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1. Einleitung

1.1 Der Begriff Enzephalitis

Enzephalitis ist die Bezeichnung fiir eine entziindliche Erkrankung des Gehirngewebes,
die mit einer erheblichen Beeintrachtigung der Gehirnfunktionen einhergeht (Tunkel et
al,, 2008). Die Symptome konnen unterschiedlich stark ausgepragt sein. Haufig kommt
es zu einem veranderten Bewusstseinszustand, epileptischen Anfallen und fokalen
neurologischen Defiziten (Armangue et al., 2012).

Die Inzidenz von Enzephalitiden in England wurde auf 5,23/100000 Einwohner im Jahr
geschatzt (Granerod et al,, 2013) und eine von 1998 bis 2010 in den USA durchgefiihrte
Studie ergab eine Hospitalisierungsrate von 6,9/100000 Einwohner im Jahr (Vora et al,,

2014).

Die Ursachen fiir Enzephalitiden sind vielfaltig. In einem Grof3teil der Félle sind
Enzephalitiden infektioser Genese und konnen durch verschiedenste Erreger, vor allem
Viren, ausgeldst werden. Im Rahmen einer Studie des California Encephalitis Project,
einem Projekt zur Erforschung der Atiologie und Epidemiologie von Enzephalitiden,
blieb die Atiologie in vielen Erkrankungsfillen trotz ausfiihrlicher Diagnostik ungeklart.
Im Rahmen dieser Studie wurden die Patienten auf 16 verschiedene Erreger getestet.
Bei 63% von 1570 Fallen konnte keine eindeutige Ursache festgestellt werden (Glaser et
al., 2006).

Neuere Entdeckungen zeigen inzwischen jedoch, dass viele Formen von Enzephalitiden
durch Antikorper gegen neuronale Oberflachenantigene ausgeldst werden, was in vielen
zuvor ungeklirten Enzephalitisfallen eine Diagnose ermoglicht (Gable et al.,, 2012).
Wichtig ist dabei allerdings weiterhin ihre Abgrenzung zu infektiésen Enzephalitiden,

deren klinisches Erscheinungsbild sehr ahnlich aussehen kann.

1.2 Autoimmune Enzephalitis

Der Begriff autoimmune Enzephalitis umfasst heute mehrere Krankheitsbilder mit
jeweils eigener Pathophysiologie(Lancaster, 2016). Autoimmune Enzephalitiden zeigen
liberwiegend einen subakuten Beginn der Symptomatik tiber Tage und Wochen mit

einer chronisch progredienten Verschlechterung von Gedachtnis und Bewusstsein bis



hin zum Koma. Haufig lassen sich Hinweise auf Entziindung im Liquor und gelegentlich
im Schadel-MRT finden (Lewerenz et al., 2016).

Unterscheiden lassen sich autoimmune Enzephalitiden einerseits mit dem Nachweis von
Antikorpern gegen intrazellulare Antigene, andererseits mit Antikorpern gegen
Oberflachenstrukturen wie synaptische Rezeptoren, lonenkanéle und andere Proteine

auf der Oberflache von Neuronen.

Enzephalitiden mit Antikorpern gegen nicht-synaptische intrazellulare Proteine, wie
zum Beispiel Hu-Antigen D oder Mal und 2, werden auch ,klassisch” paraneoplastische
Enzephalitiden genannt. Diese Bezeichnung entstand, weil die meisten dieser
Antikorper parallel zu einer Tumorerkrankung auftreten und die Zielantigene von
Neuronen und Krebszellen exprimiert werden. Diese Antikorper scheinen aber selbst
nicht direkt pathogen zu sein, sondern zu T-Zell-vermittelter Autoimmunitat zu fiihren,
welche Neurone angreift (Lancaster und Dalmau, 2012). Die Prognose dieser
Enzephalitiden ist schlecht, da es oft zu irreversibler Schadigung und zum Absterben
von Neuronen kommt (Lancaster, 2016).

Eine weitere Gruppe autoimmuner Enzephalitiden zeichnet sich durch Antikorper gegen
synaptische intrazellulare Proteine aus. Dazu zdhlen Glutamat-Decarboxylase 65
(GAD65) und Amphiphysin. Vor allem bei Amphiphysin besteht eine Assoziation zum
Mammakarzinom. Es wird vermutet, dass auch hier T-Zell-vermittelte Mechanismen fir

die Auspragung des Krankheitsbildes verantwortlich sind (Lancaster und Dalmau,

2012).

Bei Enzephalitiden mit Antikérpern gegen synaptische Oberflachenantigene, seien es
Rezeptoren (z.B. N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor, im Weiteren NMDA-Rezeptor) oder
Proteine, die an der synaptischen Organisation beteiligt sind (z.B. Leucine-rich glioma-
inactivated 1, auch Lgil), handelt es sich um eine ganz anders zu charakterisierende
Gruppe, die sich von den zuvor beschriebenen autoimmunen Enzephalitiden
unterscheidet. Die Erforschung, Beobachtung und Beschreibung dieser Enzephalitiden
zeigt, dass es sich bei der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis (Armangue et al., 2012) und
der Anti-Lgil Enzephalitis (Irani et al., 2010) um die beiden haufigsten autoimmunen

Enzephalitiden handelt.



Hervorzuheben ist, dass diese Antikorper direkt pathogen auf ihr Zielantigen wirken
und es in seiner Funktion beeintrachtigen. Tatsachlich dhneln die klinischen Symptome
den Auswirkungen, die auch eine genetische oder eine pharmakologische Modifikation
des Zielantigens hervorrufen wiirde (Lancaster und Dalmau, 2012).

Somit ist die Entdeckung dieser Gruppe von Enzephalitiden nicht nur von klinischer
Relevanz, sondern ermdglicht auch Einblicke in die Funktion der Neurotransmitter,
deren Rezeptoren durch die Antikorper angegriffen werden (Moscato et al., 2010). Ein
weiterer Unterschied zu den klassischen paraneoplastischen Enzephalitiden ist, dass die
Symptome durch addquate Therapie, das heifdt durch eine Immuntherapie, sowie durch
eine Verminderung des Antikorpertiters gelindert werden kdnnen. Dies zeigt, dass der
antikérper-vermittelte Effekt auf das Antigen reversibel ist (Dalmau et al., 2008).

Eine Assoziation zu Tumorerkrankungen ist nicht bei allen Unterformen dieser Gruppe
zu beobachten. Liegt aber ein Tumor vor, wie es zum Beispiel bei der Anti-NMDA-
Rezeptor Enzephalitis haufig der Fall ist, fiihrt die Entfernung des Tumors zu einer

Verbesserung der neurologischen Symptomatik (Lancaster und Dalmau, 2012).

Abbildung 1: Antikérperwirkung auf verschiedene Zielantigene

Die Abbildung zeigt verschiedene Auswirkungen von Autoantikérpern entsprechend des betroffenen
Zielantigens.

1) Autoantikorper gegen intrazelluldre Antigene, wie HuD, l6sen eine T-Zell-vermittelte Reaktion aus.

2) Synaptische intrazellulare Antigene, wie GAD65, werden von Antikorpern und von T-Zellen angegriffen.
3) Rezeptoren, wie der NMDAR, an der Zelloberflache werden direkt von Autoantikdrpern beeintrachtigt.
Die Bindung der Antikoérper fithrt zur Vernetzung und Internalisierung der Rezeptoren.
HuD=RNA-bindendes Protein

GAD65=65 kD Glutamic Acid Decarboxylase

NMDAR=N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor

(adaptiert aus Lancaster und Dalmau, 2012)



1.3. Die Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor Enzephalitis (anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis)

1.3.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis gilt als haufigste antikérper-assoziierte,
autoimmune Enzephalitis (Granerod et al., 2010). Im California Encephalitis Project
ubertraf die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis seit ihrer Entdeckung sogar alle viralen
Infektionen als Ausloser fiir eine Enzephalitis (Gable et al., 2012). Die Erkrankung befallt
vor allem junge Erwachsene und Kinder, wobei Frauen haufiger erkranken. Allerdings
kann die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis Menschen jeden Alters betreffen.

In einer Untersuchung von 577 Patienten zeigte sich ein medianes Erkrankungsalter von
21 Jahren, wobei 37% der Patienten jlinger als 18 Jahre waren und 5% alter als 45 Jahre.
Bei 88% der Patienten handelte es sich zwar um Frauen, aber gerade bei den sehr
jungen Patienten unter 12 Jahren waren liberwiegend Jungen und im Altersbereich liber
45 Jahre gehauft Manner betroffen. Dartiber hinaus fiel auf, dass 205 Frauen zwischen
12 und 45 Jahren ein ovarielles Teratom aufwiesen. Daraus lasst sich eine starke
Assoziation dieses Tumors mit der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis ableiten. Fiir
andere Tumoren konnte keine eindeutige Assoziation festgestellt werden (Titulaer et al.,
2013).

Diese Studie bestatigte vorherige Beschreibungen des gemeinsamen Auftretens von
ovariellen Teratomen und der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis, wobei in den
untersuchten Tumoren Nervengewebe und NMDA-Rezeptoren nachgewiesen wurden
(Dalmau et al., 2008). Somit lag die Vermutung nahe, dass der Tumor eine
entscheidende Rolle dabei spielt, die autoimmune Reaktion gegen den NMDA-Rezeptor

auszulosen (Tizin et al.,, 2009).

1.3.2 Pathophysiologie

Die anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis ist die Folge einer hochspezifischen
autoantikorper-vermittelten Immunreaktion gegen die N-terminale extrazellulare
Domaéne der NR1-Untereinheit des glutamatergen NMDA-Rezeptors. Bei diesen
Antikorpern handelt es sich um Immunglobulin G Autoantikorper, die sich im Serum
und im Liquor der Patienten nachweisen lassen, wobei eine intrathekale Synthese der

Antikorper vorliegt (Dalmau et al., 2008).



Die Antikorper verursachen eine selektive und reversible Internalisierung von NMDA -
Rezeptoren und fiihren so zu einer verminderten Rezeptordichte an der Synapse.
Ursachlich fiir diese Internalisierung ist die Bindung der Antikorper an den Rezeptor
und dessen Crosslinking (Vernetzung) mit anderen Rezeptoren. Die verminderte
Rezeptordichte an der Synapse fiihrt zu einem Verlust der Glutamat-vermittelten
Effekte. Bemerkenswert ist zudem, dass die Antikdrper keinen Einfluss auf andere
Rezeptoren der Synapse nehmen und keine grundlegenden strukturellen
Veranderungen an der Synapse verursachen oder gar die Anzahl der Synapsen mindern

(Hughes et al., 2010).

Das Ausmaf’ der Antikérperwirkung ist abhadngig von der Antikérperkonzentration. So
finden sich bei Patienten mit besonders schwerwiegendem Krankheitsbild hohere
Antikorpertiter im Liquor als bei Patienten mit weniger stark ausgepragten Symptomen.
Weiterhin zeigt sich mit Verbesserung des klinischen Bildes auch ein Abfall der
Antikorperkonzentration (Dalmau et al., 2008). Diese Beobachtungen passen zu der
Feststellung, dass die Entfernung der Antikdrper zu einer erneuten und normalen
Expression der NMDA-Rezeptoren an der synaptischen Oberflache fiihren (Hughes et al.,
2010).

1.3.3 Klinik und Symptome

Das mit NMDA-Rezeptor-Antikérpern assoziierte Syndrom beginnt haufig mit
prodromalen Erscheinungen wie Kopfschmerzen, Fieber und anderen Symptomen, die
an einen viralen Infekt denken lassen. Innerhalb von zwei Wochen entwickeln die
Patienten dann dominante psychiatrische Symptome und Verhaltensianderungen,
weshalb viele Patienten zu Anfang eine psychiatrische Behandlung erfahren. Schliefdlich
kommen weitere Symptome hinzu, die eine umfassende neurologische und
gegebenenfalls intensivmedizinische Betreuung notwendig machen (Dalmau et al.,,
2011).

Zu den vorherrschenden psychiatrischen Symptomen gehoren Angstzustande,
Agitiertheit, wahnhafte paranoide Gedanken, visuelle und akustische Halluzinationen.
Diesen psychiatrischen Storungen folgen tiblicherweise verschiedene andere Symptome

wie abnormale Bewegungen mit orofazialen Dyskinesien, Bewusstseinsverminderungen



bis hin zum Koma, epileptische Anfille und autonome Dysregulation. Epileptische
Anfélle konnen wahrend des gesamten Krankheitsverlaufs auftreten, enden aber
zumeist mit Abklingen der Enzephalitis, so dass keine dauerhafte antiepileptische
Medikation notwendig wird. Die autonome Dysregulation mit Herzrhythmusstérungen,
Hyperthermie und Hypoventilation kann bisweilen so schwerwiegende Ausmafie
annehmen, dass eine intensivmedizinische Uberwachung und gegebenenfalls eine

Herzschrittmacherimplantation notwendig werden (Dalmau et al.,, 2008).

1.3.4 Diagnostik

In der Bildgebung mittels MRT lassen sich nur bei ungefahr 35% der Patienten (Titulaer
et al, 2013) Auffalligkeiten nachweisen. Dabei handelt es sich um eher unspezifische
kortikale oder subkortikale Signalanhebungen in FLAIR-(Fluid Attenuated Inversion
Recovery) und T2-Sequenzen (Leypoldt et al., 2015).

Untersuchungen des Elektroenzephalogramms (EEG) dagegen ergeben in bis zu 90%
der Falle pathologische Veranderungen, wobei meist eine generalisierte oder fokal
betont verlangsamte Aktivitat vorliegt (Gable et al., 2012; Titulaer et al., 2013).

Die Analyse von Liquor ergibt bei ungefahr 80% der Patienten oft schon zu Beginn der
Erkrankung oder im weiteren Verlauf einen auffalligen Befund, wie eine lymphozytare
Pleozytose, leicht erhohte Eiweifdwerte und oligoklonale Bande in der

Liquorelektrophorese (Dalmau et al., 2011; Titulaer et al., 2013).

Neben diesen herkdmmlichen Untersuchungen spielt insbesondere der Nachweis von
Antikoérpern in Liquor und Serum eine wichtige Rolle bei der Diagnostik der anti-NMDA-
Rezeptor Enzephalitis.

