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CASPR2-Autoantikorper
Synonyma Contactin-associated protein-2; CNTP2
Material Serum, EDTA- oder Heparin-Plasma, 1 mL
Liquor, 1 mL
Referenzbereich 1: <10 Titer (IIFT)
< 20 Ak-Ratio (RIP)
Methode IIET, Radioimmunoprazipitation (RIP)
Qualitatskontrolle intern
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» Autoantikorper bei peripheren Neuropathien

» Kaliumkanal-Autoantikérper (Laborinformation 2004)
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Download und Analysenposition

Auskiinfte Immunpathologie
Analysenkosten EBM, GOA
Indikationen » Neuromyotonie

» Morvan-Syndrom

» Limbische Enzephalitis

» Faziobrachiale Krampfanfalle, Epilepsie

» Paraneoplastische oder autoimmune Bewegungsstérungen

» Neuromuskulére Ubererregbarkeit, Myasthenia gravis

» Paraneoplastische neurologische Symptome bei Thymomen oder kleinzelligen Lungenkar-
zinomen

Immunpathologie Die Mehrzahl der mittels Radioimmunoprézipitationsassay (Hart et al. 1997) nachweisbaren
Autoantikorper gegen spannungsgesteuerte Kaliumkanéle (anti-VGKC, voltage gated potassi-
um channels) richtet sich nicht, wie anfanglich vermutet, gegen die ?®-a-Dendrotoxin (**l-a-
Dtx) markierten Kanalproteine vom Shaker-Typ Kv1.1/1.2/1.6 sondern gegen weitere, ebenfalls
in den VGKC-Komplexen vorhandene Proteine wie das Contactin assoziierte Protein 2
(CASPR2), das Leucine rich Glioma-inactivated Protein 1 (Lgi1) und das Tag1/Contactin 2
(Irani et al. 2010, Lai et al. 2010). Vermutlich existieren noch weitere komplexgebundene Auto-
antigene, da auch VGKC-Komplexe préazipitierende Autoantikorper auftreten, die mit keinem
der bisher bekannten Kanal-assoziierten Proteine reagieren (Irani et al. 2010; Suleiman et al. 2011
a, b).

Autoantigen Das Contactin assoziierte Protein 2 (CASPR2; Abbildung 1), ein Homologes des Drosophila
Neurexin IV (Nrx-1V), ist ein Membranprotein mit einer kleinen intrazytoplasmatischen und einer
groBen extrazelluldren Domane. Sein codierendes Gen (CNTNAP2), eines der groBten des
menschlichen Genoms, ist in zahlreiche neurologische Erkrankungen involviert (Gilles de la
Tourette  Syndrom, Schizophrenie, Epilepsie, Autismus, ADHD (Aufmerksamkeitsdefi-
zit/Hyperaktivitasstérung) und geistige Retardierung).

CASPR2 findet sich im Hippocampus, im Stratum molekulare und granulare des Kleinhirns
sowie zusammen mit Kaliumkanalen der Shaker-Typen Kv1.1/1.2 in den juxtaparanodalen Re-
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gionen peripherer Nerven. In seiner Zytoplasmaregion liegen Sequenzmotive, die eine Bindung
an 4.1-Proteine (4.1B) vermitteln, Mediatoren, die Adhasionsmolekule, lonenkanale oder Re-
zeptoren mit dem Actin-Spektrin-Zytoskelett vernetzen. In dieser Region finden sich auch PDZ-
Domanen bzw. -Bindungssequenzen (PDZ von PSD-95/SAP90-, DIg- und ZO-1-Protein), d. h.
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Abbildung 1 CASPR2: Molekiilaufbau und Ubersicht der molekularen Doménen

modulare Proteininteraktionsdomanen, die sequenzspezifisch an kurze C-terminale oder intra-
molekulare Peptide binden und zahlreiche Funktionen wie z. B. die Komplexierung und Veran-
kerung von Transmembranproteinen vermitteln. Es wurde vermutet, dass solche Interaktionen
fur die Bindung von CASPR2 an die Kaliumkanalproteine sowie fur die Komplexierung von
CASPR2 mit TGA-1 von Bedeutung sind. In den juxtaparanodalen Regionen der Ranvier’'schen
Schnurringe vermittelt CASPR2 zusammen mit TGA-1, einem immunglobulindhnlichen Adha-
sionsmolekil und 4.1B (Abbildung 2) die ordnungsgemaBe Lokalisierung der Kaliumkanale

