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I. Zusammenfassung

1.1. Zusammenfassung auf Deutsch

Hintergrund: Serum Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor GluN1 Antikérper (NMDAR1-Aks) wurden
bei ~10% der Bevélkerung nachgewiesen. Eine klinische Studie zeigte eine verringerte Infarktvolu-
menexpansion innerhalb von 7 Tagen im MRT bei NMDAR1-Ak seropositiven Schlaganfallpatienten.
Das klinische Outcome NMDAR1-Aks seropositiver Patienten bleibt derweil unklar.

Methoden: Wir rekrutierten Patienten mit erstmaligem Schlaganfall fiir die PROSpective Cohort
with Incident Stroke—Berlin (PROSCIS-B; NCT01363856) Studie. Serumproben wurden innerhalb
von 7 Tagen nach Einschlussereignis entnommen und NMDAR1-Aks (IgM/IgA/IgG) mit zellbasier-
ten Assays gemessen. Seropositivitit definierten wir als Titer 21:10, niedrige Titer als =1:100 und hohe
Titer als >1:100. Wir berechneten 1.) Odds Ratios (OR) aus partiell proportionalen Odds-Modellen
fur funktionelles Outcome, gemessen mit der modified Rankin Scale (mRS) 1 Jahr nach Schlaganfall
2.) kardiovaskulires Rezidivrisiko definiert als Hazard Ratios (HR) aus Cox-Regressionen fiir einen
kombinierten Endpunkt (erneuter Schlaganfall/ Myokardinfarkt/Tod) bis zu 3 Jahre nach Schlaganfall
3.) B-Effektstirken aus gemischten Modellen fiir den Verlauf kognitiver Leistung iiber 3 Jahre, die wir
jahrlich mithilfe des Telephone Interview for Cognitive Status—modified (TICS-m) ermittelten. Wir
verglichen seropositive Patienten und anschlieSend seropositive Subgruppen jeweils mit seronegativen
Patienten in unadjustierten und adjustierten Modellen.

Ergebnisse: Von 621 ischimischen Schlaganfallpatienten (m/w; medianer NIHSS:2; IQR:1 bis 4)
wurden in 583 NMDAR1-Aks gemessen. Von diesen waren 76(13%) seropositiv, 55(9%) mit nied-
rigen und 21(4%) mit hohen Titern. Der mRS unterschied sich nicht zwischen seropositiven und
seronegativen Patienten 1 Jahr nach Schlaganfall (OR , .:1,27; 95%CIL:0,77 bis 2,09). Patienten mit
hohen Titern zeigten verglichen mit Seronegativen unglinstigen mRS (OR . .:3,16; 95%CI:1,39 bis
7,22). Verglichen mit seronegativen Patienten hatten Seropositive ein erhohtes kardiovaskuldres Rezi-
divrisiko (HR_, .:1,83; 95%CI:1,10 bis 3,05). Der Vetlauf kognitiver Leistung iiber 3 Jahre war bei
:0,30; 95%CI:-1,14 bis 1,73). Patienten
mit hohen Titern schienen im Vergleich zu seronegativen Patienten schlechtere kognitive Leistungen
Uber Zeit zu haben (8, . .:-2,30; 95%CI:-4,82 bis 0,21).

Model3"

seropositiven und seronegativen Patienten gleichwertig (3, . -

Schlussfolgerung: In unserer Patientenkohorte mit erstmaligem mild-bis-moderatem ischimischen
Schlaganfallereignis war NMDAR1-Aks Seropositivitit nicht mit funktionellem Outcome und Verlauf
kognitiver Leistung assoziiert, jedoch mit erh6htem kardiovaskulirem Rezidivrisiko bis zu 3 Jahre.
Patienten mit hohen Titern hatten schlechteres funktionelles Outcome und scheinen im Verlauf
schlechtere kognitive Leistungen zu zeigen. Unsere Ergebnisse suggerieren eine relevante Rolle von
NMDART1-Aks fiir schlechtes klinisches Schlaganfall-Outcome, unabhingig von multiplen Storfakto-

ren.



1.2. Abstract in English

Background: Serum anti-N-Methyl-D-Aspartate-receptor GluN1 antibodies (NMDARI1-abs) were
observed in ~10% of the population. Seropositivity was associated with smaller infarct lesion growth
in MRI within 7 days after ischemic stroke. The clinical outcome of NMIDART1-abs seropositive stroke
patients remains unknown.

Methods: We recruited first-ever stroke patients for the PROSpective Cohort with Incident Stroke-
Berlin (PROSCIS-B; NCT01363856) study. Blood samples were obtained within 7 days after the
index event for NMDART1-abs (IgM/IgA/IgG) measurement with cell-based assays. Seropositivity
was defined as titers =1:10, low titers as =1:100 and high titers as >1:100. We included patients
with mild-to-moderate ischemic stroke events only. We investigated 1.) functional outcome assessed
with the modified Rankin Scale (mRS) at 1 year and obtained Odds Ratios (OR) for worse mRS
using partial proportional Odds models 2.) vascular recurrent event risk (time to event of either
recurrent stroke/myocatdial infarction/all-cause mortality) up to 3 years after stroke and 3.) cognitive
function over 3 years assessed with an annual Telephone Interview of Cognitive Status — modified
(TICS-m) and obtained § effect sizes from linear mixed models. We compared seropositive patients
with seronegative patients and subsequently seropositive subgroups with seronegative patients in
unadjusted and adjusted analyses.

Results: Out of 621 ischemic stroke patients (m/f, median NIHSS:2; IQR:1 to 4) we measured
NMDAR1-abs in 583 patients. Of those, 76(13%) were seropositive, 55(9%) with low titers and
21(4%) with high titers. mRS at 1 year after stroke was not different in seropositive compared to
seronegative patients (OR | .:1.27; 95%CIL:0.77 to 2.09). Patients with high titers had worse mRS
compared to seronegative patients (OR,, . :-2.91; 95%CI:1.28 to 6.66). Seropositivity was associated
with increased recurrent vascular event risk compared to seronegativity (HR_, .:1.83; 95%CI:1.10 to
:0.30;

95%CI:-1.14 to 1.73). Patients with high titers seemed to have worse cognitive functioning over time

3.05). Cognitive function over time was similar in seropositive and seronegative patients (3, . .

compared to seronegative patients (3, ,.--2.30; 95%CI:-4.82 to 0.21).

Conclusion: In our cohort of first-ever mild-to-moderately affected ischemic stroke patients
NMDAR1-abs seropositivity was not associated with functional outcome nor cognitive functioning
over time, but was associated with increased vascular recurrent event risk. Patients with high titers
had worse functional outcome while cognitive functioning over time seems to be decreased. Our
data point towards a relevant role of NMDARI1-abs for unfavorable clinical outcome after stroke,

independent of other risk factors.



I1I. Manteltext

2.1. Darstellung des Forschungsstandes

Schlaganfall ist ein sich schnell entwickelndes und linger als 24 Stunden andauerndes (oder zum Tode
fiihrendes) klinisch apparentes zerebral-funktionelles Defizit ausschlieBlich vaskulirer Atiologie.! Er
ist eine hdufig auftretende schwere neurologische Erkrankung und ist nach dem Myokardinfarkt die
zweithiufigste Todesursache weltweit. 84,4% aller Schlaganfille sind ischimisch bedingt.” Die thera-
peutischen Moglichkeiten im akuten ischimischen Schlaganfall sind begrenzt.’ Biomarker haben sich
als nutzliche pridiktive Marker herausgestellt; sie konnen aulerdem Hinweise auf die zugrunde liegen-
de Pathogenese geben und interventionell modifiziert werden.*

N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren sind tetra-heteromere membranstindige ionotrope
Glutamatrezeptoren, die im ausgesprochenen Malle — jedoch nicht ausschliefSlich — auf Neuronen
des hippocampalen Hirngewebes exprimiert sind. Die Untereinheitskomposition des NMDA-Rezep-
tors ist variabel, jedoch ist die GluN1 (veraltet auch NR1) Untereinheit fir den Aufbau neuronaler
NMDA-Rezeptoren obligat.” Thre Funktionen koénnen vielseitig sein und reichen von neutopro-
tektiven bis zu zellschidigenden Mechanismen, abhingig von ihrer Lokalisation (synaptisch oder
extrasynaptisch) und ihrem Aktivierungsmuster.*” Im Schlaganfall werden sie fur die akut einsetzen-
de Glutamat-vermittelte Exzitotoxizitit verantwortlich gemacht, ein Prozess der zu einem massiven
zusitzlichen Gewebsuntergang im Schlaganfall-Sekundirschaden fuhrt.®

Tierversuche zeigten vielversprechende therapeutische Effekte beim Einsatz von NMDA-Re-
zeptor Antagonisten. Interventionsstudien, die diese Ergebnisse auf den Menschen ibertragen
wollten, mussten aufgrund unerwinschter Effekte frithzeitig abgebrochen werden.” Erklirungsan-
sitze umfassen die Wahl des antagonisierenden Agens, das schmale therapeutische Zeitfenster und
auch die Durchfiihrung der Studien." Eine weitere Erklirung auf pathophysiologischer Ebene konnte
sein, dass obgleich NMDA-Rezeptoren Exzitotoxizitit in der akuten Phase nach Schlaganfall vermit-
teln, ithre physiologischen Funktionen wichtig fiir Regenerationsmechanismen auf lange Sicht sind.
Somit kénnte eine Blockade neuronaler NMDA-Rezeptoren zu einer behinderten Reorganisation des
geschidigten Gehirns nach Schlaganfall fihren."