Zur sicheren und spezifischen Diagnosestellung einer anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis
wird empfohlen, nicht ausschliefdlich Serum zu testen, sondern immer auch Liquor auf
Autoantikdrper zu untersuchen. Die Begriindung dafiir liegt in der Feststellung, dass bei
14% der Patienten trotz vorliegender Enzephalitis Serum-Testergebnisse negativ
ausfielen (Gresa-Arribas et al., 2014). Dariiber hinaus kann die alleinige Analyse von

Serum zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren (Lancaster und Dalmau, 2012).

1.3.5 Therapie und Prognose



Wurde die Diagnose einer anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis gestellt, ist ein zligiger
Beginn der Immuntherapie anzustreben. In der Regel kommt als Primartherapie eine
intravenose, hochdosierte Methylprednisolonstofstherapie zum Einsatz. Diese wird
haufig mit intravendser Immunglobulingabe, Plasmapherese oder Immunadsorption
kombiniert. Etwa 50% der Patienten sprechen in den ersten 14 Tagen gut auf diese
Therapie an. Die anderen 50% sollten eine Zweitlinientherapie mit Rituximab oder
Cyclophosphamid erhalten. Bei Vorliegen eines Teratoms ist in erster Linie die
Tumorresektion anzustreben. Allein die Entfernung des Tumors kann in vielen Fallen
zur vollstandigen Genesung der Patienten fiihren. So begriindet sich auch die
Wichtigkeit einer umfassenden Tumorsuche bei jedem Patienten mit einer anti-NMDA-
Rezeptor Enzephalitis (Titulaer et al., 2013).

Ein schnellstméglicher Therapiebeginn sowie eine friihzeitige Tumorentfernung sind
letztendlich entscheidend fiir eine bessere Prognose. Auch haben weniger schwere
Krankheitsverlaufe ohne intensivmedizinische Behandlungsnotwendigkeit einen
glnstigeren Ausgang. Schliefdlich erholen sich bis zu 81% der Patienten so gut, dass sie

wieder ohne Hilfe ihren Alltag bestreiten konnen (Titulaer et al., 2013).

1.4 Die Anti-Leucine-rich glioma-inactivated 1 Enzephalitis (Anti-Lgil
Enzephalitis)

1.4.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Lgil-Antikorper Enzephalitis, beziehungsweise deren ursachliche Autoantikérper
wurden 2010 entdeckt. Bevor die Antikorper als gegen Lgil gerichtet identifiziert
waren, wurden sie als Antikorper gegen spannungsabhiangige Kaliumkanale
beschrieben, da eine funktionelle Verbindung zwischen beiden besteht (Lai et al., 2010).
In den Niederlanden wurde die jahrliche Inzidenz mit 0,83/1.000.000 angegeben
(Sonderen et al,, 2016). Im Gegensatz zur Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis erkranken
an der Anti-Lgil Enzephalitis mehr Manner als Frauen im Verhaltnis 2:1. Das mediane
Erkrankungsalter liegt bei etwa 63 Jahren (Irani et al.,, 2010; Lai et al., 2010; Sonderen et
al,, 2016). Eine Tumorassoziation fiir Anti-Lgil-Antikérper wurde bisher nur fiir das

Thymom angenommen (Irani et al., 2010).



1.4.2 Pathophysiologie

Bei Lgil handelt es sich um ein in den synaptischen Spalt sekretiertes Protein, das
mafdgeblich daran beteiligt ist, die physiologische Erregbarkeit von Neuronen zu
regulieren. Mutationen im Lgil-Gen fiihren zu einer autosomal dominanten
Temporallappenepilepsie und auch bei der Anti-Lgil Enzephalitis treten regelmafdig
epileptische Anfalle auf (Fukata et al., 2010).

Lgil wird vor allem im Hippocampus und im temporalen Cortex exprimiert. Dort ist Lgil
Teil des inhibitorischen Signalweges zwischen prasynaptischen spannungsabhingigen
Kaliumkanaélen und postsynaptischen AMPA-Rezeptoren (a-Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-Isoxazol-Propionsdure-Rezeptor) (Sonderen et al.,, 2016). Entscheidend fiir
seine regulierenden Effekte ist dabei die Interaktion zwischen Lgil und den Proteinen
ADAM?22 und ADAM23 (Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein),
die ebenfalls an diesem Signalweg beteiligt sind. Insbesondere die Stérung der Lgil-
ADAM?22-Bindung an der postsynaptischen Seite reduziert die Anzahl von AMPA-
Rezeptoren. Die Beeintrachtigung dieses Glutamat-Rezeptors fiihrt zu einer gesteigerten
Erregbarkeit der Neurone (Ohkawa et al., 2013).

Die gegen Lgil gerichteten Autoantikérper gehéren hauptsachlich zum Immunglobulin
G4 Typ (IgG4). Aus diesem Grund wird die Anti-Lgil Enzephalitis auch zur Gruppe IgG4-
vermittelter neurologischer Autoimmunerkrankungen gezahlt. IgG4-Antikorper gelten
als nicht-inflammatorische Antikérper, die nicht an der Aktivierung des
Komplementsystems beteiligt sind. Es wird vermutet, dass sie ihre Wirkung iiber eine
direkte Antikérper-Antigen-Bindung entfalten. Auf diese Weise verhindern sie die
Bindung zwischen dem Protein, welches ihr Zielantigen ist und einem anderen Protein

(Huijbers et al., 2015).



Gesund Limbische Enzephalitis mit IgG4-Antikdrpern
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Abbildung 2: Einfluss von Antikérpern auf Lgil in der Synapse

Darstellung der physiologischen Protein-Protein-Interaktion, ohne Antikorper, im Vergleich zur gestorten
Protein-Protein-Bindung durch Autoantikdrper. Die rot dargestellten IgG4-Antikorper beeintrachtigen die
Funktion von Lgil und somit die synaptische Anordnung von AMPA-Rezeptoren.
AMPAR=0-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionic Acid Receptor

Lgil= Leucine-rich Glioma-inactivated 1

ADAM 22 und 23= Disintegrin and Metalloproteinase Domain-containing Protein 22 und 23 (adaptiert aus
Huijbers et al., 2015)

1.4.3 Klinik und Symptome

Das typische klinische Bild der Anti-Lgil Enzephalitis wird mit dem Syndrom der
limbischen Enzephalitis beschrieben. Kennzeichnend hierfiir sind ein subakuter Beginn
mit prominenten Storungen des Kurzzeitgedachtnisses, Verhaltensanderungen und
epileptische Anfille. Ein mogliches Erstsymptom sind Faziobrachial dystone Anfalle
(FBDS, Faciobrachial dystonic seizures). Dabei handelt es sich um kurze Anfalle mit
schnellen Zuckungen des Gesichts und/oder des ipsilateralen Armes, die viele Male am
Tag stattfinden. Diese Form der Anfalle ist sehr charakteristisch fiir die Anti-Lgil
Enzephalitis und kann allen anderen Symptomen vorausgehen (Irani et al., 2011). Im
weiteren Verlauf der Erkrankung werden bei fast allen Patienten unterschiedliche
Formen epileptischer Anfélle beobachtet. Verhaltensauffalligkeiten dufdern sich durch
Apathie, Enthemmung und Zwangshandlungen. Gedachtnisstorungen sowie

Desorientierung sind ebenfalls dominante Symptome. Weiterhin kann es zu



Schlaflosigkeit und autonomer Dysfunktion kommen und bei bis zu 65% der Patienten

findet sich eine Hyponatridmie (Sonderen et al., 2016).

1.4.4 Diagnostik

Auch bei der Anti-Lgil Enzephalitis spielt der Nachweis von Antikorpern in Liquor und
Serum eine entscheidende Rolle und fiihrt zur eindeutigen Diagnosestellung (Graus et
al,, 2016). Im MRT-BIld lasst sich bei bis zu 80% der Patienten eine Signalanhebung in
T2-oder FLAIR-Aufnahmen im medialen Temporallappen feststellen (Irani et al., 2010;
Lai et al,, 2010; Sonderen et al., 2016). Diese Veranderung kann sowohl einseitig als auch
beidseitig auftreten (Lai et al., 2010). Das EEG kann verschiedene Auffalligkeiten zeigen.
Dazu gehoren epilepsietypische Potenziale und generalisierte oder fokale
Verlangsamung. Die Suche nach einer lymphozytaren Pleozytose oder nach erh6hten
Eiweifwerten im Liquor ergibt nur bei etwa einem Drittel der Patienten pathologische
Befunde (Lai et al., 2010; Sonderen et al., 2016). Eine intrathekale Antikérpersynthese

ist eher selten (Graus et al., 2016).

1.4.5 Therapie und Prognose

In der Therapie der Anti-Lgil Enzephalitis erfolgt in der Regel das gleiche
therapeutische Vorgehen wie bei der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis (Lancaster,
2016). Insbesondere die FBDS und anderen epileptischen Anfélle sprechen besser auf
Immuntherapie als auf klassische Antiepileptika an (Irani et al., 2011).

Die meisten Patienten erholen sich durch addaquate Therapie sehr gut. Bis zu 67% der
Patienten kdnnen in ihren normalen Alltag zurtickkehren (Sonderen et al., 2016). Bei
etwa einem Drittel der Patienten ist allerdings ein Riickfall méglich, bei welchem eine
erneute Immuntherapie notwendig wird (Irani et al., 2010; Lai et al.,, 2010; Sonderen et

al, 2016).

1.5 Pradisponierende Faktoren fiir die Entwicklung einer Enzephalitis

Es gibt verschiedene Faktoren, die offensichtlich pradisponierend fiir das Auftreten
einer autoimmunen Enzephalitis mit neuronalen Oberflachenantikérpern sind. Vor

allem fiir die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis wurden einige dieser Faktoren schon
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genauer beschrieben. Wie oben bereits erwahnt, zahlt zuallererst das Vorliegen eines
ovariellen Teratoms bei jungen Frauen dazu. Allerdings erkranken auch Frauen, bei
denen kein Tumor vorliegt, sowie Manner und Kinder. Somit stellt sich die Frage nach

anderen Auslosern fiir eine Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis.

Ein weiterer bekannter Ausloser sind virale Erkrankungen. Nach einer Herpes-Simplex-
Virus Enzephalitis kann es zur Bildung von Anti-NMDA-Rezeptor Antikérpern kommen
(Armangue et al., 2014). Ahnliches wurde auch fiir das Varizella-Zoster-Virus
beschrieben (Schabitz et al., 2014).

Dariiber hinaus gibt es die Beobachtung, dass es insbesondere bei Kindern, die nicht an
einem Tumor leiden, zu einer saisonalen Haufung bei Erstmanifestation einer Anti-
NMDA-Rezeptor Enzephalitis kommt. Die Erkrankung beginnt vor allem wahrend der
warmen Monate April bis September (Adang et al., 2014).

Ein weiterer Ansatz ist, dass bei manchen der Patienten eine generelle Neigung zu
Autoimmunerkrankungen besteht. So fanden sich beispielsweise bei einigen der
Patienten auch Antinukledre Antikorper oder Thyreoperoxidase-Antikorper (Florance et
al,, 2009).

Bei vielen Autoimmunerkrankungen ist die sogenannte HLA-Assoziation ein wichtiger
Faktor fiir die individuelle Suszeptibilitit zu erkranken, so zum Beispiel auch fiir

Erkrankungen mit Anti-Hu Antikoérpern (de Graaf et al., 2010).

1.6 Der Major Histocompatibility Complex (MHC)

Eine Neigung zu autoimmunen Prozessen wird oft in Zusammenhang mit dem Major
Histocompatibility Complex (MHC) gebracht. Der MHC ist eine Region des menschlichen
Genoms, die fiir Proteine kodiert, die mafdgeblich an der Aktivierung des Immunsystems
beteiligt sind. Da diese Proteine zuerst auf der Oberflache weif3er Blutzellen entdeckt
wurden, werden sie auch HLAs (Human Leucocyte Antigens) genannt und der MHC auch
als HLA-Region bezeichnet. Die MHC-Proteine prasentieren den kérpereigenen
Abwehrzellen Antigene, die daraufhin aktiviert werden. Es werden unterschiedliche
Klassen von MHC-Proteinen unterschieden. Die MHC-Proteine, die an der
Immunreaktion beteiligt sind, gehdren zu den Klassen I und II, die sich in Struktur und

Funktion unterscheiden. MHC-I-Molekiile werden auf der Zelloberflache aller
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kernhaltigen Korperzellen exprimiert. Dazu zahlen HLA-A, HLA-B und HLA-C. Sie
prasentieren kontinuierlich intrazelluldre Proteine, so dass atypische Veranderungen an
jeder Korperzelle erkannt werden konnen. MHC-II-Molekiile wie HLA-DR, HLA-DP und
HLA-DQ befinden sich nur auf der Zelloberflache von antigenprasentierenden Zellen
(dendritische Zellen, Makrophagen, B-Lymphozyten). Diese Zellen konnen durch
Phagozytose aufgenommenes Material in Bruchstiicke zerlegen und tiber MHC-II-

Proteine auf ihrer Zelloberflache prasentieren (Horton et al., 2004).

1.6.1 MHC-Nomenklatur

Der allergrofdte Anteil der Gene, der fiir MHC-I und -1II Proteine kodiert, liegt auf
Chromosom 6. Es gibt etwa 20 MHC-I-Gene auf Chromosom 6. Die drei wichtigsten sind
HLA-A, HLA-B und HLA-C. Sie kodieren die a-Kette der MHC-I-Molekiile.

Die Gene der Klasse II kodieren die a- und p-Kette der MHC-II-Molekiile. Die
Bezeichnung dieser Gene enthalt drei Buchstaben. Der erste Buchstabe ,D“ steht fiir die
Klasse. Der zweite Buchstabe beschreibt die Familie (z.B. ,R“, , P ,Q“) und der dritte
Buchstabe ,,A“ oder ,B“ besagt, ob eine a- oder -Kette kodiert wird. Durch verschiedene
Zahlen, durch ein Sternchen voneinander getrennt, werden weitere Informationen
beziiglich des MHC-Gens erganzt. Die enthaltenen Informationen lassen sich am besten
von hinten nach vorne nachvollziehen. Die Ziffern nach dem Sternchen stehen fiir eine
bestimmte Allelvariante. Die Zahl vor dem Sternchen bezeichnet die Nummer des Gens.
Bei ,HLA-DQA1*02:01“ handelt es sich um die Allelvariante 02:01 von Gen 1, welches
fiir die a-Kette eines Q-Proteins der Klasse D kodiert (Klein und Sato, 2000).