Basalmembran Ranvier'scher Abbildung 2
Schndirring Schema der im Bereich der Ran-
vier'schen Schnirringe gelegenen
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Besatz mit lonenkanalen und Adhasionsmolekulen unterscheiden. Die nodularen Abschnitte werden im PNS von den
Mikrovilli der Schwann’schen Zellen, im ZNS von den Fortsatzen perinodularer Astrozyten bedeckt. An die Ran-
vier'schen Knoten grenzen die paranodalen Regionen mit septuméhnlichen Verbindungen zwischen Axon und
myelinisierender Zelle (paranodal junctions, PNJ), an deren Ausbildung axonale Zelladhasionsmolekule wie Caspr
und Contactin sowie gliale Membranproteine wie Neurofascin (NF155) beteiligt sind. Die PNJ trennt die nodalen
Na*-Kanale von den K*-Kanalen in der juxtaparanodalen Region. Die heteromultimeren Kaliumkanale (Kv1.1/1.2 und
und zytoplasmatische Kvp2-Untereinheiten) werden dort durch einen axonalen Zelladhasionskomplex aus Caspr2,
4.1B und TAG-1, das mit einem zweiten TAG-1-Molekul in der Gliamembran komplexiert, fixiert. (nach Poliak et al
2001)
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(Shaker-Typ Kv1.1/1.2; siehe Kaliumkanal-Autoantikdrper; Poliak et al. 1999, 2001, 2003; Traka
et al. 2003; Horresh et al. 2008, 2010; Bel et al. 2009). Die Verteilung verschiedener lonenkana-
le auf bestimmte Membrandomanen in der Umgebung der Ranvier'schen Schnirringe dient
der schnellen und effektiven Erregungsleitung in myelinisierten Neuronen.

Bei etwa 20 % der Patienten mit prézipitierenden Autoantikdrpern gegen '®l-a-Ditx VGCK-
Komplexe finden sich spezifische Antikdrper gegen CASPR2. Es besteht eine gute Korrelation
zwischen der Menge der préazipitierten '®l-a-Ditx VGKC-Komplexe und dem Titer der CASPR2-
spezifischen Autoantikérper (Irani et al. 2010). Autoantikérper gegen CASPR2 kdnnen auch zu-
sammen mit Antikdrpern gegen andere Kaliumkanalantigene (anti-Lgi1, Contactin-2/Tag-1,
anti-Kv1.1/1.2) auftreten (Irani et al. 2010; Loukaides et al. 2012). Die bisherigen Untersuchun-
gen beschrankten sich in der Regel auf den Nachweis von Antikdrpern vom Isotyp 1gG. Daten
Uber die Beteiligung anderer Immunglobulinisotypen und -subtypen liegen nicht vor.

Autoantikorper gegen CASPR2 fanden sich in einer Studie vor allem bei Patienten mit Neuro-
myotonie und Morvan-Syndrom seltener bei den Patienten mit limbischer Enzephalitis, die hdu-
figer Autoantikdrper gegen Lgi1 aufwiesen. Anti-CASPR2, Neuromyotonie und/oder Morvan-
Syndrom waren haufig mit malignen Tumoren assoziiert (Tabelle 1). Etwa ein Drittel der anti-
CASPR2 positiven Patienten entwickelt Tumoren (Thymome, einmal Endometriumkarzinom;
Irani et al. 2010, Vincent und Irani 2010). In einer weiteren Studie mit acht anti-CASPR2 positi-
ven Patienten fanden sich in sieben Féllen Symptome einer Enzephalopathie mit Krampfanfal-
len, in funf eine Neuropathie oder PNH, einmal eine Assoziation mit Myasthenia gravis, eine
Assoziation mit Tumoren wurde nicht beobachtet (Lancaster et al. 2011). Tumorfreie Patienten
sprachen in der Regel gut auf eine Immunotherapie an.

