271-1275.
Wildemann, B., Oschmann, P. and Reiber, H. (2010). Laboratory diagnosis in Neurology
(Thieme Verlag Stuttgart).



Lokal synthetisierte Fraktion
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Abb. Gottinger Quotientendiagramm zur Beurteilung von Blut-Liquor-Schrankenstorungen
bzw. lokaler Immunglobulinsynthese. |, Normalbefund; Il, lokale IgG-Synthese; Ill, leichte
Schrankenstorung; IV, Schrankenstorung und IgG-Synthese; V, Massive Schrankenstorung.
Zu niedrige lgG-Quotienten unter |-V: unplausibler Bereich.
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Liquordiagnostik erfordert als kliniknahe Spezialdiagnostik ein Gberdurchschnittliches MaR

von speziell dafiir adaptierten Methoden —insbesondere in der Zellanalytik z.T. manuell oder
mikroskopisch — sowie an integrierter Interpretation von Befundmustern. Um verschiedenen
Neuentwicklungen, insbesondere in der Immunphanotypisierung von Zellen, der Entziindungs-
Erreger- und Antikorperdiagnostik und Biomarkern neurodegerativer Erkrankungen gerecht zu
werden, wurde der vorliegende Leistungskatalog als Gemeinschaftswerk zahlreicher Kollegin-
nen und Kollegen der Deutschen Gesellschaft fiir Liquordiagnostik und Klinischen Neurochemie
(DGLN) jetzt in der 4. Auflage neu zusammengestellt.

Diese Informationssammlung ist insbesondere fiir diejenigen Kolleginnen und Kollegen gedacht,
die fur die Liquor- und neurochemische Diagnostik Verantwortung tragen, in der Klinik Ansprech-
partner fiir weiterfiihrende Diagnostik bei neurologischen Erkrankungen sind oder fiir die Super-
vision von Methoden im neurochemischen Labor zustandig sind. Wir bemihen uns damit um
eine Bestandsaufnahme der aktuell als sinnvoll erscheinenden oder in der Erprobung befindlichen
Laborparameter, wollen aber ausdriicklich keinen Ersatz fir ein Lehrbuch der Klinischen Neuro-
chemie oder gar der Neurologie oder Klinischen Chemie anbieten.
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