1.7 GWAS - Genome-Wide Association Studies (deutsch: Genomweite

Assoziationsstudien)

Ein Hauptziel der Forschung am menschlichen Genom ist die Entdeckung genetischer
Risikofaktoren verschiedener Erkrankungen.

Bei der Erforschung genetischer Grundlagen von Erkrankungen sind Single Nucleotide
Polymorphisms (SNP, sprich snip) von grofder Bedeutung. Ein SNP ist die Veranderung
einer einzigen Base an einer bestimmten Position im menschlichen Genom. Ein SNP

verfiigt iiber mehrere Allele. Diese Allele konnen entweder identisch, also homozygot
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oder unterschiedlich und somit heterozygot sein (Bush und Moore, 2012). Die
Haufigkeit des selteneren Allels wird auch Minor Allele Frequency (MAF) genannt. Die
strenge Definition eines SNPs setzt eine MAF von 1% in der Population voraus. Liegt die
MAF unter 1%, wird diese genetische Variante Mutation genannt. Der grofdte Anteil,

tiber 90% genetischer Variation im menschlichen Genom besteht aus SNPs.

In einer Genome-Wide Association Study (GWAS) wird durch Analyse von genetischen
Markern im gesamten Genom nach einem genetischen Merkmal gesucht, das mit einem
bestimmten phanotypischen Merkmal, meist einer bestimmten Erkrankung, in
Beziehung gesetzt werden kann. Dabei werden SNPs als genetische Marker genutzt.
Insbesondere ermdéglicht eine GWAS den Vergleich zweier Gruppen (Fallgruppe und
Kontrollgruppe) und identifiziert genetische Varianten, die in der Fallgruppe signifikant
haufiger oder seltener auftreten (Ziegler und Konig, 2010).

Das Konzept von GWAS nutzt ein Phanomen, das Linkage Disequilibrium (LD) oder auch
Kopplungsungleichgewicht genannt wird. Linkage (Kopplung) ist die nicht-zufillige
Beziehung zweier SNPs an unterschiedlichen Positionen im Genom. Im Allgemeinen
werden zwei SNPs, die nah beieinander liegen, weniger haufig durch Rekombination
wahrend der Meiose getrennt und daher haufiger gemeinsam vererbt. Ein hohes Maf$ an
LD drickt aus, dass eine Kombination von Allelen zweier SNPs tiberdurchschnittlich oft
liber Generationen hinweg zusammen auftritt, diese SNPs also nicht unabhangig
voneinander vererbt werden. Das heifdt, zwei oder mehr Genloci mit bestimmten
Sequenzvarianten in Individuen einer Population treten haufiger gemeinsam auf als dies
durch Zufall zu erwarten ware. Das Wissen um das Vorliegen einer bestimmten Variante
(Marker) erméglicht, auf das Vorliegen der zweiten Variante zu schliefden (Visscher et
al,, 2012). Das LD ist umso starker ausgepragt, desto jinger die untersuchte
Bevolkerungsgruppe ist, da sich die LD-Struktur von Generation zu Generation aufgrund
von Rekombination verdndert.

Es ist moglich, mit der Genotypisierung von etwa 500.000 SNPs die genetische Variation
des gesamten Genoms in einer europaischstimmigen Bevolkerung zu erfassen. Die LD-
Struktur des menschlichen Genoms wurde im Rahmen verschiedener Projekte erfasst
und katalogisiert. Auf Grundlage dieser Daten kann mit der Genotypisierung von nur
einem kleinen Teil aller SNPs der andere Grof3teil erschlossen werden. Ein Maf? fiir das

LD zwischen zwei Markern ist r2. Hohe Werte fiir r2 bedeuten, dass im Fall zweier SNPs
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A und B, nur einer der beiden genotypisiert werden muss, um auf das Allel des zweiten

SNPs zu schlief3en (Bush und Moore, 2012).

Ur-Chromosom

Gegenwart

Abbildung 3: Linkage Disequilibrium

Schematische Darstellung der Entstehung des Linkage Disequilibrium ausgehend von einer einzelnen
Mutation in einem gemeinsamen Ur-Chromosom. Das urspriingliche Chromosom ist schwarz dargestellt
und das hypothetisch mutierte Allel mit einem roten Stern markiert. Die 8 Nachfahren und Tréager der
urspriinglichen Mutation besitzen unterschiedlich grofie Anteile des Ur-Chromosoms. Die Allele innerhalb
der schwarzen Bereiche befinden sich im Linkage Disequilibrium und wurden nicht zufallig und nicht
unabhdngig vererbt. (adaptiert aus Abecasis et al., 2005)

1.8 Fragestellung der Arbeit

In den allermeisten Fallen autoimmuner Enzephalitiden mit Antikérpern gegen
synaptische Proteine ist der Ausléser unbekannt. Trotz verschiedener méglicher
Risikofaktoren und Erklarungsversuchen sind die Griinde fiir das Auftreten der beiden
haufigsten Erkrankungen in dieser Gruppe noch weitestgehend unklar. Es stellt sich die
Frage, ob es eine genetische Pradisposition der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis und
der Anti-Lgil Enzephalitis gibt. Diese Uberlegung wird mittels Durchfiihrung einer

Genome-Wide Association Study tiberpriift.
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2. Methoden

Flir die Durchfiihrung einer erfolgreichen Genome-Wide Association Study sind eine
Reihe von aufeinanderfolgenden Arbeitsschritten notwendig. Nach Formulierung der
zugrundeliegenden Fragestellung erfolgt zuerst die Patientenrekrutierung, genaue
Definierung der Phanotypen und die DNA-Extraktion. Als nachstes schliefdt sich die
eigentliche Genotypisierung an. Auf diese folgt eine griindliche Qualitiatskontrolle der
Daten. Die von Fehlern bereinigten Daten werden danach mit Hilfe modernster
Computerprogramme einer komplexen bioinformatischen Analyse unterzogen, um eine
abschlieféende Bewertung der Ergebnisse durchfiihren zu kénnen. Auf die Schritte
Patientenrekrutierung, Genotypisierung, Qualititskontrolle und Datenanalyse in dieser

Studie soll im weiteren Verlauf eingegangen werden.

2.1 Patientenrekrutierung

Die Zusammenstellung der Patientenkohorten erfolgte aus den Daten des Deutschen
Netzwerks zur Erforschung autoimmuner Enzephalitiden (German Network for
Research on Autoimmune Encephalitis, kurz GENERATE). GENERATE basiert auf der
Kooperation von 76 Kliniken in Deutschland, Osterreich und der Schweiz.

Die Arbeit von GENERATE beinhaltet eine pseudonymisierte Dokumentation klinischer
Daten in einem zentralen Patientenregister sowie die dezentrale Sammlung von
Patientenmaterialien in mehreren GENERATE-Biomaterialbanken. Alle rekrutierenden
Zentren lassen die anonymisierte Datenerfassung, Probenentnahme und -asservierung
sowie genetische und andere Untersuchungen der Proben durch die zustandigen
regionalen Ethikkommissionen priifen. Die Patienten erteilen im jeweiligen Zentrum
eine schriftliche Einwilligung in die Verwendung ihrer Daten fiir Forschungszwecke.

In der GENERATE-Datenbank werden Patienten mit Verdacht auf autoimmune
Enzephalitis erfasst, unabhdngig vom Nachweis von Auto-Antikérpern in Serum und

Liquor.

In dieser Studie wurden die Daten von insgesamt 241 Patienten mit anti-NMDA-
Rezeptor Enzephalitis und Anti-Lgil Enzephalitis aus 23 GENERATE-Zentren und einer
weiteren kooperierenden Klinik in Prag erfasst. Je nach Erkrankung wurden die

Patienten der entsprechenden Gruppe zugeordnet. Der Krankheitsbeginn aller 241
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Patienten lag zwischen Januar 2007 und April 2017. Die Patientendaten wurden

innerhalb dieses Zeitraums auch in der GENERATE-Datenbank registriert.

Zundachst erfolgte die Auswertung der in der Datenbank gespeicherten, fiir das Projekt
relevanten klinischen Informationen. Fehlende Daten wurden durch Kontaktaufnahme
mit den jeweiligen behandelnden Arzten erginzt.

Neben den grundlegenden Informationen zu jedem Patienten wie Geschlecht, Ethnie und
Alter bei Symptombeginn wurden allgemein anerkannte und definierte
Diagnosekriterien fiir das jeweilige Krankheitsbild tiberpriift und die klinische
Prasentation spezieller Symptome erfasst. Die Symptomauspragung wurde hinsichtlich
Auftretens von epileptischen Anfillen, psychiatrischen Veranderungen, autonomen
Regulationsstéorungen oder Gedachtnisstorungen und anderen Symptomen ausgewertet.
Zur weiteren Beurteilung der Erkrankung wurde tiberpriift, ob sich pathologische
Verdanderungen in Liquor (Autoantikorper, Oligoklonale Bande, Pleozytose), MRT und
EEG zeigten und ob ein Tumorleiden vorlag. Weiterhin wurden Informationen beziiglich
der Enzephalitisbehandlung, wie Therapiebeginn und Einsatz von Erst- oder

Zweitlinien-Therapie erfasst.

Die in dieser Studie angewandten klinischen Diagnosekriterien wurden im April 2016

von Graus et al. publiziert (Graus et al., 2016).

Die Diagnose Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis und somit die Aufnahme in diese
Studiengruppe erfolgte bei Nachweis von NMDA-Rezeptor Antikérpern im Liquor und

bei Vorliegen von mindestens einer der sechs folgenden Symptomgruppen.

6 Hauptsymptomgruppen:
- Abnormales Verhalten oder Kognitive Dysfunktion
- Sprachstérungen
- Epileptische Anfille
- Bewegungsstorungen, Dyskinesien
- Bewusstseinsstorungen

- Autonome Regulationsstorungen
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Zusatzlich konnten vorliegen:
- Pathologisches EEG
- Liquor mit Pleozytose oder Oligoklonalen Banden

-  Teratom

Die Aufnahme in die Anti-Lgil Enzephalitis Gruppe erfolgte ebenfalls bei Nachweis von

LGI1 Antikérpern im Liquor und wenn folgende Kriterien erfiillt waren:

- Subakuter Beginn (Progress innerhalb der ersten 3 Monate) von
Gedachtnisstorungen, psychiatrischen Symptomen, epileptischen Anfallen
- Bilaterale Auffalligkeiten in FLAIR-gewichteten MRT-Sequenzen im mittleren
Temporallappen
- Mindestens eine der folgenden Veranderungen:
- lymphozytare Pleozytose im Liquor
- EEG-Auffalligkeiten

- Begriindeter Ausschluss anderer Erkrankung

2.2 Sammlung von DNA-Proben

Von allen Patienten wurden frisches oder gefrorenes EDTA-Blut oder gefrorene PBMC-
Proben (Peripheral Blood Mononuclear Cell-Proben) nach Kiel geschickt. Die DNA-
Isolierung erfolgte mittels Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kits, wie vom Hersteller

Qiagen vorgegeben.

2.3 Kontrollgruppe

Die Kontrollen entstammten einer bereits genotypisierten Kohorte aus der
populationsbasierten Biobank PopGen. PopGen (Population-Based Recruitment for
Genetics Research) wurde im Jahr 2003 gegriindet, um eine Infrastruktur fir die
Erforschung genetischer Risikofaktoren verschiedener Erkrankungen zu schaffen.
PopGen enthdlt eine Vielzahl an Informationen von Erkrankten und dariiber hinaus auch

von zufallig ausgewahlten, gesunden Personen. Alle Probanden gelten als neurologisch
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gesund und stammen aus der norddeutschen Allgemeinbevélkerung (Nothlings und
Krawczak, 2012).
Die DNA-Proben von 1219 gesunden Kontrollen wurden genotypisiert und gingen in die

Datenanalyse ein.

2.4 Angewandte Software

Fir die komplexe Datenanalyse im Rahmen einer GWAS wurden die neuesten,

international frei zuganglichen Programme und Datenbanken verwendet.

Programme:
- Plink 1.9
- Michigan Impution Server
-  SNP2HLA
- PyHLA

Internet Ressourcen:

- Allele Frequency Net Database (AFND): http://www.allelefrequencies.net/

- Genetic Power Calculator: http://zzz.bwh.harvard.edu/gpc/cc2.html

- GTEx: www.gtexportal.org

- HaploReg v4.1:
http://archive.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php

- Michigan Imputation Server:
https://imputationserver.sph.umich.edu/index.html

- plink1.9: www.cog-genomics.org/plink/1.9/

- NHGRI-EBI GWAS catalogue: https://www.ebi.ac.uk/gwas/home

- OMIM (Online-Katalog menschlicher Genetik): https://omim.org

- Genecards: https://www.genecards.org

2.5 Berechnung der statistischen Trennscharfe (Power)

Die Durchfiihrung einer GWAS an Enzephalitispatienten im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe hatte zum Ziel, bestimmte Risikofaktoren, also genetische Varianten, die
signifikant unterschiedlich in der Enzephalitisgruppe vorliegen, zu identifizieren. Die
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Wabhrscheinlichkeit, dass in einer Studie ein signifikanter Unterschied zwischen zwei
Gruppen entdeckt wird, wenn dieser Unterschied tatsachlich existiert, nennt sich
statistische Trennscharfe oder statistische Power. Im Fall einer GWAS heifdt das, eine
Studie besitzt dann eine gute Trennscharfe, wenn sie eine hohe Wahrscheinlichkeit hat,
eine Assoziation zu entdecken und diese mit statistischer Signifikanz nachzuweisen. Die
Trennscharfe einer Studie ist abhangig von der Stichprobengrofde (N), der Effektstarke,
ausgedriickt als Odds Ratio, der Frequenz des Effektalleles und der Wahrscheinlichkeit
des Fehlers erster Art (a-Fehler). Im Allgemeinen wird eine statistische Power von 80%
fir die Durchfiihrung einer Fall-Kontroll-Studie als ausreichend angenommen (Fletcher
und Fletcher, 2007).