Uber extraneuronale, periphere NMDA-Rezeptoren ist nicht viel bekannt. Hogan-Cann et al.
fassen in einem Review zusammen, dass NMIDA-Rezeptoren auf einer Vielzahl peripherer Gewebszell-
typen aullerhalb des zentralen Nervensystems vorkommen und jeweils ebenfalls mit der Untereinheit
GluN1 konstituiert sind. Eine Studie von Green et al. zeigte, dass die Aggregation von Throm-
bozyten durch Anti-NMDA-Rezeptor Antikorper inhibiert wird."”” Eine andere Studie zeigte, dass
NMDA-Rezeptoren auf zerebralen Endothelzellen exprimiert sind, und legte eine Relevanz dieser fiir
GefiBadaptionsmechanismen, nahe."” Bis heute fehlt es in diesem Gebiet wesentlich an Grundlagen,

daher bleibt die funktionelle Relevanz thrombozytirer und endothelialer NMDA-Rezeptoren und
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somit auch ihre Bedeutung im Zusammenhang mit vaskuldren Pathologien bis heute unklar.'*"

Endogene Autoantikérper vom Immunglobulin (Ig) Isotyp G, die sich gegen die Untereinheit
GluN1 des NMDA-Rezeptors (Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper [NMDAR1-Aks]) richten,
wurden erstmalig 2007 im Liquor von Patienten mit autoimmuner Enzephalitis detektiert und als
ursichlich fur die Pathogenese dieser seltenen schwerwiegenden neuropsychiatrischen Erkrankung
befunden.' Seither zeigten mehrere Studien eine Serumprivalenz von etwa ~10% von NMDAR1-Aks,
vorwiegend der Isotypen IgM und IgA, sowohl in der gesunden Bevolkerung als auch in Patienten mit
diversen Erkrankungen, wie zum Beispiel arterieller Hypertonie und Diabetes mellitus.'™" Bisher ist
ein klarer Zusammenhang zwischen erthohtem Alter und Serumprivalenz bekannt,'® hingegen bleibt
die Ursache fir Serumprivalenz unklar.

Im Jahre 2000 zeigten During et al., dass eine Impfung von Ratten mit NMDAR1-Aks zu verklei-
nerten Infarktvolumina nach Schlaganfall fihrte.” Eine klinische Studie untersuchte 2015, ob die
Serumprivalenz endogener NMDAR1-Aks mit positiven Effekten auf Infarktvolumina nach Schlag-
anfall assoziiert ist. In der Kohorte von 464 ischimischen Schlaganfallpatienten war Seropositivitat
unter Ausschluss von Patienten mit APOE+ Genotyp mit einer verringerten Infarktvolumenexpan-
sion in der Magnetresonanztomografie (MRT) Bildgebung innerhalb von sieben Tagen assoziiert.”!
Die hier genannten Studienergebnisse suggerieren positive Effekte von NMDAR1-Aks Seropositivitit
in der Akutphase des Schlaganfalls. Dem gegeniiber steht, dass NMDAR1-Aks Serumpositivitit in
anderen Studien mit kognitiven Beeintrichtigungen assoziiert war.”>** Die Studienlage zur Funktio-
nalitit und somit pathophysiologischen Bedeutung von NMDAR1-Aks des IgM und IgA Isotyps ist

kontrovers.?+*

Es bleibt unklar, ob NMDAR1-Aks Seropositivitdt mit klinischem Outcome nach Schlaganfall
assoziiert ist. Daher war es Gegenstand dieser Dissertationsarbeit, das 1.) funktionelle Outcome, das
2.) vaskulire Rezidivrisiko und den 3.) Verlauf kognitiver Leistung tiber Zeit von seropositiven Schlag-

anfallpatienten im Vergleich zu seronegativen Schlaganfallpatienten zu untersuchen.
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2.2. Methodik

2.2.1. Studienpopulation

Die PROSpective Cohort with Incident Stroke — Berlin (PROSCIS-B) ist eine longitudinale prospek-
tive Kohortenstudie mit dem Ziel Priadiktionsmodelle fir vaskulares Sekundarrisiko nach Schlaganfall
zu explorieren. Far PROSCIS-B wurden mannliche sowie weibliche Patienten mit erstmaligem Schlag-
anfall an drei Stroke-Units der Charité — Universtitsmedizin Berlin rekrutiert und iber einen Zeitraum
von drei Jahren mit einer jdhrlichen telefonischen oder — nach Patientenwunsch — postalischen Erhe-
bung klinischer Outcomes nachbeobachtet. Einschlusskriterien waren erstmaliger Schlaganfall nach der
WHO Definition, welche zerebrale Ischimien, zerebrale Himorrhagien und Sinusvenenthrombosen

einfasst,*

sowie ein Mindestalter von 18 Jahren und einen Symptomauftritt innerhalb der letzten sieben
Tage. Zum Ausschluss aus PROSCIS-B fithrte ein vorangegangener Schlaganfall. Aulerdem wurden
Patienten mit Hirntumor oder einer Hirnmetastase eines peripheren Malignoms ausgeschlossen, da
dies mit einer stark reduzierten Lebenserwartung einhergeht und es folglich durch Selektionsverzer-
rung zu einer Fehlschitzung des Sekundarrisikos in der Zielbevolkerung kommen kénnte. Fir diese
Fragestellungen aus PROSCIS-B konzentrierten wir uns auf Patienten mit mildem-bis-mittelschwe-
rem (National Institutes of Health Stroke Scale [NIHSS] 0-15) Schlagfall, um bei nur sechs Patienten
mit schweren Ereignissen die Homogenitit in der Kohorte zu steigern. Ferner berticksichtigten wir

ausschlief3lich ischamische Schlaganfille aufgrund der unterschiedlichen zugrunde liegenden Patholo-

gie von primiren Himorrhagien und Sinusvenenthrombosen.

2.2.2. Definitionen der klinischen Outcomes
2.2.2.1. Funktionelles Outcome

Drei klinische Outcomes betrachteten wir als wesentlich im Zusammenhang mit NMDAR1-Aks Sero-
positivitit: Als erstes wihlten wir das funktionelle Outcome welches wir telefonisch mit der modified
Rankin Scale (mRS) ein Jahr nach dem Einschluss-Schlaganfallereignis erhoben. Die erstmals 1957
von Dr. John Rankin vorgestellte mRS ist eine siebenstufige ordinale Messskala, die fir die deutsche
Sprache und die telefonische Erhebung validiert ist. Sie ist das am héufigsten gewiéhlte Instrument zur

Begutachtung des funktionellen Status nach Schlaganfall.”**

2.2.2.2. Kardiovaskulires Rezidivrisiko

Ferner interessierten wir uns fiir das kardiovaskulire Rezidivrisiko bis zu drei Jahre nach Schlaganfall,
das wir als Zeit bis zum Auftreten eines der Ereignisse eines kombinierten Endpunktes definierten.

Hierunter fassten wir erneuten Schlaganfall, Myokardinfarkt oder Tod jeglicher Ursache zusammen.
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Die Ereignisse wurden zunichst vom Patienten berichtet und folgend durch Arztbriefe, die wir zu
diesem Zwecke vom behandelnden Arzt erhielten, validiert. Uber den Vitalstatus gab das Betliner
Melderegister Auskunft. Aufgrund gesetzlicher Limitationen konnte jedoch keine Auskunft Gber
die Todesursache eingeholt werden. Ferner wurden Arztbriefe der PROSCIS-B Patienten, die in der
elektronischen Datenprozessierungs-Software der Charité — Universititsmedizin Berlin innerhalb der
Beobachtungszeit hinterlegt wurden, herausgefiltert und auf weitere unberichtete Ereignisse unseres
kombinierten Endpunktes untersucht. Jedes Ereignis des kombinierten Endpunktes wurde unabhin-

gig von zwei geblindeten Neurologen validiert.