Tabelle 1 Symptome anti-CASPR2 positiver Patienten

Erkrankung [%]
Neuromyotonie (allein) 34
Morvan-Syndrom oder Neuromyotionie 52
Morvan-Syndrom (isoliert) 16
Insomie 32
Maligne Tumoren (Thymome) 32
Limbische Enzephalitis 37
Epilepsie (allein) 11
Amnesie 52
Konfusion/Disorientierung 42
Krampfanfalle 52
Patholog. Temporallappen-MRT 26
Hyponatriamie 10

Die Ursachen der Entstehung von Autoantikorpern gegen CASPR2 sowie gegen andere in den
VGKC-Komplexen vorkommende Proteine sind bisher nicht geklart. Die Stimulation der Im-
munantwort durch eine ektope Expression von CASPR2 z. B. in malignen Tumoren, wie sie bei
Autoantikorpern bei paraneoplastischen Neuropathien vermutet wird, konnte bei CASPR2 bis-
her noch nicht nachgewiesen werden. Unbekannt ist, ob Antikdrper gegen CASPR2 direkt oder
indirekt an der Genese der neurologischen Symptome beteiligt sind. Da es sich bei CASPR2
um ein Uberwiegend extrazellular gelegenes Molekil handelt, kann man davon ausgehen, dass
CASPR2 in Nerven und Hippocampusneuronen auch in vivo fur Autoantikdrper akzessibel ist.
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Daher kénnten Autoantikdrper gegen CASPR2 die ordnungsgemaBe Clusterbildung von
CASPR2/Kv1.1/1.2-Komplexen in den Axonen peripherer Nerven stéren und dadurch die
Symptome der Neuromyotonie, von neuropathischen Schmerzen und autonomen Dysfunktio-
nen auslosen. Der teilweise gute Erfolg immuntherapeutischer MaBnahmen wirde ebenfalls far
solche Immunpathomechanismen sprechen, zumal wenn die klassische antiepileptische The-
rapie erfolglos bleibt. Die Schlafstérungen, ein wichtiges Symptom des Morvan-Syndroms er-
klaren sie allerdings nicht. Erstaunlich ist die nicht seltene Koinzidenz von autoimmunen und
genetischen Storungen am gleichen Zielmolekul. Mutationen des CNTNAP2 -Gens, das
CASPR2 kodiert, sind mit Epilepsie, Stérungen des cognitiven Denkens und Beeintrachtigung
peripherer Nervenfunktionen (Kumar und Christian 2009) assoziiert.

Nachweismethoden Aufgrund der Prazipitation '®l-a-Dendrotoxin markierter Kaliumkanalproteine aus Digotonin-
behandelten Hirnextrakten wurde vermutet, dass sich Kaliumkanal-Autoantikérper &hnlich wie
Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrper bei Patienten mit Myasthenia gravis gegen die Kanalbil-
denden Proteine richten wurden (Kleopa et al. 2006). Einige Beobachtungen lieBen jedoch
Zweifel an diesen Vorstellungen aufkommen. Die Patientenseren préazipitierten nur selten reine
125|.o-Dtx markierte oder in vitro tanskribierte und translatierte %S-Methionin-markierte Kanal-
proteine (eigne Beobachtungen).