Die Nullhypothese dieser Studie lautet: Es gibt keine genetische Assoziation. Die
Alternativhypothese dagegen heifst: Es gibt genetische Marker welche mit dem
Krankheitsphanotyp assoziiert sind. Wiirde die Nullhypothese abgelehnt, obwohl sie
wahr ist, 1age ein Fehler 1. Art oder a-Fehler vor. Wiirde hingegen die
Alternativhypothese abgelehnt, obwohl sie wahr ist, es also tatsachlich eine genetische
Assoziation gibt, so wiirde ein Fehler 2. Art oder 3-Fehler vorliegen.

Die statistische Power ist hoch, wenn die Wahrscheinlichkeit sinkt, einen Fehler 2. Art
(13-Fehler) zu begehen und somit zu dem Schluss zu kommen, dass es keinen Effekt
(keine genetische Assoziation) gibt, obwohl es tatsachlich einen gibt. Die statistische
Power wird ausdriickt: Power=1-13

In dieser Studie wurde die Berechnung der statistischen Trennscharfe mit dem ,Genetic
Power Calculator von S. Purcell durchgefiihrt. Die Analysemethode ,Case-control for

discrete traits“ wurde angewendet (Purcell et al., 2003).

2.6 Genotypisierung

Die Genotypisierung ist der Vorgang, bei dem der Genotyp eines Individuums, die
genotypische Auspragung eines Markers festgestellt wird. Alle DNA-Proben wurden am
Institut fiir Klinische Molekularbiologie (IKMB) Kiel auf dem Illumina Infinium Global

Screening Array (GSA) genotypisiert. Dabei wurden etwa 660.000 Marker erfasst.

Die Technik des GSA basiert auf einer enzymatischen Extension genomischer DNA, die

zuvor an spezifische, auf dem Array fixierte Fragmente bindet. Die Extension erfolgt mit
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fluoreszenz-markierten Basen. Im Anschluss wird die Intensitat des Fluoreszenzsignals
mit einer speziellen Illumina Software (iScan-System) erfasst und daraus der
entsprechende Genotyp fiir jeden SNP errechnet. Dabei gibt es entsprechend den vier in
der DNA enthaltenen Basen, Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin vier Moglichkeiten fiir
die Auspragung eines Genotyps (Ziegler und Koénig, 2010).

5 1. Amplifikation der genomischen DNA
und anschlieBende Fragmentierung.

2. Spezifische Hybridisierung:
Genomische DNA-Fragmente
werden auf dem Array fixiert.

3. Enzymatische Extension der fixierten
Fragmente mit fluoreszenzmarkierten
Basen.

4. Messung der Intensitit des
Fluoreszenzsignals zur Ermittlung
des Genotyps.

Abbildung 4: Genotypisierung auf dem Global Screening Array
Vereinfachte Darstellung der vier Hauptschritte der Genotypisierung auf dem Global Screening Array.
SNP=Single Nucleotide Polymorphism (adaptiert aus Gunderson, 2009)

Die Daten von Patienten und Kontrollen wurden in Dateien im Plink-Format gespeichert
und zur weiteren Bearbeitung zur Verfligung gestellt. Plink ist eine frei zugangliche
Software, die speziell fiir die Auswertung und Qualitatskontrolle der grofden

Datenmengen einer GWAS entwickelt wurde (Purcell et al., 2007).

2.7 Qualitatskontrolle der Genotypisierungsdaten

Das grundlegende Ziel einer GWAS in Form einer Fall-Kontroll-Studie ist die Aufdeckung
eines Unterschieds von Allelhdufigkeiten zwischen Fall- und Kontrollgruppe. Bei der
Untersuchung von SNPs hinsichtlich einer Assoziation mit einem Phanotyp gibt es eine
Reihe von Fehlerquellen. Diese konnen zu falsch-positiven oder auch falsch-negativen
Ergebnissen fiihren. Eine sorgfiltige Qualitatskontrolle der Daten hinsichtlich
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verschiedenster Aspekte ist daher essentiell. Die Daten der beiden Enzephalitisgruppen
ebenso wie der Kontrollgruppe wurden tiberpriift. Die Qualitatskontrolle der Daten und
die bioinformatische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe

Neurogenetik der Klinik flir Neurologie der Universitatsklinik Kiel.

2.7.1 Qualitatskontrolle der Proben

A) Missing Call Rate/Missingness Rate:

Die sogenannte Missing Call Rate ist ein Indikator fiir die Qualitdt einer einzelnen DNA-
Probe. Dabei wird das Verhaltnis von genotypisierten Markern gegeniiber dem Anteil
von Markern welche nicht bestimmt werden konnten pro Probe betrachtet. Ein hoher
Anteil fehlender, also nicht-genotypisierter Marker kann durch
Hybridisierungsprobleme der Probanden-DNA auf dem Array verursacht sein und
deutet auf mangelhafte Probenqualitit hin (Laurie et al., 2010).

Alle Proben mit weniger als 98% genotypisierten Markern wurden ausgeschlossen.

B) Heterozygotenrate:

Ein weiterer Storfaktor ist die mogliche Kontamination oder versehentliche
Vermischung von Proben. Jeder genotypisierte Marker kann aufgrund des diploiden
Chromosomensatzes homozygot oder heterozygot vorliegen. Statistisch gesehen gibt es
einen bestimmten zu erwartenden Anteil heterozygoter Marker in jeder Probe. Eine
Diskrepanz zwischen dem Verhaltnis von erwarteten und tatsachlich beobachteten
heterozygoten autosomalen Genotypen kann als Hinweis auf eine Probenkontamination
dienen. Zunachst wird tberpriift, wie viele heterozygote Genotypen in jeder einzelnen
Probe vorliegen. Unter Betrachtung aller Proben wird eine durchschnittliche
Heterozygotenrate errechnet sowie die Standardabweichung der zugrundeliegenden
Verteilung. Dann wird jede Probe anhand dieses Durchschnitts kontrolliert, wobei der
Anteil der heterozygoten SNPs in einer Probe nicht auf3erhalb der dreifachen
Standardabweichung von diesem Durchschnitt liegen sollte (Ziegler und Konig, 2010).
Proben, deren Heterozygotenrate aufierhalb der dreifachen Standardabweichung von

der durchschnittlichen Heterozygotenrate aller Proben lag, wurden ausgeschlossen.
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C) Geschlecht der Proben:

Ein anderer Hinweis auf Probenkontamination kann eine Abweichung von
dokumentiertem Geschlecht zu genotypisiertem Geschlecht sein. Plink verfiigt tiber
entsprechende Kontrollmechanismen beim Auslesen der Genotypisierungergebnisse.

Proben, bei denen eine Abweichung auftrat, wurden aussortiert.

D) Cryptic Relatedness (Verborgene Verwandtschaft):

Fir die Aussagekraft der Studie beziiglich genetischer Pradisposition ist es wichtig, eine
unbekannte genetische Verwandtschaft der einzelnen Proben zu tiberpriifen. Eine
solche Verwandtschaft kann durch Anhdufung bestimmter Haplotypen die Ergebnisse
verfalschen und muss daher ausgeschlossen werden (Ziegler und Konig, 2010).

Alle Proben, fiir die eine genetische Verwandtschaft als Cousin 1. Grades oder ndher

bestand, wurden ausselektiert.

E) Ethnische Zugehorigkeit:

Alle Proben sollten derselben ethnischen Gruppe angehoren, um genetische
Unterschiede zwischen Ethnien als Einflussfaktor zu vermeiden. Zur Identifikation von
Proben, die einer anderen ethnischen Gruppe angehoren, erfolgte ein Abgleich mit den
Daten der 1000 Genomes Database. In dieser Datenbank sind Informationen zu den
genetischen Variationen aus 26 verschiedenen Populationen enthalten (Consortium,
2015a).

Proben, die nicht kaukasischer Abstammung waren, gingen nicht in die weitere Analyse

ein.

2.7.2 Qualitatskontrolle der genotypisierten Marker

A) Missingness Rate pro Marker:
Die Missingness Rate ist ein Maf? fiir den Anteil an Proben, in denen kein Genotyp an
einem bestimmten Marker bestimmt werden konnte. Eine Missingness Rate grofier als

2% dient hier als Ausschlusskriterium fiir einen SNP.
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Aufderdem werden die Genotypisierungsraten fiir die einzelnen Marker zwischen Fall-
und Kontrollgruppe verglichen. Marker, fiir die ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen besteht, werden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.
Dieser Unterschied wird auch als Informative Missingness bezeichnet. Auf diese Weise
wird die Beobachtung von falsch-positiven Assoziationen vermieden (Ziegler und Konig,

2010). Alle SNPs, die entsprechend diesen Kriterien auffielen, wurden ausgeschlossen.

B) Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE):

Zur Untersuchung, ob Fehler bei der Genotypisierung der SNPs stattgefunden haben,
wird innerhalb der Kontrollgruppe tiberpriift, ob die Allelfrequenzen dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht (engl. Hardy-Weinberg-Equilibrium, HWE) entsprechen.
Das HWE geht von einer idealen Population aus, in der Panmixie vorherrscht und die
keiner Selektion unterworfenen ist. In einer solchen Population besagt das HWE, dass
die Genotypenverteilung von Generation zu Generation stabil bleibt. Im Fall eines
Genlokus fiir den es zwei mogliche Allele (P und Q) gibt, driickt sich das Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht so aus:

p2+2pq+qz=1

p und q sind die Allelfrequenzen

p2 und gz sind die Homozygotenfrequenz
2pq ist die Heterozygotenfrequenz
(Murken et al., 2006)

Abweichungen von dieser Genotypenverteilung im Sinne einer erhéhten

Heterozygotenfrequenz sprechen fiir Fehler bei der Genotypisierung.

Krankheitsverursachende Genloci allerdings unterliegen einer Selektion und kénnen
deshalb stark vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht abweichen. Aus diesem Grund wird
nur die Kontrollgruppe auf abweichende Marker untersucht und diese ausgeschlossen.
In der Fall-Gruppe wiirde die Anwendung des HWE unter Umstdnden zum Ausschluss

wichtiger und gewiinschter Informationen als Hinweis auf Assoziation fiihren (Ziegler
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und Konig, 2010). SNPs, die in der Kontrollgruppe nicht dem HWE entsprachen, fanden

in der weiterfiihrenden Auswertung keine Beachtung.

C) Minor Allele Frequency:

Die Frequenz des selteneren Allels einer Sequenzvariation in einer Population wird auch
Minor Allele Frequency (MAF) genannt. Die strenge Definition eines SNPs setzt eine MAF
von 1% in der Population voraus. Liegt die MAF unter 1% wird diese genetische
Variante Mutation genannt (Bush und Moore, 2012). Aufserdem besteht eine gewisse
Fehlerrate bei der Genotypisierung und ein solcher Fehler kann bei einer MAF unter 1%
nicht mehr zuverlassig von einer echten, aber sehr seltenen genetischen Variante
unterschieden werden. Alle Marker mit einer MAF kleiner als 1% wurden demnach

ausgeschlossen.

2.8 Imputation

Eine Imputation ermoglicht die Bestimmung nicht-genotypisierter SNPs. Dies geschieht
auf Grundlage des Linkage Disequilibrium und einem ausgewahlten Referenzdatensatz
(Sammlung zuvor genotypisierter Informationen). Fiir die Ermittlung zusatzlicher
Marker wurde der freizugangliche Michigan Impution Server genutzt. Diese Software
ermoglicht es, den Prozess der Imputation zu automatisieren.

Der qualitatsgepriifte Datensatz aller untersuchten Proben (Patienten und Kontrollen)
wird importiert und das Programm iibernimmt alle weiteren Schritte (Das et al., 2016).
Ein vorgegebenes Maf? fiir die Qualitat der imputierten Marker ist der vom Programm
vorgegebene Info Score. Nur imputierte Marker mit einem Info Score tiber 0,3 und mit

einer MAF iiber 1% gingen in die weitere Analyse ein.

2.9 Assoziationsanalyse

Eine Assoziation im Kontext einer GWAS bedeutet, dass ein spezifisches Allel eines
genetischen Markers statistisch signifikant haufiger oder seltener in der Gruppe der

Erkrankten als in der Kontrollgruppe auftritt. Die Assoziationsanalyse wird erst im
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Anschluss an die Qualitatskontrolle durchgefiihrt, um falsch-positive Ergebnisse zu
vermeiden.

Der Ansatz einer Assoziationsanalyse ist es, jeden einzelnen SNP auf eine
Krankheitsassoziation hin zu testen. Die Assoziationsanalyse wurde erst nach
Ausschluss qualitativ mangelhafter Marker sowohl fiir die direkt genotypisierten SNPs
(Anzahl: 470.313) als auch fiir die imputierten Marker (Anzahl: 7.139.953)
durchgefiihrt. Die beiden Enzephalitisgruppen wurden getrennt analysiert. Innerhalb
der Anti-NMDAR Enzephalitisgruppe wurde dariiber hinaus auf moglicherweise
bestehende Krankheitsassoziation in Patienten-Subgruppen gepriift: Patienten mit
einem frihen oder spaten Krankheitsbeginn (jiinger oder alter als 23,5 Jahre) sowie mit
und ohne Tumor. Fiir die Assoziationsanalyse wurde wieder die Software PLINK genutzt

(Chang et al., 2015).

Ein wichtiger Einfluss- oder Storfaktor bei der Assoziationsanalyse ist die sogenannte
Population Stratification (Bevolkerungsstruktur). Population Stratification beschreibt
den Unterschied von Allelfrequenzen zwischen méglichen Untergruppen innerhalb einer
Gesamtpopulation. Diese in sich genetisch dhnlichen Untergruppen mit signifikant
unterschiedlichen Frequenzen eines bestimmten Allels konnen zum Beispiel durch ihre
geografische Ndhe und somit durch eine lokalisierte Paarung von Individuen zu Stande
kommen. Diese Differenzen in der Abstammung kénnen zu falsch positiven Ergebnissen
in der Assoziationsanalyse fiihren (Price et al., 2006).

Aus diesem Grund ist es essentiell bei der Assoziationsanalyse darauf zu achten, ob in
der Studienpopulation eine Population Stratification vorliegt. Dazu gibt es verschiedene

Ansatze.