2.2.2.3. Verlauf kognitiver Leistung tiber drei Jahre

Auflerdem interessierten wir uns fiir den Verlauf kognitiver Leistung von NMDAR1-Aks seropositi-
ven Patienten tiber drei Jahre nach Schlaganfall. Fiir einen Vergleich NMDAR1-Aks seropositiver und
seronegativer Patienten bei Studieneinschluss definierten wir einen Mini-Mental-Status-Test (MMST)-
Wert kleiner oder gleich 26 als kognitive Einschrinkung. Fir den Verlauf kognitiver Leistungen tber
Zeit erhoben wir kognitive Leistung jihrlich mit dem Telephone Interview for Cognitive Status —
modified (TICS-m), mit der ersten Erhebung ein Jahr nach Schlaganfall und insgesamt drei moglichen
TICS-m Observationen je Patient. TICS-m ist ein Screening-Test fiir kognitive Beeintrichtigungen,
bei dem anhand von 20 Fragen ein Maximum von 50 Punkten erreicht werden kann. Er hat gegentiber
dem MMST den Vorteil, dass Testergebnisse von nicht kognitiv eingeschrinkten Individuen ebenfalls
normalverteilt sind. Die Ergebnisse akkumulieren somit nicht an der Test-Wert Obergrenze, wodurch

eine parametrische Auswertung moglich ist.”?

2.2.3. Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Messung

Den Patienten aus PROSCIS-B wurden innerhalb der ersten sieben Tage nach dem Schlaganfall-Ein-
schlussereignis Serumproben entnommen. NMDAR1-Aks Seropositivtit der Isotypen IgM, IgA
und IgG wurden mithilfe kommerziell erhaltlicher Test-Kits gemessen. Die Test-Kits verwenden
NMDA-Rezeptor Untereinheit GluN1 transfizierte fixierte HEK293 (Human Emryonic Kidney 293)
Zellen, um Antikoérper aus Serum zu binden.™ NMDAR1-Aks Quantifizierung erfolgte mikros-
kopisch mithilfe indirekter Immunfluoreszenz.”® Eine Einstiegsverdinnung von 1:10 diente als
Trennwert fiir Seropositivitit. Wir definierten Titer von 1:10 bis 1:100 als niedrige Titer und solche

héher als 1:100 als hohe Titer, um eine mégliche Dosis-Wirkungsbeziehung zu ermitteln.
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2.2.4. Komparative statistische Analysen der klinischen Outcomes
2.2.4.1. Funktionelles Outcome

Um den Einfluss von NMDAR1-Aks Seropositivitit auf das funktionelle Outcome zu schit-
zen, berechneten wir Odds Ratios (OR) mit zugehoérigem 95%igen Konfidenzintervall (95%CI)
fir NMDAR1-Aks Seropositivitit im Vergleich zu Seronegativitit mithilfe partiell proportiona-
ler Odds-Modelle. Bei diesem Verfahren werden bindre Vergleiche fur alle méglichen Cut-Offs der
mRS-Kategorien berechnet und zu einer OR zusammengefasst. Somit ldsst sich ein Informations-
verlust durch Dichotomisierung vermeiden.” Im Gegensatz zu einer herkémmlichen ordinalen
Regression testet dieses Verfahren die Annahme der Proportionalitit der Odds Ratios und schwicht
diese gegebenenfalls. Sollten einzelne binire Vergleiche der Kategorien in gegensitzliche Effektgro-
Ben resultieren (d.h. ein komparativer Schritt ergibt eine OR fur Seropositivitit > 1 und ein anderer
Schritt eine OR von < 1) wird keine zusammenfassende OR berechnet, sondern die Effektstirken ftr
die bindren Vergleiche einzeln dargestellt. Aufgrund der milden Schlaganfallschwere bei PROSCIS-B
Patienten fassten wir fir alle Analysen die Kategorien 5 und 6 des mRS zusammen um unsere statis-
tische Aussagekraft und die Prizision unserer Analysen zu erhéhen.

Wir berechneten neben unadjustierten Analysen drei verschiedene Modelle, in denen wir jeweils
fir multiple potentielle Storfaktoren, die bei Einschluss erhoben wurden, adjustierten. Unser erstes
Modell adjustierten wir fir Alter (kontinuierlich) und Geschlecht (binir). In einem zweiten Modell
adjustierten wir fiir einen Propensity-Score, den wir anhand multipler kardiovaskulirer Risikofaktoren
zzgl. zu Alter und Geschlecht mithilfe einer logistischen Regression berechneten. Unser Propensi-
ty-Score gibt die bedingte Wahrscheinlichkeit fiir NMDAR1-Aks Seropositivitit anhand von Alter,
Geschlecht, und ferner den folgenden anamnestisch erfassten Variablen an: aktueller Rauchersta-
tus (binir), gewohnheitsgemiller Alkoholkonsum (binir), vorbestehender arterieller Hypertonus
(binir), periphere arterielle Verschlusskrankheit (binir), Diabetes mellitus (bindr), Herzinfarkt (binir)
und Vorhofflimmern (binir). Fir unsere seropositiven Subgruppen berechneten wir jeweils eigene
Propensity-Scores. In einem dritten Modell adjustierten wir neben dem Propensity-Score aul3erdem
fir NIHSS (binir, milder Schlaganfall: 0-4, moderater Schlaganfall: 5-15) und die Schlaganfallsitiologie
kategorisiert nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST)-Klassifikation, welche
die Atiologiekategorien 1. makroangiopathisch, 2. kardioembolisch, 3. mikroangiopathisch 4. andere

und 5. unbekannt umfasst.>*

Wir entschieden uns, diese zwei Variablen in einem separaten Modell
einzuschlieBen, da wir in unserem direktionalen kausalen Modell annahmen, dass NMDAR1-Aks Sero-
positivitit vor Schlaganfall bestand und sich nicht erst aufgrund des Schlaganfalls entwickelte. Daher
stellt die Schlaganfallschwere in unserem angenommenen Modell laut Definition keinen Storfaktor
dar.® Ahnlich verhilt es sich bei der Schlaganfallsitiologie. Da eine Priexistenz der Antikdrper vor
Schlaganfall jedoch von uns nicht zu belegen ist, explorierten wir mit dem dritten Modell, ob unsere
Effektstirke von diesen zusatzlichen Variablen beeinflusst ist, um ein mdégliche Storfaktorverzerrung

zu minimieren. Alle potentiellen Storfaktoren wurden a priori definiert, um eine ergebnisgelenkte

Auswahl zu vermeiden.
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In einer Subanalyse untersuchten wir, ob die beobachteten Effektstirken einem bestimmten
Isotyp zuzuordnen sind. Hierzu berechneten wir Effektstirken fur IgM und IgA einzeln nach dem
oben beschriebenen Vorgehen, nicht jedoch fiir IgG aufgrund der unzureichenden Anzahl IgG sero-

positiver Patienten.

2.2.4.2. Kardiovaskulires Rezidivrisiko

Visuell explorierten wir kardiovaskulires Rezidivrisiko NMIDAR1-Aks seropositiver und seronegati-
ver Patienten mit dem Kaplan-Meier-Schitzer. Das erstmals 1958 von Kaplan und Meier vorgestellte
Verfahren berechnet Ereigniszeitfunktionen fiir die zeitpunkt-abhingigen spezifischen Risiken einer
Population in einem Beobachtungszeitraum. Hierbei wird berticksichtigt, dass sich das kumulative
Risiko tber einen Zeitraum in einer pridefinierten Beobachtungsgruppe verindern kann, sobald
sich die Anzahl der unter Beobachtung stehenden Individuen reduziert. Dies passiert zum Beispiel,
wenn Individuen bereits das Zielereignis erfahren haben und somit nicht mehr unter Risiko fiir dieses
stehen. Wichtig ist, dass aullerdem die Zeit unter Beobachtung solcher Individuen beriicksichtigt wird,
die aus verschiedenen Griinden wihrend des Beobachtungszeitraum ohne Ereignis aus der Studie
ausscheiden (Drop-Outs und Lost-to-follow-up).

In unserer Studie war das Zielereignis ein kombinierter Endpunkt aus erneutem Schlaganfall,
Myokardinfarkt und Tod jeglicher Ursache. Die Zeit bis zum ersten Auftreten eines der Ereignisse
wurde in Personenjahren gemessen. Mit dem Logrank-Test verglichen wir die unadjustierten Ereig-
niszeitfunktionen NMDARI1-Aks seropositiver und seronegativer Patienten auf einen statistisch
signifikanten Unterschied bei einem zulidssigen alpha-Fehler-Level von 5%. Um in einem nichsten
Schritt unsere Expositionsgruppen unter Beriicksichtigung potentieller Storgro3en zu vergleichen,
berechneten wir Hazard Ratios (HR) mit zugehorigem 95%CI mit Cox-Regressionen. Zuziiglich zu
der unadjustierten Analyse berechneten wir storfaktoradjustierte Modelle, bei denen wir, wie unter
4.5.1. beschrieben, multiple Kovariablen einschlossen.