Bei der Extraktion von Kaliumkanalen aus neuronalen Geweben bleiben auch nach milder
Digitoninbehandlung Komplexe von kanalbildenden Proteinen von Shaker-Typ (Kv1.1/Kv1.2)
sowie assoziierte Proteine wie CASPR2, Lgi1 und Tag-1 bestehen. In Radioprazipitationsas-
says prazipitieren gegen CASPR2 gerichtete Antikérper daher den gesamten Proteinkomplex
zusammen mit den '#J-a-Dix-markierten Kv1.1/1.2-Proteinen (Nachweis von sog. VGKC-
Komplexantikérpern). Erst eine Behandlung der Extrakte mit starkeren Detergenzien wie Natri-

Abbildung 3

Indirekter Immunofluoreszenztest zum Nachweis von anti-CASPR2. Mit einem, humanes CASPER2 enthaltenen
Plasmid transient transfizierte human embryonic kidney (HEK293) Zellen wurden mit anit-CASPER2 positivem
Patientenserum inkubiert. A: Die CASPER2-exprimierenden Zellen zeigen eine deutliche Fluoreszenz, wahrend
die nicht CASPER2 exprimierenden Zellen keine perinukleére Fluoreszenz aufweisen. In B wurden die Zellkerne
mit DAPI dargestellt. In € findet sich eine Uberlagerung der Fluoreszenzen von A und B. Gebundene anti-
CASPER2 wurden mit fluoreszenmarkiertem anit-human-IgG dargestellt.

ObjektivvergréBerung 40-fach.

umdodecylsulfat dissoziiert die assoziierten Proteine, die Prazipitation der lod-markierten Ka-
nalproteine unterbleibt (Irani et al. 2010).

Antikorper gegen CASPR2 lassen sich immunhistologisch an Nerven-Zupfpraparaten (teased
nerves) nachweisen. Sie farben die juxtaparanodalen Regionen an den Ranvier’schen Schnir-
ringen. Auch immunhistologische Untersuchungen der Hippocampusregion von Gehirnschnit-
ten von Maus und Ratte oder immunhistologische Untersuchungen an kultivierten Hippocam-
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464 Autoradiogramm von in vitro transkribiertem und translatiertem, **S-Methionin-

markiertem, humanem CASPR2-Protein (A) und LGi1-Protein (B), die als

Antigene in Radioimmunoprazipitationsassays (RIP) zum Nachweis der

korrespondierenden Antikdrper im Serum verwendet werden kénnen.

In der Tabelle finden sich Daten Uber den Nachweis von Antikdrpern gegen

Kaliumkanalkomplexe mittels RIP von a-Dendrotoxin-markierten Kanalprotei-

nen aus Kaninchenhirn (Konzentrationen in pmol/L angegeben). Bei den
drei Patienten fanden sich bei weiterflihrender Differenzierung mittels RIP und indirektem Immunfluoreszenztest
Antikérper gegen CASPR2, nicht aber gegen LGi1. Es besteht eine gute Ubereinstimmung der mit den drei
Assays ermittelten Antikorperkonzentrationen.

pusneuronen kénnen den Verdacht auf die Anwesenheit dieser Antikérper bestatigen. Diese
Methoden sind aber nicht spezifisch und mussen durch weitere Untersuchungen bestatigt
werden.

FUr den spezifischen Nachweis von Autoantikérpern gegen CASPR2 stehen derzeit ein indirek-
ter Immunfluoreszenztest (Abbildung 3) mit in transfizierten HEK293-Zellen exprimiertem
Crasp?2 (Irani et al. 2010) bzw. der in unserem Labor entwickelte Radioimmunopréazipitations-
test (Abbildung 4) unter Verwendung von in vitro transkribiertem und translatiertem

%3-Methhionin-markiertem CASPR2 als Antigen zu Verfigung. Diese spezifischen Untersu-
chungen koénnen aber noch nicht den Nachweis prazipitierender VGKC-Komplex-
Autoantikorper ersetzen, da nicht in allen Fallen bei positivem Ausfall der Untersuchung Kal-
ziumkanal-Autoantikérper, anti-CASPR2 oder eines der anderen assoziierten Proteine nachge-
wiesen werden kann (Suleiman et al. 2011 a, b).
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