Eine Moglichkeit mit Population Stratification umzugehen ist das Konzept der ,,Genomic
Control“ (GC). GC korrigiert Population Stratification, in dem das Testergebnis fiir jeden
einzelnen Marker mittels eines einheitlichen Genomic Inflation Factor A adjustiert wird.
Der Genomic Inflation Factor A ist ein Maf fiir Population Stratification und besagt, wie
stark das ermittelte Testergebnis vom erwarteten Ergebnis abweicht. Der Genomic
Inflation Factor A berechnet sich als Quotient des Medians des beobachteten
Testergebnisses (x2) und dem erwarteten Median, welcher mit 0,456 definiert ist:

A=median (x2)/0,456
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Zudem kann es sehr niitzlich sein, ein Quantil-Quantil Diagramm zu erstellen. In diesem
werden die ermittelten P-Werte fiir jeden SNP der Gréfie nach eingetragen im Vergleich
zu den P-Werten unter der Nullhypothese ,Es gibt keine Assoziation“. Ein solches
Diagramm veranschaulicht das Ausmaf3 von Population Stratification.

Wenn nur wenige Marker von der zu erwartenden Linie abweichen, konnte es sich bei

diesen Markern um eine wahre Assoziation handeln.
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Abbildung 5: Quantil-Quantil Diagramm

Vergleich der pro Marker berechneten P-Werte (blaue und graue Punkte) und der P-Werte unter der
Nullhypothese ,Keine Assoziaton” (rote Linie). In der rechten Halfte der Abbildung sind die Marker der
HLA-Region nicht enthalten.

oben: Assoziationsanalyse der Anti-Lgil Enzephalitisgruppe mit dem Genomic Inflation Factor A=0,8839.
Der Vergleich des Quantil-Quantil-Diagramms mit und ohne HLA-Region unterstreicht, dass der Grofiteil
der hoch assoziierten Marker in der HLA-Region gelegen sein muss.

unten: Assoziationsanalyse der Anti-NMDAR-Enzephalitisgruppe mit Genomic Inflation Factor A=0,9414.
Lgil=Leucine-rich Glioma-Inactivated 1

NMDAR= N-Methyl-D-Aspartat Receptor

A=Genomic Inflation Factor
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n=Anzahl

Aufderdem kann zur Detektion und Korrektur von Population Stratification eine
Hauptkomponentenanalyse (englisch: Principal Componant Analysis, PCA) durchgefiihrt
werden. Das Ziel einer Hauptkomponentenanalyse ist es, die wichtigsten Informationen
eines grofden Datensatzes zu extrahieren und diese Informationen in Form einer
geringeren Anzahl an Variablen, den Hauptkomponenten, auszudriicken. Diese
reflektieren wiederum einen Grof3teil der Varianz des urspriinglichen Datensatzes. Eine
Hauptkomponentenanalyse an den Genotypisierungsdaten einer GWAS wird
angewendet, um Hauptachsen genetischer Variation zu identifizieren. Entlang dieser
Achsen konnen die Daten in Bezug auf Population Stratification angepasst werden und
diese adjustierten Daten dann fiir die Assoziationsanalyse genutzt werden (Ziegler und

Konig, 2010).

Den Berechnungen der Assoziationsanalyse in der Studie lag eine logistische
Regressionsanalyse zugrunde. Eine logistische Regression erméglicht die Uberpriifung,
ob ein Zusammenhang zwischen einer bindren Variable (hier einfach ausgedriickt
»krank/Enzephalitis“ oder ,gesund“) und mehreren unabhingigen Variablen besteht
(Fletcher und Fletcher, 2007). In diese Berechnung eingehende Variablen waren
beispielweise Alter oder Geschlecht und die ersten vier Dimensionen der

Hauptkomponentenanalyse.

2.10 HLA-Imputation

In dieser Studie ging es um die Untersuchung zweier Autoimmunerkrankungen. Aus
diesem Grund wurde die MHC-Region ndher analysiert und auf Assoziation mit den
beiden Enzephalitisgruppen untersucht. Die MHC-Region auf Chromosom 6 liegt im
Bereich von Basenpaar 29Mbp (Megabasenpaar, englisch: Megabase pair) bis 34Mpb.
Mit Hilfe des Programms SNP2HLA (Jia et al,, 2013) wurden vierstellige HLA-Allele auf
der Grundlage von 6213 zuvor auf dem GSA direkt genotypisierten SNPs mit einer MAF
von 0,025 und héher imputiert.

Als Referenzdatensatz fiir die imputierten Allele dienten Daten des Type 1 Diabetes

Genetics Consortium (T1DGC) Reference Panel. Diese Datenbank enthalt Informationen
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zu Haplotypen von tiber 5000 Individuen. Die acht imputierten HLA-Gene waren: HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPA1 und HLA-DPB1

2.11 HLA-Assoziationsanalyse

Die HLA-Assoziationsanalyse wurde mit der Software PyHLA durchgefiihrt (Fan und
Song, 2017). Dabei wurde jeweils die Assoziation der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis
und der Anti-Lgil Enzephalitis getrennt tiberpriift. Zur Berechnung diente wieder eine
logistische Regressionsanalyse, in die Alter, Geschlecht und die ersten vier Dimensionen
einer Hauptkomponentenanalyse als Variablen eingingen. Eine a-Adjustierung erfolgte

mittels Step-up Methode nach Hochberg.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkohorte

Flir die Durchfithrung der GWAS zur Untersuchung einer genetischen Pradisposition der
Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis und der Anti-Lgil Enzephalitis wurden insgesamt
241 Enzephalitispatienten rekrutiert.

Entsprechend ihrer Erkrankung und dem nachgewiesenen Autoantikorper wurden die
Patienten den Gruppen ,Anti-NMDAR" oder ,Anti-Lgil“ zugeteilt. In der ersten Gruppe
fanden sich anfangs 166 Patienten, in der zweiten Gruppe 75 Patienten.

Im Verlauf verkleinerten sich die Kohorten, so dass nur insgesamt 163 Patienten fiir die
Genotypisierung mittels GSA zur Verfiigung standen. Die verschiedenen Griinde, die zum

Ausschluss der Patienten fiihrten, sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Schriftliche Einwilligung Diagnosekriterien nicht | Keine DNA-Probe
widerrufen erfiillt vorhanden
Anti-NMDAR 7 4 47
Anti-Lgil 2 1 17

Tabelle 1: Ausschlusskriterien bei der Patientenrekrutierung
Lgil=Leucine-rich Glioma-Inactivated 1
NMDAR= N-Methyl-D-Aspartat Receptor

In der Anti-NMDAR-Gruppe blieben 108 Patienten, in der Anti-Lgil-Gruppe 55 Patienten

fur die Durchfithrung der Genotypisierung tbrig.

Waihrend der Qualitiatskontrolle der GWAS-Daten entfielen weitere 13 Patienten. Bei 2
Patienten bestand eine Abweichung zwischen dokumentiertem und tatsachlich
genotypisiertem Geschlecht, bei 3 Patienten bestand eine Cryptic Relatedness, bei 7
Patienten wich die Heterozygotenrate um mehr als das Dreifache der
Standardabweichung vom Mittel ab und ein Patient entstammte einer nicht-
europdischen Population.

Auch in der Kontrollgruppe wurden 25 Personen aufgrund von Cryptic Relatedness
(n=17) und Heterozygotenrate (n=8) aussortiert. In die Assoziationsanalyse gingen
letztlich die Daten von 150 Patienten (Anti-NMDAR: 96; Anti-Lgil: 54) und 1194

Kontrollen ein.
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Grundlegende Charakteristika und klinische Informationen der beiden

Patientengruppen sowie der Kontrollgruppe sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst:

Anti-NMDAR Anti-Lgil Kontrollgruppe
Anzahl 96 54 1194
Anteil von Frauen in % 80,2% 42,6% 45,1%
Mittleres Alter (+/-

30,3 (+/-13,3 62,7 (+/-11,0 54,1 (+/-14,3
Standardabweichung) +/ ) +/ ) +/ )
Mittleres Alter bei Nicht anwendbar
Krankheitsbeginn (+/- 29,0 (+/-13,3) 62,0 (+/-10.9) (NA)
Prodromale Symptome 42% 50% NA
Epileptische Anfille 73% 76% NA
Psychiatrische Symptome 92% 57% NA
Bewegungsstorungen 45% 11% NA
Autonome 39% 12% NA
Pathologisches EEG 75% 78% NA
Pathologisches MRT 57% 74% NA
Pleozytose im Liquor 70% 14% NA
Oligoklonale Bande 70% 31% NA

17% (949 % (ei
Tumor & .( % 2% (ein . NA

Ovarielles Oesophaguskarzinom)
Steroidtherapie, IVIG,

99% 94% NA
Plasmapherese,
Rituxi , Cyclophosphamid,

1t.ux1mab Cyclophosphamid 47% 40% NA
beides
Behanfllung.auf der 429 79 NA
Intensivstation
Zeit von Symptombeginn bis
Therapiebeginn in Tagen 16,5 (1-1638) 17,5 (1-1035) NA
Zeit Di bis letzt
et von “lagnose bls etzte 297 (16-2728) | 325 (15-3797) NA

Untersuchung in Tagen (Range)

Tabelle 2: Klinische Informationen zu den 3 Studienkohorten
Lgil=Leucine-rich Glioma-Inactivated 1
NMDAR= N-Methyl-D-Aspartat Receptor

IVIG=Intravenése Immunglobuline
SCLC=Small Cell Lung Cancer

Besonders hervorzuheben ist, dass die beiden Patientengruppen im Hinblick auf Alter

und Geschlecht den in der Literatur beschriebenen Auspragungen entsprachen. Die Anti-
NMDAR-Gruppe enthielt einen grof3en Anteil von Frauen, insgesamt 80,2%; wohingegen
in der Anti-Lgil-Gruppe keine solche Betonung des weiblichen Geschlechts beobachtet

werden konnte. Dartiber hinaus war das mittlere Erkrankungsalter in der Anti-NMDAR-
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Gruppe mit 29 Jahren deutlich niedriger als in der Anti-Lgil-Gruppe mit 62 Jahren. In
der Assoziationsanalyse wurden insbesondere das Erkrankungsalter sowie das

Vorliegen eines Teratoms in der Anti-NMDAR-Gruppe ndher betrachtet.

3.2 Assoziationsanalyse der einzelnen Marker

An den nach eingehender Qualitatskontrolle weiterhin zur Verfiigung stehenden Daten
und nach Imputation weiterer SNPs wurde zuerst die Assoziationsanalyse der einzelnen
Marker durchgefiihrt. Die Assoziationsanalyse erfolgte getrennt fiir beide

Enzephalitisgruppen und abschliefdend gemeinsam im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.2.1 Assoziationsanalyse in der Anti-Lgil Enzephalitisgruppe

In der Anti-Lgil Enzephalitisgruppe zeigte sich eine starke Assoziation zu SNP
rs2858870. Die rs-Nummer steht fiir ,Reference SNP Cluster ID“ und ist eine eindeutige
Identifikationsnummer fiir einen SNP entsprechend den Daten einer freizuganglichen
Datenbank fiir SNPs (dbSNP). Diese Datenbank ermdglicht die genauere Zuordnung
eines SNPs zu genetischen Regionen und dokumentiert verschiedene Varianten des
Genotyps (Kitts und Sherry, 2011).

SNP rs2858870 lag auf Chromosom 6 in der HLA-Region. In nachster Nahe zu diesem
SNP lagen 26 andere SNPs, die mit dhnlich hoher Signifikanz mit der Anti-Lgil
Enzephalitis assoziiert waren (Detaillierte Informationen zur SNP-Assoziationsanalyse
zeigt Tabelle 7 im Anhang).

Die genomweite Signifikanz einer Assoziation zwischen einem SNP und einem Phanotyp
kann mit einem sogenannten Manhattan-Plot veranschaulicht werden. Entlang der X-
Achse wird die chromosomale Position abgebildet, entlang der Y-Achse wird der
negative Logarithmus des P-Wertes der Assoziationsberechnung fiir jeden SNP
angegeben, sozusagen als Maf? fiir die Assoziationsstarke. Jeder Punkt im Manhattan-
Plot reprasentiert den P-Wert der Assoziationsberechnung eines SNPs. Die
tiblicherweise gewdahlte Schwelle fiir genomweite Signifikanz ist P<5x10-8 (Gibson,

2010).
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Abbildung 6: Ergebnisse der Assoziationsanalyse in der Anti-Lgil Enzephalitisgruppe

Der Manhattan-Plot zeigt die in die Assoziationsanalyse eingegangen SNPs aller 54 Anti-Lgil
Enzephalitispatienten und der 1194 gesunden Kontrollen. Der negative Logarithmus der
markerbezogenene P-Werte ist gegen die chromosomale Position des SNPs eingetragen.

SNP rs2858870 iibersteigt eindeutig das genomweite Signifikanzniveau (Odds Ratio=13,6; 95%
Konfidenzintervall=7,50-24,87; P=1,22x10-7).

Die rote Linie markiert die fiir genomweite Signifikanz gewahlte Schwelle P<5x10-s.
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Abbildung 7: Assoziation der Anti-Lgi1 Enzephalitis mit Markern der HLA-Region

In dieser Abbildung, dem Regional-Plot sind die Assoziationen fiir Marker in der HLA-Region auf
Chromosom 6 in der chromosomalen Region von Basenpaar 32.300.000 bis 32.800.000 abgebildet.
Entlang der X-Achse findet sich die chromosomale Position, entlang der Y-Achse der negative Logarithmus
des P-Wertes. Als zusatzliche Information ist r2 als Maf? fiir das Linkage Disequilibrium (LD) zwischen
zwei Markern angegeben. Aufgrund des stark ausgepragten LD (rot markiert) in dieser Region kann keine
Aussage dartiber getroffen werden, welcher einzelne SNP ein kausaler SNP fiir die Anti-Lgil Enzephalitis
ist.