Auch beztglich dieser Fragestellung fihrten wir eine Subanalyse durch, bei der wir untersuchten,
ob sich die beobachteten Effekte einem bestimmten NMDAR-Aks Isotyp zuschreiben lassen. Hierbei
analysierten wir die Daten wie zuvor beschrieben, jedoch mit nach IgM und IgA Seropositivitit stra-

tifizierten Expositionsgruppen.

2.2.4.3. Kognitive Leistungen iiber Zeit

Um NMDARI1-Aks seropositive und seronegative Patienten hinsichtlich des Verlaufs kognitiver
Leistung tber Zeit zu vergleichen, explorierten wir zunichst den Anteil kognitiv eingeschrinkter
Patienten bei Einschluss. Wir berechneten die Differenz des prozentualen Anteils der Patienten mit

einem MMST-Wert von < 26 zwischen seronegativen Patienten und den jeweiligen seropositiven

15



Subgruppen mit zugehorigem 95%CI und adjustierten jeweils fiir Alter und Schulbildungsjahre (binir:
< 10 Jahre und > 10 Jahre). Fir den Verlauf kognitiver Funktionen iiber Zeit erhoben wir repe-
titive TICS-m Messungen jihrlich einmal und somit bis zu insgesamt drei Mal pro Patient. Diese
intraindividuell-repetitiven Messungen fihren zur Autokorrelation der Observationen und so zu
einer spezifischen Varianzstruktur, die die Annahmen der Unabhingigkeit der Observationen eines
einfachen linearen Modells verletzt. Um dieser zugrunde liegenden Struktur gerecht zu werden,
berechneten wir gemischte Modelle (Linear Mixed Models) um B-Effektstirken (mit 95%CI) fir den
Einfluss von NMDAR1-Aks Seropositivitit auf TICS m Werte tiber Zeit zu erhalten. Bei dem von uns
gewihlten Random-Intercept-Model, einem spezifischen gemischten Modell, wird zuziiglich zu dem
Zufallsfehlerterm ein spezifischer Fehlerterm fiir den Achsenabschnitt inkorporiert. Die berechneten
B-Effektstirken reflektieren letztlich die durch NMDAR1-Aks bedingte TICS-m Differenz tiber Zeit
unabhingig von der interindividuellen Varianz, d.h. des individuellen Ausgangsniveaus. In unserer
Gleichung brachten wir als erste Variable Zeit und als zweite den NMDAR1-Aks Serostatus ein. Als
weitere Variablen fiir unsere Fragestellung inkorporierten wir Storfaktoren wie unter 4.5.1. beschrie-
ben, jedoch figten wir bei jedem Modell zusitzlich Schulbildungsjahre hinzu. Dies gilt auch fir den
wie unter 4.5.1. beschrieben berechneten Propensity-Score.

Wir berechneten auBlerdem drei Sensitivititsanalysen: Fehlende Werte in longitudinalen
Observationsstudien sind ein hédufig beobachtetes Problem, dass zu Ungenauigkeit oder zu Antwor-
tausfallverzerrung fithren kann. Fehlwerte zeigten sich auch bei TICS-m Erhebungen in PROSCIS-B.
Obgleich wir in der Aufarbeitung keine zugrunde liegende Systematik der Fehlwerte eruieren konnten,
erstellten wir eine Ubersichtstabelle, in der wir die charakterisierenden Attribute, die bei Einschluss
erhoben wurden, danach stratifizierten, ob der Patient mindestens eine oder tiberhaupt keine TICS-m
Erhebung hatte (S1). Dies diente dazu, einem potentiellen Mechanismus hinter dem Fehlen der
Werte auf den Grund zu gehen und Hinweise auf eine mdégliche Verzerrung durch diese Fehlwerte
zu erhalten. Da wir erwartungsgemil3 viele fehlende TICS-m Observationen hatten, wendeten wir
eine Imputationsmethode an, bei der Fehlwerte ersetzt wurden, um die Ausschépferquote unserer
Stichprobe gegeniiber dem primir angewandten Eliminierungsverfahren zu erhéhen (S2). Mit dieser
Imputationsmethode generierten wir mithilfe multipler aneinander geketteter Gleichungen und einer
Zahl an Pridiktor-Variablen zehn vollstindige Datensitze. Dadurch imputierten wir die Fehlwerte
unter Bertcksichtigung der Varianzstruktur. Wir entschieden, dass folgende Variablen pridiktiv fir
den TICS-m Wert sind: Zeit, Alter, Geschlecht, Schulbildungsjahre, aktueller Raucherstatus, gewohn-
heitsgemifler Alkoholkonsum, arterieller Hypertonus, periphere arterielle Verschlusskrankheit,
Diabetes mellitus, Herzinfarkt, Vorhofflimmern, NIHSS, TOAST-Klassifikation, mRS bei Einschluss
und MMST-Wert bei Einschluss. Fiir das Imputieren unserer kontinuierlichen TICS-m Outcome-Va-
riable sowie fiir die Fehlwerte kontinuierlicher Kovariablen wihlten wir Predictive Mean Matching, fir
bindre Kovariablen wihlten wir logistische Regressionen und fiir ordinale Kovariablen ordinale logis-
tische Regressionen. Fehlwerte aufgrund von Tod schlossen wir aus dem Imputationsverfahren aus.

Nach Erlangen zehn vollstindiger Datensitze wandten wir auf diese erneut ein gemischtes Modell
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zur Schitzung der Effektstirke von NMDAR1-Aks Seropositivitit auf den Verlauf kognitiver Leis-
tungen Uber Zeit nach Schlaganfall an. Die resultierenden zehn Effektstirken buindelten wir mithilfe
der Regel nach Rubin zu einem einzigen zusammenfassenden Schitzer.”

In einer dritten Sensitivititsanalyse explorierten wir ob sich unsere Effektstirken dnderten, wenn
wir Patienten, die durch Depression bedingt potentiell eine Pseudodemenz haben kénnten, ausschlos-
sen (83). Ob eine Depression in den Patienten vorlag, erhoben wir mit der erstmals 1977 von L.S.
Radloff vorgestellten Allgemeinen Depressionsskala (ADS). Dieser liegt ein Fragebogen zugrunde,
der anhand von 20 Fragen vom Likert-Typ auf Depression screent. Ein ADS Summenwert von mehr
oder gleich 16 von maximal 60 Punkten wurde von uns als das Vorliegen einer Depression betrach-
tet.”” Da wir hier abermals viele Fehlwerte bei den Beobachtungszeitpunkten ein, zwei und drei Jahre
nach Schlaganfall verzeichneten, imputierten wir Fehlwerte aus dem ADS mit der ,,Best-Case®-Sze-
nario- und ,,Worst-Case*“-Szenario-Einzelimputationsmethode, wobei wir im ,,Best-Case*-Szenario
Fehlwerte mit null Punkten ersetzten, was in der geringstmoglichen Anzahl potentieller Depressionen
resultierte und im ,,Worst-Case“-Szenario die maximal Punktzahl von drei Punkten pro Frage verga-
ben, was in der groStméglichen Anzahl depressiver Patienten resultierte. Folgend wurden entsprechen
weniger oder mehr Patienten aus der Analyse ausgeschlossen, bevor wir erneut, wie oben beschrieben,

gemischte Modelle berechneten.

2.2.5. Benutze Software und Programmierungssprachen fiir die Auswertung

Fir Reproduzierbarkeit der vorliegenden Ergebnisse benutzten wir fiir die zentrale Datenpriparation
die Software IBM SPSS Statistics, Version 24 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA), fur die deskriptive
und analytische Statistik sowie einen Teil der Grafiken STATA, Version 14.2 (Stata Corp., College
Station, TX, USA). Alle weiteren Datenvisualisierung wurden mit R (R 1386 3.5.1, the R foundation)
unter Anwendung des ,ggplot2‘-Pakets erstellt.