Im unteren Abschnitt der Abbildung ist schematisch dargestellt, welche Gene im jeweiligen Abschnitt auf
Chromosom 6 gelegen sind. Es handelt es sich mehrheitlich um HLA-Gene.

rs=Reference SNP

Mb=Megabasen
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HLA=Human Leukocyte Antigen

Neben der Assoziation auf Chromosom 6, zeigten sich noch zwei weitere Regionen, in
denen jeweils ein SNP gehauft in der Anti-Lgil-Gruppe auftrat. SNP rs72961463 auf
Chromosom 4 (0Odds Ratio=13,9; 95% Konfidenzintervall=5,11-34,04; P=9,84x10-8) und
SNP rs62110161 auf Chromosom 19 (Odds Ratio=4,11; 95% Konfidenzintervall=2,36-

7,15; P=5,87x10-7) blieben nur knapp unter der genomweiten Signifikanz.
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Abbildung 8: Weitere Assoziationen in der Anti-Lgil Enzephalitisgruppe

Regional-Plot fiir die Regionen auf Chromosom 4 (oben) und 19 (unten). Entlang der X-Achse findet sich
die chromosomale Position, entlang der Y-Achse der negative Logarithmus des P-Wertes. Als zusatzliche
Information ist r2 als Maf; fiir das Linkage Disequilibrium zwischen zwei Markern angegeben. SNP
rs72961463 auf Chromosom 4 und SNP rs62110161 auf Chromosom 19 verfehlten nur knapp die
genomweite Signifikanz von P<5x10-s. Im unteren Abschnitt der Abbildungen ist jeweils schematisch
dargestellt, welche Gene in dem jeweiligen Abschnitt gelegen sind. So liegt rs72961463 auf Chromosom 4
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in der Ndhe des Genes der Double Cortin Like Kinase 2 und rs62110161 auf Chromosom 19 liegt im
Bereich verschiedener Zinkfingergene.

Mb= Megabasen

DCLK=Double Cortin Like Kinase

ZNF=Zinkfinger Gen

rs=Reference SNP

Mit der freizuganglichen Software HaploReg v4.1 ist es moglich, bestimmte DNA-
Sequenzen oder Marker naher zu annotieren, wie zum Beispiel mit Informationen zu
assoziierten Genen oder bekannten Funktion im Genom (Ward und Kellis, 2016).
HaploReg v4.1 nutzt die Daten der Genotype-Tissue Expression (GTEx) Pilot Analysis,
welche in Zusammenhang mit Expressionsmustern tausende von genetischen Varianten
katalogisiert und kategorisiert hat (Consortium, 2015b). Die Betrachtung der
Informationen von HaploReg v4.1 ergab, dass SNP rs72961463 auf Chromosom 4 mit
einem Gen der Doublecortin-like Kinase 2 in Zusammenhang steht. Weiterhin ergibt sich
dies aus der Annahme, dass aus der physikalischen Ndhe eines SNPs auf einem
Chromosom zu bestimmten Genen darauf geschlossen werden kann, dass der SNP auf
dieses nahe gelegene Gen verweist. SNP rs62110161 auf Chromosom 19 ist ein
Expression Quantitative Trait Locus, welcher mit einem relativ unbekannten
Zinkfingergen ZNF528 zusammenhangt. Als expression Quantitative Trait Locus (eQTL)
werden Abschnitte der DNA definiert, die assoziert sind mit der Genexpression

spezifischer Gene (Nica und Dermitzakis, 2013).

3.2.2 Assoziationsanalyse in der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitisgruppe

Auch die Anti-NMDAR-Gruppe wurde hinsichtlich Assoziation mit bestimmten SNPs
untersucht. Im Gegensatz zur Anti-Lgil-Gruppe ergaben sich hier keine signifikanten
Assoziationen. Dies wird auch im Manhattan-Plot, der alle SNPs der 96 Anti-NMDA-

Rezeptor Enzephalitispatienten und der gesunden Kontrollen zeigt, ersichtlich:
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Abbildung 9: Ergebnisse der Assoziationsanalyse in der Anti-NMDAR Enzephalitisgruppe

Entlang der X-Achse wird die chromosomale Position abgebildet, entlang der Y-Achse wird der negative
Logarithmus des P-Wertes der Assoziationsberechnung fiir jeden SNP angeben. Jeder Punkt im
Manhattan-Plot reprédsentiert einen SNP entsprechend der Assoziationsanalyse der Anti-NMDAR
Enzephalitisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Zusatzlich wurden Untergruppen der Anti-NMDAR-Gruppe untersucht. Die Einteilung
der Untergruppen erfolgte anhand des medianen Erkrankungsalters und anhand des
Vorliegens eines ovariellen Teratoms. Diese Uberlegungen ergaben sich aus den in der
Literatur beschriebenen epidemiologischen Merkmalen von Patienten mit Anti-NMDA-
Rezeptor Enzephalitis (Titulaer et al., 2013). Der Vergleich der Gruppen mit
Krankheitsbeginn jliinger oder alter als 23,5 Jahre, dem medianen Erkrankungsalter in
der Anti-NMDAR-Gruppe, erbrachte allerdings keine zusatzlichen Erkenntnisse, ebenso
der Vergleich von Patienten mit und ohne Tumor.

Eine gemeinsame Assoziationsanalyse beider Enzephalitiskohorten zeigte ebenfalls

keine weitere signifikante Assoziation eines Markers mit dem Krankheitsstatus.

3.3 Assoziationsanalyse der HLA-Region

Bei der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis und bei der Anti-Lgil Enzephalitis handelt es
sich um Autoimmunerkrankungen. Schon fiir andere Autoimmunerkrankungen konnten
mittels GWAS Assoziationen zwischen bestimmten HLA-Genen und den untersuchten
Erkrankungen gezeigt werden. Aufgrund dessen wurde auch hier jeweils eine
Assoziationsanalyse der HLA-Region auf Chromosom 6 mit den beiden

Enzephalitisgruppen durchgefiihrt.
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3.3.1 HLA-Assoziation der Anti-Lgil Enzephalitis

Es lief3en sich elf HLA-Allele identifizieren, die signifikant mit der Anti-Lgil Enzephalitis
assoziiert waren. Alle diese Allele gehorten zu Genen fiir MHC-II-Proteine.

Die starkste Assoziation zeigten HLA-DQA1*02:01, HLA-DRB1*07:01 und HLA-
DQB1*02:02. Weitere Assoziationen zeigten DQA1*01:02, DQA1*05:01, DQB1*02:01,
DQB1*03:03, DQB1*06:02, DPB1*03:01, DRB1*03:01 und DRB1*15:01.

Patienten (Anti-Lgi1-E) | Kontrollen

HLA-Allel Positiv | Negativ | Frequenz | Positiv | Negativ | Frequenz | P-Wert (adj) OR [95% Konfidenzintervall]
DQA1*02:01 | 53 55 0,4907 282 2106 0,1181 1,38x10-16 13.36 [7.34-24.33]
DRB1*07:01 | 53 55 0.4907 282 2106 0.1181 1.61x10-16 13.36 [7.34-24.33]
DQB1*02:02 | 40 68 0.3704 190 2198 0.0796 3.76x10-15 10.01 [5.74-17.45]
DQB1*03:03 | 14 94 0.1296 117 2271 0.0796 0.0028 3.06 [1.60-5.86]
DQA1*05:01 | 11 97 0.1019 605 1783 0.2534 0.0052 0.37 [0.19-0.69]
DQA1*01:02 | 11 97 0.1019 501 1887 0.2098 0.0258 0.45[0.24-0.85]
DQB1*02:01 | 3 105 0.0278 278 2110 0.1164 | 0.0326 0.23[0.07-0.72]
DPB1*03:01 | 3 105 0.0278 271 2115 0.1136 0.0391 0.22[0.07-0.69]
DRB1*03:01 | 3 105 0.0278 275 2113 0.1152 0.0444 0.23[0.07-0.73]
DQB1*06:02 | 6 102 0.0556 329 2059 0.1378 0.0453 0.38[0.16-0.87]
DRB1*15:01 | 6 102 0.0556 336 2052 0.1407 0.0467 0.37 [0.16-0.86]

Tabelle 3: Ergebnisse der HLA-Assoziationstestung der Anti-Lgil Enzephalitis

54 Patienten mit Anti-Lgil Enzephalitis (Anti-Lgil-E) im Vergleich mit der Kontrollgruppe (n=1194).
Allelhaufigkeiten und Frequenz sind fiir alle signifikant assoziierten HLA-Allele angegeben. Das
Vorhandensein bestimmter Allele wird als ,positiv* bezeichnet, liegt das Allel nicht vor ,negativ”.
OR=0dds Ratio

Adj=adjustiert

3.3.2 Die Anti-Lgil Enzephalitis und assoziierte Haplotypen

Neben der Feststellung der Assoziation zwischen Anti-Lgil Enzephalitis und einzelnen
Allelen der HLA-Region fand sich eine weitere Beobachtung: In allen Proben von
Enzephalitispatienten und gesunden Kontrollen zeigte sich, dass DRB1*07:01 und
DQA1*02:01 immer gemeinsam auftraten. Das lasst sich mit dem Phanomen des Linkage
Disequilibrium erklaren, denn HLA-Allele werden nicht unabhadngig voneinander
vererbt.

Der Haplotyp, bestehend aus DRB1*07:01 und DQA1*02:01, im Weiteren als H1
bezeichnet, war stark assoziiert mit der Anti-Lgil Enzephalitis. (Odds Ratio = 7.20 95%,
Konfidenzintervall=4.84-10.71, P < 2.2><10"16). Da DRB1*07:01 und DQA1*02:01
unabhangig vom Phdnotyp immer gemeinsam auftraten, konnen keine Aussagen
hinsichtlich des Beitrages des einzelnen Allels zur Krankheitsauspragung getroffen

werden.
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Dariiber hinaus zeigten zwei weitere Haplotypen, im Weiteren H2 und H3 genannt, eine
Assoziation mit Anti-Lgil Enzephalitis. H2 setzte sich aus DRB1*07:01, DQA1*02:01 und
DQB1*02:02 zusammen und H3 aus DRB1*07:01, DQA1*02:01 und DQB1*03:03.

Haplotyp H1: HLA-DRB1*07:01 + HLA-DQA1*02:01

Kontrollen Anti-Lgi1-E Anti-NMDAR-E
H1+ (Freq) 282 (0,12) 53 (0,49) 27 (0,14)
H1- (Freq) 2106 (0,88) 55(0,51) 165 (0,86)
Gesamt (Freq) 2388 (1,0) 108 (1,0) 192 (1,0)
OR=7,2 [4,84-10,71] P<2,2x10-16

Haplotyp H2: HLA-DRB1*07:01 + HLA-DQA1*02:01 + HLA-DQB1*02:02

Kontrollen Anti-Lgi1-E Anti-NMDAR-E
H2+ (Freq) 190 (0,08) 40 (0,37) 19 (0,10)
H2- (Freq) 2198 (0,92) 68 (0,63) 173 (0,90)
Gesamt (Freq) 2388 (1,0) 108 (1,0) 192 (1,0)
OR=6,8 [4,48-10,33] P<2,2x10-16

Haplotype H3: HLA-DRB1*07:01 + HLA-DQA1*02:01 + HLA-DQB1*03:03

Kontrollen Anti-Lgi1-E Anti-NMDAR-E
H3+ (Freq) 92 (0,04) 13 (0,12) 8 (0,04)
H3- (Freq) 2296 (0,96) 95 (0,88) 184 (0,96)
Gesamt (Freq) 2388 (1,0) 108 (1,0) 192 (1,0)
OR=3,42[1,84-6,32] P<9,65x10-5

Tabelle 4: Mit der Anti-Lgil Enzephalitis assoziierte Haplotypen

Die Assoziation zwischen den Haplotypen und der Anti-Lgil Enzephalitis wurde mit einem Chi-Quadrat-
Test berechnet. Das Vorhandensein des jeweiligen Haplotyps wird in den Tabellen mit ,+“ angezeigt und
das Nicht-Vorhandensein mit ,-“. Als Referenz werden die Haplotyp-Haufigkeiten in der Anti-NMDAR-
Gruppe angegeben.

Anti-Lgil-E=Anti-Lgil Enzephalitis

Anti-NMDAR-E=Anti-N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor Enzephalitis

Freq=Frequenz

In der Betrachtung der einzelnen vorliegenden Allele zeigte sich, dass der Grof3teil der
Anti-Lgil Enzephalitispatienten entweder heterozygot oder sogar homozygot fiir H1
war. Dies steht im Gegensatz zur Kontrollgruppe, in welcher der Grof3teil der Probanden
H1-negativ war. Bei Betrachtung der Anti-NMDAR-Gruppe zeigte sich, dass die

Haplotypenverteilung in dieser Gruppe fast mit der Kontrollgruppe iibereinstimmte.
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Abbildung 10: Verteilung der heterozygoten und homozygoten Haplotypen
Verteilung von H1, H2 und H3 in der Anti-Lgil- und der Kontrollgruppe. 51 Patienten mit Anti-Lgil
Enzephalitis waren heterozygot oder homozygot fiir H1.

3.3.3 HLA-Assoziation der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis

Bei der Untersuchung einer genetischen Pradisposition der Anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis wurde auch fiir diese Gruppe eine HLA-Assoziationsanalyse durchgefiihrt.
Die Analyse der gesamten Gruppe erbrachte nach a-Adjustierung fiir multiples Testen
mittels PyHLA ein statistisch signifikantes Ergebnis. Es handelte sich um ein Allel der
MHC-I-Region: HLA-B*07:02 (Odds Ratio = 2.01, 95% Konfidenzintervall=1.23-3.29,
P=0.039) Bei genauerer Betrachtung dieser Assoziation und der Untersuchung von
Subgruppen wurde zwischen jiingeren und alteren Patienten (Medianes Alter bei
Krankheitsbeginn 23,5 Jahre, Dichotomisierung in < 23,5 oder >23,5 Jahre)
unterschieden. Es zeigte sich, dass die Assoziation in der alteren Gruppe (>23,5 Jahre)
starker ausgepragt war (Odds Ratio=2.32, 95% Konfidenzintervall=1.34-4.00,
P=0,0175). In der jiingeren Gruppe (< 23,5 Jahre) fehlte die Assoziation.

Patienten Kontrollen

P-Wert OR [95%

Phi HLA-Allel Positi i F Positi i F
dnotyp e ositiv | Negativ requenz ositiv Negativ requenz (adj) Konfidenzintervall]

Anti-
NMDAR-E B*07:02+ | 34 156 0.1789 309 2047 0,1312 0.0390 | 2.01[1.23-3.29]
gesamt

Anti-
NMDAR-E B*07:02+ | 13 79 0.1413 309 2047 0,1312 0.8383 1.20 [0.32-4.43]
<23,5]

Anti-
NMDAR-E B*07:02+ | 21 77 0.2143 309 2047 0,1312 0.0175 | 2.32[1.34-4.00]
>23,5]

Tabelle 5: Ergebnisse der HLA-Assoziationstestung in der Anti-NMDAR Enzephalitisgruppe
96 Patienten mit Anti-NMDAR Enzephalitis (Anti-NMDAR-E) im Vergleich mit der Kontrollgruppe
(n=1194). Unterscheidung von Subgruppen mit Krankheitsbeginn vor oder nach dem 23,5 Lebensjahr.
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Allelhaufigkeiten und Frequenz sind fiir alle signifikant assoziierten HLA-Allele angegeben. Das
Vorhandensein bestimmter Allele wird als ,,positiv bezeichnet, liegt das Allel nicht vor ,negativ*.
«fiir dieses Gen konnten die Allele nicht in allen Proben liickenlos imputiert werden, was zu einer
Reduktion der eingehenden Probenanzahl fiihrte

OR=0dds Ratio

J=Jahre

3.4 Zusammenfassung

Die beiden untersuchten Enzephalitiskohorten entsprachen in ihren epidemiologischen
und klinischen Merkmalen den jeweils klassischen und bekannten Auspragungen. In der
mehrschrittigen Assoziationsanalyse fanden sich insbesondere fiir die Anti-Lgil
Enzephalitis statistisch signifikante Ergebnisse. In der markerbezogenen
Assoziationsanalyse zeigte ein SNP auf Chromosom 6 eine signifikante Assoziation mit
der Anti-Lgil Enzephalitis. Dariiber hinaus fanden sich zwei weitere SNPs auf
Chromosom 4 und auf Chromosom 19, die eine grenzwertig signifikante Assoziation mit
der Anti-Lgil Enzephalitis zeigten. Fiir die Anti-NMDAR Enzephalitis ergab sich in
diesem Analyseschritt kein signifikantes Ergebnis.

Bei der anschliefienden HLA-Assoziationsanalyse zeigten sich mehrere HLA-II-Allele
signifikant mit der Anti-Lgil Enzephalitis assoziiert. In der Anti-NMDAR

Enzephalitisgruppe ergab sich lediglich eine schwache Assoziation zu einem HLA-I-Allel.
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4. Diskussion

Die Untersuchung auf eine genetische Pradisposition der Anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis und der Anti-Lgil Enzephalitis erfolgte mittels einer Genome-Wide
Association Study. Es handelte sich um die erste GWAS, die an den beiden haufigsten
Formen autoimmuner Enzephalitis mit Antikdrpern gegen neuronale
Oberflachenantigene durchgefiihrt wurde. Bei der Auswertung der
Genotypisierungsergebnisse wurde in zwei Analyseschritten zunachst die Assoziation
von einzelnen Markern mit den beiden Enzephalitisgruppen untersucht und

anschlief3end eine Assoziation von Allelen der HLA-Region tiberpriift.

Fiir die Anti-Lgil Enzephalitis ergaben sich sowohl in der genomweiten
markerspezifischen Assoziationsanalyse als auch in der HLA-Assoziationsanalyse
signifikante Ergebnisse. Mehrere SNPs auf Chromosom 6 zeigten signifikante
Assoziation. In Bezug auf eine Assoziation zwischen der Anti-Lgil Enzephalitis und
bestimmten HLA-Allelen ist insbesondere die Entdeckung der starken Assoziation der

MHC-II-Allele DRB1*07:01 und DQA1*02:01 hervorzuheben.

Im Gegensatz zu diesen Erkenntnissen zeigte sich fiir die Anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis keine signifikante Assoziation mit einem bestimmten Marker. Erst die
genaue Analyse der MHC-Region ergab eine Assoziation der Anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis mit HLA-B*07:02.

4.1 Ergebnisdiskussion in Bezug auf die Anti-Lgil Enzephalitis

4.1.1 Markerbezogene Assoziation der Anti-Lgil Enzephalitis

Die markerbezogene Analyse zeigte eine starke Assoziation der Anti-Lgil Enzephalitis
mit SNP rs2858870 auf Chromosom 6 in der HLA-Region. In nachster Nahe zu diesem
SNP lagen 26 andere SNPs, die mit dhnlich hoher Signifikanz mit der Anti-Lgil
Enzephalitis assoziiert waren. Aufgrund des stark ausgepragten LD in dieser Region
kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob ein einzelner dieser SNPs als kausale

Variante des Assoziationssignals angesehen werden kann.
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Aufgrund der Tatsache, dass die Anzahl der untersuchten Proben relativ gering war, ist
es umso bemerkenswerter, dass es neben diesen stark assoziierten Markern noch zwei

weitere SNPs gab, die ein gehduftes Vorkommen in dieser Kohorte zeigten.

Auf Chromosom 19 fand sich rs62110161, welcher in der Ndhe von wenig erforschten
Zinkfingergenen liegt. Insbesondere bestand ein Zusammenhang mit Zinkfingergen
ZNF528. Bei ZNF528 handelt es sich um ein fiir ein Protein kodierendes Gen
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ZNF528). Dieses scheint im
Zellkern exprimiert zu werden, bindet an DNA und tibernimmt eine noch nicht naher
beschriebene Funktion als Transkriptionsfaktor. Vermutlich nimmt es Einfluss auf die
Transkriptionsregulation im Zellkern (https://www.uniprot.org/uniprot/Q3MIS6).
Exprimiert wird ZNF528 im Gehirn - im Lobus Frontalis, Corpus Callosum
(https://bgee.org/?page=gene&gene_id=ENSG00000167555) und vor allem im
Cerebellum und dem Nucleus Caudatus

(http://omim.org/entry/615580?search=ZNF528&highlight=znf528).

Auf Chromosom 4 fand sich rs72961463. Dieser SNP ist assoziiert mit einem Gen fiir die
Doublecortin Like Kinase 2 (DCLK2). Die Proteine der Gruppe der Doublecortin Like
Kinasen wird hauptsachlich im Gehirn exprimiert, wo sie zwei wichtige Aufgaben
erfiillen. Erstens sind DCLKs entscheidend an der Vermittlung dendritischen Wachstums
beteiligt, zweitens regulieren und inhibieren sie die Entwicklung glutamaterger
Synapsen. Die Uberexpression von DCLK1 fiihrt zu einer Reduktion von AMPA-
Rezeptoren im murinen Model (Shin et al.,, 2013). DCLK 1 und 2 zeigen grof3e
Ahnlichkeit in ihrer Expression und Struktur, was vermuten lsst, dass auch eine
Dysregulation von DCLK2 zu einer reduzierten AMPA-Rezeptor Wirkung fiihrt.
Aufderdem verursacht das Fehlen von DCLK2 bei Mdusen eine gestorte Entwicklung des
Hippocampus mit einhergehender Epilepsie (Kerjan et al., 2009). All diese Aspekte
lassen mutmafen, dass DCLK2 an der Krankheitsauspragung der Anti-Lgil Enzephalitis

beteiligt sein konnte.

Die Entdeckung der beiden nur knapp unterhalb genomweiter Signifikanz liegenden

Varianten lasst hoffen, dass weitere GWAS an gréfieren Kohorten neben tieferen
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Einblicken in die genetischen Grundlagen auch ein besseres Verstandnis der

Pathophysiologie der Anti-Lgil Enzephalitis liefern konnten.

4.1.2 HLA-Assoziation der Anti-Lgil Enzephalitis

Das bedeutendste Ergebnis dieser GWAS in Bezug auf die Anti-Lgil Enzephalitis ist die
signifikante HLA-Assoziation mit DRB1*07:01 und DQA1*02:01. Zudem zeigte sich, dass
beide Allele immer gemeinsam auftraten und somit einen Haplotyp (H1) formten. Der
Abgleich dieser Informationen mit der Allele Frequency Net Database in Bezug auf das
gemeinsame Vorkommen von DRB1*07:01 und DQA1*02:01 in der deutschen
Population erbrachte keine weiteren Erkenntnisse. Die Allele Frequency Net Database
(AFND) ist eine frei nutzbare zentrale Datenbank, die es ermdéglicht, das Vorkommen
und die Haufigkeit von bestimmten Allelen des gesamten menschlichen Genoms mit
internationalen Daten zu vergleichen (Gonzalez-Galarza et al., 2015). Im internationalen
Datenvergleich fand sich eine japanische Kohorte (n=3078) und eine amerikanische
Kohorte (n=1889), die beide auch ausschliefilich diesen Haplotyp aufwiesen.

Allerdings ist keines dieser Allele jemals zuvor mit einer anderen
Autoimmunerkrankung in Verbindung gebracht worden, was die Betrachtung der
umfassenden Informationen des NHGRI-EBI GWAS Katalog zeigte (MacArthur et al.,
2017). Bei diesem Katalog handelt es sich um eine Sammlung der Ergebnisse von

internationalen GWAS seit dem Jahr 2008.

Interessanterweise waren H1 ebenso wie DQB1*02:02 (H2) in einer grofden GWAS
assoziiert mit Konzentrationsanderungen verschiedener Immunglobulinklassen
(Jonsson et al.,, 2017). Da die Autoantikorper bei der Anti-Lgil Enzephalitis
hauptsachlich vom Typ IgG4 sind lasst sich spekulieren, dass diese HLA-Haplotypen
durch eine Dysregulation der Immunglobulinkonzentrationen die Bildung von

pathogenen IgG4-Antikérpern zusatzlich férdern.

In Zusammenschau mit anderen Studien und genetischen Untersuchungen scheinen
insbesondere IgG4-assoziierte Enzephalitiden genetisch pradisponiert zu sein. Auch fiir
andere IgG4-vermittelte Enzephalitiden wurde das Auftreten bestimmter HLA-Allele

beschrieben:
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Zum Beispiel fiir Enzephalitiden mit Autoantikorpern gegen IgGLON 5, einem
neuronalen Membranprotein mit noch weitestgehend unbekannter Funktion. Bei diesen
Enzephalitiden kommt es unter anderem zu schweren Schlafstérungen (Sabater et al.,
2016). Bei Patienten mit Antikérpern gegen IgGLON 5 fanden sich MHC-II Allele HLA-
DRB1*1001 und HLA-DQB1*0501 (Sabater et al., 2014).

Eine weitere autoimmune Enzephalitis mit Antikérpern vom IgG4-Typ betrifft Caspr2
(Contactin-associated protein-2), einem anderen neuronalen Membranprotein. Diese
Erkrankung prasentiert sich klinisch als limbische Enzephalitis. Eine Assoziation zu

HLA-DRB1*11:01 wurde festgestellt (Binks et al., 2018).

Neurologische Autoimmunerkrankungen mit IgG4-Typ-Antikérpern dhneln sich
aufgrund der Funktion von [gG4-Antikorpern in den krankheitsverursachenden
Mechanismen. Anders als zum Beispiel Antikorper gegen den NMDA-Rezeptor fiihren sie
nicht zur Internalisierung des Antigens und somit zur verdnderten Funktion, sondern
beeintrachtigen das Antigen direkt und fithren zu einer gestorten Protein-Protein-
Interaktion (Huijbers et al., 2015). Diese pathophysiologische Gemeinsamkeit sowie das
Auftreten von HLA-II Allelen lisst eine gewisse gemeinsame Atiologie der IgG4-
vermittelten Autoimmunerkrankungen vermuten. Die Untersuchung der genetischen
Pradisposition der Anti-Lgil Enzephalitis erganzt und erweitert das bisherige Wissen

um die genetischen Grundlagen IgG4-assoziierter Erkrankungen.

4.1.3 Genetische Assoziationen in anderen Studien

Die Ergebnisse der GWAS an 54 Anti-Lgil Enzephalitispatienten bestatigt und erweitert
die Erkenntnisse aus zwei fritheren Studien. In einer koreanischen Studie von Dezember
2016 fand sich bei 10 von 11 Anti-Lgil Enzephalitispatienten HLA-Allel DRB1*07:01
(Kim et al.,, 2016). Eine niederldndische Studie an 25 Patienten wies bei 22 Patienten das
Vorliegen von HLA-DRB1*07:01 nach (van Sonderen et al., 2016).

In einer englischen Studie mit 68 Patienten, welche nach der Publikation der hier
beschriebenen Ergebnisse veroffentlicht wurde, bestétigten sich die vier auch in dieser
GWAS fiithrenden HLA-Allele: DRB1*07:01, DQB1*02:02, DQA1*02:01, DQB1*03:03
(Binks et al., 2018).
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In diesen Studien wurde ebenso wie in dieser GWAS eine Analyse von Untergruppen
durchgefiihrt. Die Assoziationsanalyse fiir unterschiedliche Altersgruppen oder
Patienten mit Tumor erbrachte keine weiteren Erkenntnisse in der Anti-Lgil-Gruppe.
Binks et al. schlussfolgern aus der Ahnlichkeit beziiglich des HLA-Profils zwischen
Patienten mit und ohne Tumor allerdings, dass es sich bei der Anti-Lgil Enzephalitis
nicht um eine paraneoplastische Erscheinung handelt, sondern dass es sich beim
Vorliegen eines Tumors eher um einen Zusammenhang mit dem héheren Patientenalter

dieser Gruppe handelt.

4.2 Gegenuberstellung der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis und der Anti-Lgil

Enzephalitis

Zwischen den beiden Enzephalitisgruppen fanden sich keinerlei Ubereinstimmungen in
den Assoziationsanalysen. Dies ldsst auf grundlegende Unterschiede hinsichtlich
genetischer Pradisposition und auch der Pathophysiologie der beiden Erkrankungen
schliefRen. In der markerspezifischen Assoziationsanalyse zeigten sich keine
signifikanten Ergebnisse fiir die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis.

Auch in der koreanischen Studie wurden 17 Anti-NMDAR Enzephalitispatienten

untersucht. Es konnte keine HLA-Assoziation nachgewiesen werden (Kim et al., 2016).

4.2.1 Der Unterschied zwischen Assoziation mit MHC-I und MHC-II Allelen

Die detaillierte Analyse der MHC-Region ergab unterschiedliche Ergebnisse fiir die Anti-
Lgil Enzephalitis und die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis. Die Anti-Lgil Enzephalitis
zeigte sich assoziiert mit verschiedenen HLA-II-Allelen. Die Analyse bezogen auf
Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis, die bei Krankheitsbeginn 23,5 Jahre

und dlter waren, ergab eine schwache Assoziation mit einem HLA-I-Allel.