2.2.6. Stellungnahme zur Ethik

Alle Patienten unterzeichneten schriftlich das Einverstindnis zur Studienteilnahme und explizit
die Einwilligung fiir Blut-Biomarker-Analysen. Die PROSCIS-B Studie besitzt ein Ethikvotum des
Ethik-Komitees der Charité — Universititsmedizin Betlin (EA1/218/09) und folgt ethischen Prinzipi-

en der Deklaration von Helsinki.
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2.3. Ergebnisse

2.3.1. Fallzahlen

Das Flussdiagramm in Abbildung 1a. zeigt, wie wir letztendlich mit 583 Patienten mit NMDAR1-Aks
Messung resultierten. Der Mediantag, an dem die Serumproben bei seronegativen sowie seropositiven
Patienten entnommen wurden, lag bei Tag 4 (Interquartil-Bereich [IQR]: 3 bis 5), bei seropositiven
Patienten mit niedrigen Titern bei Tag 4 (IQR: 3 bis 6) und bei Patienten mit hohen Titern ebenfalls
bei Tag 4 (IQR: 3 bis 5). Der telefonische mRS ein Jahr nach Schlaganfall konnte bei 485 Patienten
erhoben werden. Das Flussdiagramm aus Abbildung 1b. zeigt, bei wie vielen Patienten wir zu jedem
Follow-Up Zeitpunkt jeweils TICS-m Werte erheben konnten. Mindestens eine TICS-m Erhebung
hatten 451 (77% der Patienten mit NMDAR1-Aks Messung) und 132 Patienten (23% der Patienten
mit NMDAR1-Aks Messung) hatten keine einzige TICS-m Erhebung,

2.3.2. Die Patientenpopulation

PROSCIS-B Patienten mit ischdmischem Schlaganfall (n=621) hatten bei Einschluss ein mittleres Alter
von 67 Jahren (Standard Abweichung [SD]: 13 Jahre), 39% waren weiblich, die Medianpunktzahl des
NIHSS lag bei 2 IQR: 1 bis 4 Punkte), der mediane mRS bei 2 (IQR: 1 bis 3) und die Medianpunkt-
zahl des MMST lag bei 28 Punkten (IQR: 26 bis 30 Punkte). Von den 583 gemessenen Serumproben
waren 76 (13%) NMDAR1-Aks positiv mit Titern =1:10. Unter diesen zeigten 55 Patienten hohe Titer
(72% der seropositiven Patienten) und 21 Patienten niedrige Titer (23% der seropositiven Patienten).
IgM-Antikérper wurden in 49 Patienten (8%) und IgA in 43 Patienten (7%) gemessen. Sechzehn
(3%) Patienten waren simultan IgM und IgA seropositiv. IgG-Antikérper konnten wir in nur zwei von
allen Serumproben (0,4%) nachweisen. Demografische Parameter und klinische Charakteristika unter-
schieden sich nicht maf3geblich zwischen den NMDAR1-Aks Expositionsgruppen, wie aus Tabelle 1.
ersichtlich.

2.3.3. Ergebnisse aus Analysen der klinischen Outcomes
2.3.3.1. Funktionelles Outcome

Ein Jahr nach Schlaganfall verzeichneten wir einen medianen mRS von 1 (IQR: 0 bis 2) in der gesamten
Kohorte und stratifiziert nach Expositionsgruppe. Aus unadjustierten und adjustierten partiell propor-
tionalen Odds Modellen ergab sich kein Anhalt fir einen klinisch relevanten Unterschied im mRS
zwischen NMDAR1-Aks seropositiven und seronegativen Patienten (unadjustierte OR: 1,34; 95%CI:
0,83 bis 2,17; adjustierte OR,, . :1,27; 95%CIL: 0,77 bis 2,09). Bei unseren seropositiven Subgrup-
pen zeigte sich kein Unterschied im mRS zwischen Patienten mit niedrigen NMDAR1-Aks Titern
und seronegativen Patienten (unadjustierte OR: 0,87; 95%CI: 0,49 bis 1,54; adjustierte OR, . :1,27;
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Abbildung 1a. Flussdiagramm zum PROSCIS-B Patienten Ein- und Ausschluss.*

Grafik adaptiert aus Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), Stroke, 2019
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Tabelle 1. Charakteristika der PROSCIS-B Patienten bei Einschluss — Gesamt und stratifiziert
nach Anti-NMDAR GluN1 Antikérper Serum Status®

Tabelle adaptiert aus Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), S#roke, 2019

PROSCIS - B Stratifiziert nach Anti-NMDAR GluN1 Antikérper Serum Status
Total seronegativ seropositiv Titer < 1:100 Titer >1:100
PROSCIS-B Teilnehmer® n (%) 621 (100) 507 (82) 76 (13%) 55 (9°) 21 (4%)
Anti-NMDAR GluN1 IgM Antikdrper 49 (8% - 49 (8% 34 (6 15 (3%
Anti-NMDAR GIluN1 IgA Antikérper 43 (7% - 43 (7% 31 (5% 12 (2%
Anti-NMDAR GIluN1 IgG Antikdrper 2 (>0°) - 2 (>0 2 (>0°) 0
Alter (Jahre) mean (SD) 67 (13) 67(13) 66 (14) 65 (14) 71 (10)
Alter (Jahre) median (IQR) 69 (58 —76) 69 (59 —176) 67 (56 —177) 63 (51-177) 69 (66 —78)
Biologisch weibliches Geschlecht n (%) 242 (39) 204 (40) 22 (29) 17 (40) 5(24)
Systolischer Blutdruck (mmHg) mean 139 (22) 139 (22) 139 (24) 139 (22) 140 (28)
(SD)
Diastolischer Blutdruck (mmHg) mean 77 (14) 77 (15) 78 (13) 80 (12) 73 (14)
(SD)
Vorerkrankt an Bluthochdruck » (%) 406 (65) 336 (66) 46 (61) 30 (55) 16 (76)
BMI (kg/m?) median (IQR) 27 (24 -30) 27 (24 -29) 28 (24-31) 27 (24 -30) 30 (26 -34)
gewohnheitsgemifBier Alkoholkonsum 217 (35) 179 (36) 23 (31 15 (27) 8 (38)
n (%)
Raucher n (%) 171 (28) 139 (28) 22 (30) 17 (31) 5(24)
Gesamtcholesterin (mg/dl) mean (SD) 198 (48) 199 (48) 198 (50) 204 (51) 180 (42)
HDL (mg/dl)* mean (SD) 51 (16) 52(16) 49 (17) 50 (18) 47 (13)
LDL (mg/dl) mean (SD) 122 (41) 122 (41) 124 (43) 128 (43) 112 (40)
Triglyceride (mg/dl)’ mean (SD) 139 (80) 136 (80) 152 (80) 152 (80) 152 (81)
Vorerkrankt an Diabetes mellitus (%) 137 (22) 107 (21) 21 (28) 13 (24) 8 (38)
PAVK n (%) 42(7) 34(7) 6(8) 3(6) 3(14)
KHK n (%) 99 (16) 80 (16) 16 (21) 10 (18) 6(29)
Vorerkrankt an Vorhofflimmern » (%) 132 (21) 106 (21) 18 (24) 11 (20) 7 (33)
Geschitzte GFR (ml/min) mean (SD) 77 (21) 77 (21) 79 (22) 83 (21) 70 (22)
NIHSS median (IOR) 2(1-4) 2(1-4) 3(1-95) 2(1-5) 3(2-5)
NIHSS: 0-4n (%) 470 (76) 386 (76) 54 (71) 40 (73) 14 (67)
NIHSS: 5-15n (%) 151 (24) 121 (24) 22 (29) 15(27) 7(33)
TOAST Makroangiopathisch n (%) 167 (27) 128 (25) 25(33) 17 (31) 8(38)
TOAST Kardioembolisch n (%) 145 (23) 121 (24) 18 (24) 12 (22) 6(29)
TOAST Mikroangiopathisch n (%) 96 (15) 87 (17) 6(8) 4(7 2(10)
TOAST Andere n (%) 22 (4) 15(3) 23 24 0
TOAST Unbekannt n (%) 191 (31) 156 (31) 25 (33) 20 (36) 5(24)
mRS bei Einschluss median (IQR) 2(1-3) 2(1-3) 2(1-3) 2(1-3) 2(1-3)
<10 Schuljahre n (%) 421 (68) 345 (72) 51(68) 34 (63) 17 (81)
> 10 Schuljahre n (%) 171 (28) 136 (28) 24 (32) 20 (37) 4(19)
MMST median (IQR)? 28 (26 —30) 28 (26 —30) 29 (27 -30) 29 (27,5 -130) 27 (24 -29)
Kognitiv eigeschriinkte Patienten" n (%) 130 (21) 107 (21) 13 (17) 6 (11) 7 (33)
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Tabelle 1. Legende. Mean, Mittelwert; median, Median; SD, Standard Abweichung; IQR, Interquartil-Bereich;
BMI, Body Mass Index; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; pAVK, periphere arterielle
Verschlusskrankheit; KHK, Koronare Herzkrankheit; GFR, glomerulire Filtrationsrate berechnet mit der
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) Formel; NIHSS, National Institutes of Health
Stroke Scale; TOAST, stroke etiology according to Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment Klassifikation;
mRS, modified Rankin Scale; MMST, Mini Mental Status Test; *38 Teilnehmer mit Fehlwerten zum Antikérper
Serostatus; "Prozentsatz bezieht sich auf 583 Patienten mit Antikdrpermessung; Fehlwerte waren kleiner als

10% in allen Charakteristika. Relativ hohe Fehlwerte beobachteten wir bei “Gesamtcholesterin® fehlend: n =

57, “HDL’ und “LDL’ fehlend: n = 38, “Triglyceride’ fehlend: n = 49; PMMST* fehlend: n = 16; "kognitiv
eingeschrinkt bei einem MMST < 26; Aufgrund von Rundungen summieren sich Anteile bestimmter Variablen
nicht auf 100%
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95%CI: 0,77 bis 2,09). Hingegen zeigte sich bei seropositiven Patienten mit hohen NMDAR1-Aks
Titern im Vergleich zu seronegativen Patienten eine Verschlechterung im mRS in unadjustierten und
storfaktor-adjustierten Modellen (unadjustierte OR: 3,56; 95%CI: 1,57 bis 8,07; adjustierte OR,,
2,91; 95%CI: 1,28 bis 6,66). Alle resultierenden ORs aus komparativen Analysen in jeweiligen Model-
len lassen sich aus Tabelle 2. entnehmen.In unserem unadjustiertem Modell (Crude) und im Modell
1 (Model 1) konnten wir keine zusammenfassende OR tber alle Kategorien des mRS mit partiell
proportionalen Odds Modellen berechnen. Fir Tabelle 2. erhielten wir diese mit einer forcierten
konventionellen ordinalen logistischen Regression, unter Verletzung der Proportionalititsannahme.
Die Effektstirken aus bindren Vergleichen fir alle méglichen Cut-Offs des mRS im unadjustierten
und ersten Modell sind in Tabelle 3. dargestellt. Hier deuten einige dieser auf besseres und andere auf
schlechteres Outcome bei Patienten mit niedrigen Titern hin. Keine der Effektstirken suggeriert eine
klinische Relevanz. Die Effektstirken fiir IgM und IgA Seropositivitit deuten jeweils an, dass auch
die Isotypen einzeln nicht mit mRS assoziiert sind (Tabelle 4.). Auch bei diesen Berechnungen war im
ersten Modell (Model 1) die Annahme der Proportionalitit stark verletzt, daher wurden dargestellte

Effektstirken abermals mit ordinalen logistischen Regressionen forciert berechnet.

2.3.3.2. Vaskulares Rezidivrisiko

PROSCIS-B Patienten kamen insgesamt auf 1436 Personenjahre und zeigten 96 Ereignisse des
kombinierten Endpunktes. Von diesen waren 43 Ereignisse (7,38% der Patienten mit NMDAR1-Ak
Messung) erneute Schlaganfille, fiinf Ereignisse (0,85% der Patienten mit NMDAR1-Ak Messung)
Myokardinfarkte und 48 Todesfalle (8,23% der Patienten mit NMDAR1-Ak Messung). Die Differenz
von sieben Todesfillen zu der unter 6.1. genannten Anzahl ergibt sich dadurch, dass diese zunichst
ein anderes Ereignis des kombinierten Endpunktes hatten (erneuter Schlaganfall / Myokardinfarkt)
und daher nicht in die hier genannte Zahl einflossen. In Abbildung 2. sind die Kaplan-Meier-Ereignis-
zeitfunktionen visualisiert. Aus einem Vergleich der Funktionen mit dem Logrank-Test ergibt sich fur
unsere Daten eine Wahrscheinlichkeit von 2%, sollte es keine reelle Differenz der Ereigniszeitfunk-
tionen zwischen NMDAR1-Aks seropositiven und seronegativen Patienten von mindestens dieser
GroB3e oder extremer geben (p-Wert). Ferner wird die Parallelitit der zugrunde liegenden Funktionen
als wichtige Annahme fir die Cox-Regressionen ersichtlich. NMDAR1-Aks Seropositivitit war in
Cox-Regressionen mit erhohtem vaskulirem Rezidivrisiko assoziiert (unadjustierte HR: 1,80; 95%CI:
1,10 bis 2,95; adjustierte HR |, .:1,83; 95%CI: 1,10 bis 3,05). Alle resultierenden Hazard Ratios sind
in Tabelle 5. dargestellt. Eine komparative Analyse seropositiver Untergruppen mit seronegativen
Patienten konnten wir nicht berechnen, da daftir die Zahl der Ereignisse des Endpunktes in den
jeweiligen Gruppen zu gering war. Das von uns beobachtete kardiovaskuldre Rezidivrisiko lie@3 sich in
unserer Subanalyse nicht einem einzelnen Isotyp zuschreiben. Effektstirken dieser Kalkulationen sind

in Tabelle 6. dargestellt.
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Tabelle 2. Anti-NMDAR GluN1 Antikérper Serumprivalenz und funktionelles Outcome ein
Jahr nach ischimischem Schlaganfall®

Tabelle adaptiert aus Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), S7roke, 2019

Serostatus Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢

OR 95% CI OR 95% CI OR 95% CI OR 95% CI
seronegativ 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.)
seropositiv 1,34 0,83 - 2,17 1,42 0,87 -2,31 1,28 0,78 — 2,11 1,27 0,77 - 2,09
Titer < 1:100 0,87* 0,49 —1,54* 0,96* 0,54 —1,70* 0,86 0,48 — 1,55 0,90 0,50 — 1,63
Titer > 1:100 3,56 1,57 - 8,07 3,29 1,46 — 7,40 3,35 1,47 - 7,64 2,91 1,28 — 6,66

Serostatus, Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serostatus nach Titer-Kategorien; OR, Odds Ratios von partiell proportionalen
Odds Modellen; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall; ref., Referenzgruppe. *Crude, unadjustiert; *Model 1, adjustiert fur Alter und
Geschlecht; ‘Model 2, adjustiert fiir einen Propensity-Score fiir Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serumprisentation und
jeweils fir seropositive Subgruppen gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, aktueller Raucherstatus, gewohnheitsgemal3er
Alkoholkonsum, vorbestehender arterieller Hypertonus, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, Herzinfarkt und
Vorhofflimmern; ‘Model 3, adjustiert fir den o.g. Propensity-Score und zzgl fir Schlaanfallschwere nach dem National Institutes
of Health Stroke Scale (NIHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST)
Klassifikation.*ORs mit ordinalen logistischen Regressionen berechnet.

2.3.3.3. Verlauf kognitiver Leistung tiber Zeit

Der mediane MMST-Wert bei Einschluss lag bei seronegativen Patienten bei 28 Punkten (IQR: 26 bis
30 Punkte) und bei seropositiven Patienten bei 29 Punkten (IQR: 27 bis 30 Punkte). Bei Patienten mit
niedrigen Titern lag der mediane MMST-Wert bei 29 Punkten IQR: 27,5 bis 30 Punkte) und bei Pati-
enten mit hohen Titern lag er bei 27 Punkten (IQR: 24 bis 29 Punkte). Insgesamt waren 28% (158/569)
der Patienten mit Antikérpermessung und MMST-Erhebung bei Einschluss kognitiv einschrankt mit
einem MMST-Wert kleiner oder gleich 26. Unter Seronegativen waten es 29% (142/497 mit MMST)
und unter seropositiven Patienten 22% (16/72 mit MMST). Unter Seropositiven mit niedrigen Titern
waren es 15% (8/52 mit MMST) und unter Patienten mit hohen Titern waren es 40% (8/20 mit
MMST). Die unadjustierte Prozentdifferenz zwischen Seropositiven und Seronegativen war -6%
(95%CI: -16% bis 4%) und fiir Alter und Schulbildungsjahre adjustiert -3% (95%CI: -18% bis 12%).
Die unadjustierte Prozentdifferenz zwischen Patienten mit niedrigen Titern und seronegativen Pati-
enten war -13% (95%CI: -24% bis -2%) und fiir Alter und Schulbildungsjahre adjustiert -8% (95%CI:
-26% bis 8%0).Zwischen Patienten mit hohen Titern und seronegativen Patienten lag die unadjustierte
Prozentdifferenz bei 11% (95%CI: -11% bis 34%) und Alter und Schulbildungsjahre adjustiert bei
7% (95%CI: -20% bis 33%. Alle Werte sind gerundet und summieren sich daher zum Teil nicht auf.
Der Verlauf kognitiver Leistung tiber drei Jahre nach Schlaganfall unterschied sich nicht zwischen
seropositiven und seronegativen Patienten (unadjustiertes 3: 0,38; 95%CI: -1,00 bis 1,76, adjustiertes
Brioaers 0,30; 95%CI: -1,14 bis 1,73), wie in Tabelle 7a. und 7b. gezeigt. TICS-m Messwerte aus PROS-
CIS-B sind in Abbildung 3. fir die jeweiligen Nachbeobachtungszeitpunkte visualisiert. Hieraus geht

die Normalverteilung der TICS-m Ergebnisse hervor und daher ist auch die Normalverteilung der
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Tabelle 3. Odds Ratios fiir alle biniren Vergleiche bei inkrementierendem Cut-Off tber
Kategorien der modified Rankin Scale®

Tabelle adaptiert aus Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), S#roke, 2019

Serostatus mRS Cut-Off Crude? Model 1°
OR 95% CI OR 95% CI
seronegativ 1 (ref.) 1 (ref.)
mRS: 0 vs. 1-6 0,68 0,36 — 1,28 0,70 0,37-1,31
mRS: 0-1 vs. 2-6 1,12 0,60 — 2,09 1,18 0,63 —2,22
Titer < 1:100 mRS: 0-2 vs. 3-6 0,86 0,34 -1,92 1,14 0,51 -2,54
mRS: 0-3 vs. 46 1,22 0,49 — 3,02 1,60 0,64 — 4,02
mRS: 04 vs. 5-6 2,23 0,81-6,17 2,95 1,05 -8,26

Serostatus, Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serostatus; mRS, modified Rankin Scale fiir funktionelles Outcome; *Crude,
unadjustiert; "Model 1, adjustiert fiir Alter und Geschlecht; OR, Odds Ratio berechnet mit logistischen Regressionen bei inkrementeller
mRS Dichotomisierung; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall; ref., Referenzgruppe; vs., versus.