Lgil ist ein l6sliches Protein, welches in den synaptischen Spalt sekretiert wird und tiber
Interaktion mit ADAM22 maf3geblich an der Regulation und der Expression von AMPA-
Rezeptoren beteiligt ist. Es ldsst sich vermuten, dass Lgil aufgrund seines freien
Vorliegens im synaptischen Spalt von antigenprasentierenden Zellen phagozytiert und

anschliefdend tiber MHC-II-Molekiile prasentiert werden konnte. Antigenprasentierende
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Zellen werden zu den das Gehirn drainierenden zervikalen Lymphknoten transportiert,
wo die Prasentation und Aktivierung inflammatorischer T-Zellen stattfindet. Dieser
Mechanismus wurde bereits fiir andere Antigene des ZNS beschrieben. So spielt die
Antigenprasentation in zervikalen Lymphknoten zum Beispiel bei der Multiplen
Sklerose eine entscheidende Rolle bei der Krankheitsentstehung und -erhaltung (Vos et
al.,, 2002).

Der NMDA-Rezeptor ist ein membranstdndiges Protein. Erst nach Schadigung des
Neurons konnte der NMDA-Rezeptor als Antigen durch eine antigenprasentierende Zelle
aufgenommen werden, welche Antigene tiber MHC-II-Proteine prasentiert (Planas et al.,
2012). Allerdings kommt es bei der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis nicht zu einer
primaren Schadigung der Neurone und sowohl die Symptome der Erkrankung als auch
die reduzierte Expression von NMDA-Rezeptoren sind bei Entfernung der Antikérper
reversibel. MHC-I-Molekiile werden auf der Zelloberflache aller kernhaltigen
Korperzellen exprimiert, also auch auf der Oberflache von Neuronen. Dartliber hinaus ist
bekannt, dass es sich bei Anti-NMDA-Rezeptor Antikérpern um intrathekal produzierte
Antikorper handelt (Dalmau et al,, 2008), wohingegen die Synthese von Anti-Lgil
Antikorpern systemisch erfolgt (Jarius et al., 2008).

4.3 Limitationen der Studie

Aufgrund der Seltenheit der untersuchten Erkrankungen und der relativ kurzen
Zeitspanne seit ihrer Entdeckung stellte die Zusammenstellung ausreichend grofder
Studienkohorten eine Herausforderung dar. Die Berechnung der Power fiir die
Kohortengrofien zeigte, dass nur genetische Varianten mit einer Odds Ratio grofier als
3-4 und mit einer MAF tiber 0,05 mit einer statistischen Power von 80% sicher
nachgewiesen werden konnten.

Dem entsprechend sollten die Ergebnisse aus dieser GWAS in weiteren Studien mit einer
grofieren Anzahl von Proben bestatigt und erweitert werden. Insbesondere die Marker,
die eine Haufung in der Anti-Lgil Enzephalitisgruppe zeigten, in der
Assoziationsberechnung aber knapp unter der genomweiten Signifikanz blieben, sollten

in weiteren Untersuchungen reevaluiert werden.
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4.4 Ausblick

Die Untersuchung einer genetischen Pradisposition der Anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis und der Anti-Lgil Enzephalitis hat deutliche Hinweise auf das
Vorhandensein genetischer Assoziationen und damit neue Erkenntnisse erbracht.
Neben der Seltenheit der Erkrankungen stellte die Beschaffung von DNA-Material eine
grofde Herausforderung dar. Bisher war es notwendig, Blutproben von den Patienten zu
erhalten, um ausreichend viel DNA fiir die Durchfiihrung einer GWAS gewinnen zu
kénnen. Eine Weiterentwicklung der Genotypisierungsmethoden wird es zukiinftig
ermoglichen, DNA aus Mundschleimhautabstrichen der Patienten zu verwenden. Dies
wird die Rekrutierung von Patienten deutlich erleichtern, weil dieser Weg der DNA -
Probengewinnung vom Patienten selbst durchgefiihrt werden kann und keine
Blutentnahme mehr erforderlich ist.

Dartber hinaus ist neben der Erweiterung der Kohorten auch eine Erweiterung der
Kontrollgruppe geplant. Dazu soll das sogenannte ,Spouse-Recruiting” stattfinden.
Damit ist gemeint, dass die Partner von Patienten als Kontrollen rekrutiert werden.
Zusatzlich zur Gewinnung weiterer Probanden wird diese Methode auch die
Vergleichbarkeit von Ergebnissen der Patienten- und Kontrollgruppe zum Beispiel in

Bezug auf Umwelteinfliisse verbessern.

Insbesondere die Erforschung der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis wiirde von einer
grofderen Probenanzahl sehr profitieren, da hier die Analyse von Untergruppen
zusatzliche Erkenntnisse ergab. Zudem zeigt diese Patientengruppe eine grofiere
phanotypische Heterogenitat als die Anti-Lgil Enzephalitisgruppe.

Dartber hinaus riicken andere Gruppen autoimmuner Enzephalitiden mit Antikérpern
gegen neuronale Oberflachenantigene, wie CASPR2 und GAD65 (65 kD Glutamic Acid

Decarboxylase) in den Fokus der Erforschung einer genetischen Pradisposition.

4.5 Schlussfolgerungen

Die Erkenntnisse aus dieser GWAS zur Untersuchung einer genetischen Pradisposition
der Anti-NMDAR Enzephalitis und der Anti-Lgil Enzephalitis ermdglichte die
Feststellung einer Assoziation der Anti-Lgil Enzephalitis mit bestimmten HLA-II-

Haplotypen. Im Gegensatz dazu zeigte die Anti-NMDAR Enzephalitis keine eindeutige
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genetische Pradisposition, sondern es lief3 sich lediglich eine schwache Assoziation zu
einem HLA-I-Allel feststellen.

Uberdies fand sich eine potentielle Assoziation der Anti-Lgil Enzephalitis mit zwei an
der neuronalen Regulation beteiligten Genen: ein unbekanntes Zinkfingergen auf
Chromosom 19 und DCLKZ auf Chromosom 4. Diese Assoziationen miissen mittels
Untersuchung einer grofderen Kohorte noch bestatigt werden. Vor allem IgG4-
assoziierte Erkrankungen scheinen eine genetische Pradisposition aufzuweisen.
Abschliefdend lasst sich sagen, dass die Anti-Lgil Enzephalitis eine starke genetische
Pradisposition zeigte, was im Gegensatz dazu bei der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis

nicht der Fall war.
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5. Zusammenfasssung

Die Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor Enzephalitis und die Anti-Leucine-rich glioma-
inactivated 1 Enzephalitis sind die beiden haufigsten autoimmunen, synaptischen
Enzephalitiden. In den meisten Fallen ist ihre Ursache unbekannt und somit stellte sich
die Frage nach einer genetischen Pradisposition. An 150 Patienten und an 1194
gesunden Kontrollen wurde eine Genome-Wide Association Study durchgefiihrt. Die

Genotypisierung erfolgte auf dem Global Screening Array der Firma Illumina.

Es wurde eine mehrschrittige Datenauswertung sowohl der direkt genotypisierten
Marker als auch imputierter Marker durchgefiihrt.

In der markerspezifischen Assoziationsanalyse ergab sich ein signifikantes Ergebnis fiir
die Anti-Leucine-rich glioma-inactivated 1 Enzephalitis. Auf Chromosom 6, auf dem auch
die Human Leukocyte Antigen Region gelegen ist, fand sich ein Single Nucleotide
Polymorphism, der eine hochsignifikante Assoziation zeigte: rs2858870 (0dds
Ratio=13,6, 95% Konfidenzintervall=7,50-24,87, P=1,22x10-7). Fiir die Anti-N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptor Enzephalitis ergaben sich in diesem Analyseschritt keine
signifikanten Ergebnisse.

Im nachsten Abschnitt der Datenauswertung wurden Human Leukocyte Antigen Allele
imputiert. Bei der Assoziationsanalyse zeigte sich, dass mehrere Human Leukocyte
Antigen Klasse-2 Allele mit der Anti-Leucine-rich glioma-inactivated 1 Enzephalitis
assoziiert waren. In der Assoziationsanalyse der Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
Enzephalitis ergab sich eine schwache Assoziation mit einem Human Leukocyte Antigen
Klasse-1 Allel in der Untergruppe der alteren Patienten.

Human Leukocyte Antigen Allele werden nicht unabhangig voneinander vererbt. Somit
lassen sich beim gemeinsamen Auftreten von zwei oder mehr Allelen Haplotypen bilden.
Es stellte sich heraus, dass DRB1*07:01 und DQA1*02:01 immer zusammen auftraten.
Diese beiden Allele formten den Haplotypen 1 (Odds Ratio=7,2,
Konfidenzintervall=4,84-10,71, P<2,2x10-16).

Abschliefdend lasst sich sagen, dass die Anti-Leucine-rich glioma-inactivated 1
Enzephalitis eine starke genetische Pradisposition zeigte und insbesondere eine
Assoziation mit bestimmten Human Leukocyte Antigen-2 Allelen aufwies. Im Gegensatz
dazu scheint dies bei der Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor Enzephalitis nicht der Fall

ZUu sein.
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7. Anhang

Tabelle 6

Schritt in der Qualititskontrolle

AusschlussKkriterium

Anzahl der ausgeschlossenen
Marker

Kein Genotyp oder nur heterozygote

Kein Genotyp oder nur heterozygote

57.165
Genotypen Genotypen
Missingness Rate >2% 5053
Haploider Marker mit Haploider Marker mit 1097
heterozygotem Genotyp heterozygotem Genotyp
Minor Allele Frequency <0,01 142.982
Hardy-Weinberg-Equilibrium P<1x10-20 20
Informative Missingness P<1x10-s 64

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ausschlusskriterien fiir genotypisierte Marker wahrend der

Qualitatskontrolle.
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Tabelle 7

Chr

Basenpaar-
position

rs-ID

Allel 1

Allel 2

Fall-MAF

Kontroll-
MAF

OR [KI]

P-Wert

32.572.251

rs2858870

0,4907

0,1156

13,66
[7,50-
24,87]

1,22x10-17

32.580.999

rs12205706

0,4815

0,1135

13.66
[7.50-
24.87)

1,33x10-17

32.561.137

rs28366311

0,5000

0,1193

12.61
[7.05-
22.57]

1,39x10-17

32.580.928

rs12192221

0,4907

0,1185

12.70
[7.08-
22.77]

1,42x10-17

32.573.950

rs2647072

0,4907

0,1173

13.49
[7.41-
24.55]

1,69x10-17

32.581.491

rs10947320

0,4815

0,1156

12.72
[7.08-
22.86]

1,82x10-17

32.609.181

rs1129765

0,5185

0,1319

10.30
[6.02-
17.64]

1,86x10-17

32.572.666

rs2858869

0,4907

0,1177

13.42
[7.37-
24.44]

1,99x10-17

32.574.014

rs2647073

0,4907

0,1177

13.42
[7.37-
24.44]

1,99x10-17

32.574.991

rs13193798

0,4907

0,1177

13.42
[7.37-
24.44]

1,99x10-17
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Chr

Basenpaar-
position

rs-ID

Allel 1

Allel 2

Fall-MAF

Kontroll-
MAF

OR [KI]

P-Wert

32.576.036

rs12206257

0,4907

0,1177

13.42
[7.37-
24.44]

1,99x10-17

32.577.847

rs13206219

0,4907

0,1177

13.42
[7.37-
24.44]

1,99x10-17

32.578.100

rs13206639

0,4907

0,1177

13.42
[7.37-
24.44]

1,99x10-17

32.580.703

rs12192104

0,4907

0,1181

13.36
[7.34-
24.33]

2,30x10-17

32.559.975

rs28366272

0,4907

0,1185

13.29
[7.30-
24.20]

2,77x10-17

32.565.355

rs28366363

0,4907

0,1185

13.29
[7.30-
24.20]

2,77x10-17

32.565.979

rs28383172

0,4907

0,1185

13.29
[7.30-
24.20]

2,77x10-17

32.568.127

rs28752491

0,4907

0,1185

13.29
[7.30-
24.20]

2,77x10-17

32.569.667

rs2647060

0,4907

0,1185

13.29
[7.30-
24.20]

2,77x10-17

32.570.439

rs2647063

0,4907

0,1185

13.29
[7.30-
24.20]

2,77x10-17

32.590.352

rs28383318

0,5000

0,1231

10.93
[6.27-
19.04]

2,77x10-17
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chr | Basempaar- | oy Allel1 | Alel2 | Fal-maF | Kontroll- op fypy P-Wert
position MAF

12.60

6 32.558.962 | rs184006295 | T C 04722 | 01152 | [6.98- 3,84x10-17
22.72]
10.96

6 32.586.246 | rs28383274 | G A 04907 | 01214 | [6.28- 3,86x10-17
19.14]
10.86

6 32.587.281 | rs28383315 | G A 0,5000 | 01244 | [6.23- 4,26x10-17
18.94]
11.97

6 32.556.499 | rs28724207 | A G 04722 | 01173 | [6.70- 5,60x10-17
21.41]

6 32.583.026 | rs13204933 | G A 05741 | 0,1524 g.gzlx][sm- 6,17x10-17

6 32.560.262 | rs28366280 | G A 05463 | 0,1621 ?'31;8[]4'96' 7,28x10-17

Tabelle 7: Hoch signifikant mit der Anti-Lgil Enzephalitis assoziierte SNPs auf Chromosom 6

In der chromosomalen Region auf Chromosom 6 um rs2858870 befanden sich 26 weitere SNPs, die

signifikant mit der Anti-Lgil Enzephalitis (P-Wert < 1x10-16) assoziiert waren. In dieser Region bestand
ein ausgepragtes Linkage Disequilibrium zwischen den einzelnen Markern.
Chr=Chromosom

rs-ID=Reference SNP Identifikationsnummer

MAF=Minor Allele Frequency
OR=0dds Ratio
KI=Konfidenzintervall 95%
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Abbildung 11

Power der Anti-Lgi1 GWAS
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Abbildung 11: Berechnung der Power (statistische Trennscharfe)

Erwartete statistische Power fiir die Feststellung tatsichlicher genetischer Assoziationen bei
verschiedenen Werten der Odds Ratio (2-15) und bei verschiedenen Allelfrequenzen (0,01-0,5). Die obere
Abbildung zeigt die Berechnungen fiir die Anti-Lgil Enzephalitisgruppe, die untere Abbildung fiir die Anti-

NMDAR Enzephalitisgruppe.
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