Tabelle 4. Odds Ratios fiir funktionelles Outcome in NMDAR1-Aks seropositiven Patienten
stratifiziert nach Immunglobulin Isotyp Serumprisentation®

Tabelle adaptiert aus Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), Stroke, 2019

Serostatus Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢

n OR 95% CI OR 95% CI OR 95% CI OR 95% CI
seronegativ 507 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.) 1 (ref.)
nur IgM 32 1,44 0,68 —3,03 1,51% 0,72 -3,17* 1,46 0,67-3,18 1,45 0,68 —3,10
nur IgA 26 1,55 0,72-3,33 1,69* 0,79 — 3,64* 1,48 0,66 —3,35 1,35 0,60 — 3,04
IgM & IgA 16 1,03 0,39-2,77 1,11* 0,42 —2,99* 1,00 0,37-2,71 1,05 0,38 -2,89

Serostatus, Anti-NMDA-Rezeptor GIuN1 Antikérper nach Immunglobulin-Isotyp; n, Anzahl; OR, Odds Ratios von partiell
proportionalen Odds Modellen; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall. ref., Referenzgruppe. aCrude, unadjustiert; bModel 1, adjustiert fiir
Alter und Geschlecht; cModel 2, adjustiert fiir einen Propensity-Score fiir Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serumprisentation
und jeweils fiir seropositive Subgruppen gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, aktueller Raucherstatus, gewohnheitsgemier
Alkoholkonsum, vorbestehender arterieller Hypertonus, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, Herzinfarkt und
Vorhofflimmern; dModel 3, adjustiert fir den o.g. Propensity-Score und zzgl. fiir Schlaganfallschwere nach dem National Institutes
of Health Stroke Scale (NIHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST)
Klassifikation.*mit ordinalen logistischen Regressionen berechnet.
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Abbildung 2. Ereigniszeitfunktionen des Kaplan-Meier-Schitzer aus PROSCIS-B*

Grafik adaptiert von Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), Stroke, 2019

Sn, seronegative Patienten;
Sp, seropositive Patienten;

n, Anzahl; kombinierter
Endpunkt: erneuter
Schlaganfall, Myokardinfarkt,
Tod jeglicher Ursache

Tabelle 5. Inzidenzrate eines Sekundirereignisses und Hazard Ratios fiir Anti-NMDAR
GluN1 Antikérper Seropositivitit im Schlaganfall®®

Tabelle adaptiert aus Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), S#roke, 2019

Status Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢

n |Erg. | IR 95 % CI HR 95% CI HR 95% CI HR 95% CI HR 95% CI

Sn 507 | 76 | 0,06 | 0,05-008 | 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref)

Sn 76 20 {011 | 0,09-0,12 | 1,80 1,10-2,95 1,86 1,13-3,06 | 1,81 | 1,09-2,99 | 1,83 1,10 -3,05

Status, Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikorper Serostatus; Sn, seronegative Patienten; Sp, seropositive Patienen; n, Anzahl; Erg., Alle
Ereignisse des kombinierten Endpunkt innerhalb von drei Jahren (erneuter Schlaganfall, Myokardinfarkt, Tod jeglicher Ursache); IR,
Inzidensrate; HR, Hazard Ratio fiir kardiovaskulires Rezidivrisiko bis zu drei Jahre nach Schlaganfall im Vergleich zur Refrenzgruppe
berechnet mit Cox-Regressionen; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall; ref., Referenzgruppe; *Crude, unadjustiert; "Model 1, adjustiert fiir
Alter und Geschlecht; ‘Model 2, adjustiert fiir einen Propensity-Score fiir Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serumprisentation
und jeweils fiir seropositive Subgruppen gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, aktueller Raucherstatus, gewohnheitsgemilBer
Alkoholkonsum, vorbestehender arterieller Hypertonus, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, Herzinfarkt und
Vothofflimmern; ‘Model 3 adjustiert fiir den o.g. Propensity-Score und zzgl. fiir Schlaganfallschwere nach dem National Institutes of
Health Stroke Scale (NTHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) Klassifikation.
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Residuen als Bedingung fiir die Berechnung eines gemischtes Modells gegeben. Tabelle 7a. zeigt die
Effektstirken von NMDAR1-Aks Seropositivitit und der jeweiligen Subgruppen auf TICS-m tber
Zeit im Vergleich zu seronegativen Patienten. Der 3-Schitzer deutet auf keinen Unterschied zwischen
Patienten mit niedrigen Titern im Vergleich zu seronegativen Patienten hin (unadjustiertes 3: 1,53;
95%CI: -0,06 bis 3,11, adjustiertes B, . .: 1,42; 95%CI: -0,23 bis 3,08). Bei Patienten mit hohen Titern
scheint es, als wiirden tiber Zeit betrachtete kognitive Leistungen schlechter sein im Vergleich zu sero-
negativen Patienten (unadjustiertes $3: -2,54; 95%CI: -4,99 bis -0,08, adjustiertes B . .+ -2,30; 95%CI:
-4,82 bis 0,21). Wir erachten die fiir hohe Titer beobachteten -Effektstirken von mehr als zwei
TICS-m Punkten als klinisch relevant, da sie unabhingig von anderen Faktoren eine vergleichbare
Reduktion kognitiver Leistung tber Zeit signalisieren wie beispielsweise eine hohere Schlaganfall-
schwere auf TICS-m Ergebnisse Giber Zeit in unserer Kohorte (unadjustiertes 3 fir NIHSS, 5-15 im
Vergleich zur Referenz NIHSS, 0-4: -2,12; 95%CI: -3,19 bis -1,05).

Tabelle 7b. zeigt alle B-Effektstirken fiir die einzelnen Kovariablen aus verschiedenen Modellen
und die Uber unseren Fehlerterm fir die individuellen Ausgangsleistungen erklirte Varianz in jedem
Modell. Aus der unadjustierten Analyse ergab sich ein priziser, jedoch schwacher positiver Effekt fiir
Zeit auf TICS-m (8, ., fir Zeit: 0,70; 95%CI: 0,44 bis 0,95), der zwar klinisch nicht als bedeutend
eingestuft werden kann, jedoch auf einen Lerneffekt im TICS-m bei repetitiven Messungen hindeu-
tet. Abgesehen von der Effektstirke fiir Zeit zeigen sich die ibrigen Effektstirken der Kovariablen
in unseren Modellen erwartungsgemi(3 (Tabelle 7b.), so zeigt beispielsweise eine héhere Schulbildung
einen positiven Effekt auf TICS-m iiber Zeit mit +3,57 Punkten im ersten Modell (Model 1).

In unserer Sensitivitdtsanalyse (S1) explorierten wir, ob sich Patienten ohne eine einzige TICS-m
Erhebung von Patienten mit mindestens einer TICS-m Erhebung anhand ihrer Einschlusscharakte-
ristika unterschieden. Tabelle 8. deutet darauf hin, dass dies zumindest fir die von uns beobachteten
und hierfiir als relevant eingestuften Faktoren nicht der Fall war. Bei der Annahme, dass keine outco-
me-bezogene Systematik hinter den Fehlwerten lag (Missing at Random [MAR]), wandten wir in
(82) die Multiple-Imputation-Methode zum Ersetzten der Fehlwerte an. Die sich hieraus ergebenen
gebundelten Effektstirken sind in Tabelle 9. dargestellt und zeigen sich abgeschwicht im Vergleich zu
den Effektstirken aus Tabelle 7a. Fur unsere dritte Sensitivititsanalyse schlossen wir jeweils in einem
,,Best-Case*“-Szenario und ,,Worst-Case*“-Szenario Patienten mit Depression aus der Analyse aus. Die
Anzahl der ausgeschlossenen Patienten fiir jede Expositionsgruppe je Follow-Up-Zeitpunkt ldsst
sich der Tabelle 10. entnehmen. Hier ist zu beobachten, dass wir einen grof3en Anteil der Patienten
mit hohen Titern sowohl im ,,Best-Case*-Szenario als auch im ,,Worst-Case*“-Szenario ausgeschlos-
sen haben, was auf einen moglichen Zusammenhang von NMDAR1-Aks Seropositivitit mit hohen
Titern und Depression nach Schlaganfall in unserer Kohorte hindeutet. Effektstirken der gemischten
Modelle nach Ausschluss potentiell depressiver Patienten sind in der Tabelle 11. dargestellt. Die zuvor
dargestellten Effektstirken fiir Patienten mit hohen Titern im Vergleich zu seronegativen Patienten
zeigten sich stark abgeschwicht bis gar nicht, was wir auf den Ausschluss eines Grof3teils der hohen

Titer-Gruppe zurickfithren. Die Ergebnisse erlauben dementsprechend keine valide Aussage.

26



Tabelle 6. Inzidenzrate eines Sekundirereignisses und Hazard Ratios fiir Anti-NMDAR
GluN1 Antikérper Seropositivitit im Schlaganfall mit Antikérperstatus stratifiziert nach
Immunglobulin Isotyp®

Tabelle adaptiert aus Sperber et al. Serum Anti-NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-Receptor Antibodies and Long-Term
Clinical Outcome After Stroke (PROSCIS-B), S#roke, 2019

Status Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢

n | Erg. | IR 95 % CI HR 95 % CI HR 95 % CI HR 95 % CI HR 95 % CI

Sn 507 | 76 |0,06| 005-008 | 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref) 1 (ref)
IgM 32| 10 [0,12| 007-023 |205|1,06-396 | 2,02 | 1,04-391 | 2,02 | 1,03-3,99 | 2,03 | 1,02—4,00
IgA 26| 7 1012] 006-025 |1,98|091-430 | 222 | 1,020-484 | 2,19 | 0,99-4,84 | 2,20 | 0,99 4,91

IgM & IgA 16 3 0,08 | 0,02-0,24 | 1,27 | 0,40 —4,03 1,21 | 0,38-3,86 | 1,23 | 0,38-3,94 | 1,36 | 0,42-4,40

Status, Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serostatus nach Immunglobulin (Ig)-Isotyp; Sn, seronegative Patienten; IgM,
Patienten mit nur IgM; IgA, Patienten mit nur IgA; IgM&IgA, Patienten mit simultan IgM und IgA; n, Anzahl; Erg,, Alle Ereignisse
des kombinierten Endpunkt innerhalb von drei Jahren (erneuter Schlaganfall, Myokardinfarkt, Tod jeglicher Ursache); IR, Inzidensrate;
HR, Hazard Ratio fiir kardiovaskulires Rezidivrisiko bis zu drei Jahre nach Schlaganfall im Vergleich zur Referenzgruppe berechnet
mit Cox-Regtessionen; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall; ref., Referenzgruppe; *Crude, unadjustiert; "Model 1, adjustiert fir Alter
und Geschlecht; “Model 2, adjustiert fiir einen Propensity-Score fir Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serumprisentation und
jeweils fur seropositive Subgruppen gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, aktueller Raucherstatus, gewohnheitsgemil3er
Alkoholkonsum, vorbestehender arterieller Hypertonus, periphere atterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, Herzinfarkt und
Vothofflimmern; ‘Model 3 adjustiert fir den o.g. Propensity-Score und zzgl. fiir Schlaganfallschwere nach dem National Institutes of
Health Stroke Scale (NIHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) Klassifikation.
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2.4. Wesentliche neue Erkenntnisse, Limitationen und Perspektiven

Die wesentlichen Erkenntnisse unserer Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen: Bei Patienten mit
erstmaligem mildem oder moderatem ischimischem Schlaganfall ist die allgemeine Serumprivalenz
von NMDAR1-Aks ab einem Titer von 1:10 und vornehmlich des IgM und IgA-Isotyps

1.) nicht mit funktionellem Outcome nach einem Jahr assoziiert. Patienten mit hohen Titern
hingegen, ab einem Cut-off von 1:320, zeigen schlechtes funktionelles Outcome im Vergleich

zu seronegativen Patienten.

2.) NMDAR1-Aks Serumprivalenz ist mit kardiovaskuldrem Rezidivrisiko bis zu drei Jahre nach

erstmaligem mildem oder moderatem ischdmischem Schlaganfall assoziiert.

3.) Wir sechen keine Unterschiede im Verlauf kognitiver Leistung zwischen NMDARI-Aks
seropositiven und seronegativen Patienten bis zu drei Jahre nach erstmaligem mildem oder
moderatem ischdmischem Schlaganfall. Unsere Daten zeigen keine eindeutigen Ergebnisse
beztiglich des Verlaufs kognitiver Leistung von Patienten mit hohen NMDAR1-Aks Serumtitern
tber drei Jahre nach Schlaganfall im Vergleich zu seronegativen Patienten. Die beobachteten
Effektstirken suggerieren jedoch, das Patienten mit hohem Titer im Verlauf schlechtere kogni-

tive Leistungen haben.

Wir bestitigen die zuvor berichtete hohe NMDAR1-Aks Serumprivalenz vornehmlich des IgM
und IgA Isotyps unabhingig der Krankheitsentitit."'**%** Die von uns beobachtete Serumpriva-
lenz gibt ferner Hinweise darauf, das NMDAR1-Aks vor dem Schlaganfallereignis bestanden, da
in der gesunden Bevolkerung eine gleichwertige Serumprivalenz beobachtet wurde.'"” Eine nihe-
re Untersuchung beziiglich der Titer-Stabilitit in der akuten Phase des Schlaganfalls mit repetitiven
Messungen innerhalb schmaler standardisierter Zeitfenster wird zukiinftig der Frage nach Priexistenz
von NMDARI1-Aks Seropositivitit vor dem Schlaganfall niherkommen. Aus unseren Ergebnissen
sticht vor allem das erhohte kardiovaskulire Rezidivrisiko hervor. Dies sollte in anderen externen
Kohorten validiert werden, und es muss geprift werden, ob sich unsere Ergebnisse auch auf klinische
Outcomes schwer betroffener Schlaganfallpatienten tibertragen lassen. Ein weiterer Schritt wire es,
den Wert von Serum NMDAR1-Aks als priadiktiven Biomarker fir vaskulires Sekundarrisiko in einem
Pridiktionsmodell zu untersuchen, zum Beispiel anhand einer Operationscharakteristik (ROC-Kurve).
Weitere Bestrebungen sollten auch hinsichtlich der pridiktiven Relevanz von NMDAR1-Aks Seropo-
sitivitdt fur funktionelles und kognitives Outcome nach Schlaganfall stattfinden. Zusammenhinge
zwischen NMDAR1-Aks und diesen Outcomes kénnen sich bei schwer betroffenen Schlaganfallpati-
enten ausgeprigter zeigen. Ferner gibt es bislang wenige Biomarker, die auf den hiufig beobachteten

schlechten Verlauf kognitiver Leistung bei Schlaganfallpatienten schlieen lassen.” Unsere Daten
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Tabelle 7a. Effekte von Anti-NMDA-Rezeptor Antikérper Seropositivitit auf TICS-m iiber
drei Jahre nach Schlaganfall aus gemischten Modellen

Serostatus Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢

B 95% CI B 95% CI B 95% CI B 95% CI
seronegativ 0 (ref.) 0 (ref.) 0 (ref.) 0 (ref.)
Seropositiv 0,38 -1,00-1,76 0,15 -1,08 - 1,38 0,42 -1,05-1,88 0,30 -1,14-1,73
Titer < 1:100 1,53 -0,06 - 3,11 0,88 -0,55-2,32 1,69 0,02 - 3,37 1,42 -0,23 - 3,08
Titer >1:100 -2,54 -4,99 —-0,08 -1,63 -3,82-0,55 -2,59 -5,14 - -0,04 -2,30 -4,82-0,21

Serostatus, Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Anti-k6rper Serostatus nach Titer-Kategorien; B, Effektstirke: Telephone Interview for
Cognitive Status-modified (TICS-m) Differenz tiber Zeit in Relation zur Referenzgruppe; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall; ref.,
Referenzgruppe; *Crude, unadjustiert; "Model 1, adjustiert fiir Alter, Geschlecht und Schulbildungsjahre; “Model 2, adjustiert fiir
einen Propensity-Score fir Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serumprisentation und jeweils fir seropositive Subgruppen
gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, Schulbildungsjahre, aktueller Raucherstatus, gewohnheitsgemiBer Alkoholkonsum,
vorbestehender arterieller Hypertonus, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, Herzinfarkt und Vorhofflimmern;
9Model 3 adjustiert fiir den o.g, Propensity-Score und zzgl. fiir Schlaganfallschwere nach dem National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) Klassifikation.

Tabelle 7b. Effektstitken und Varianzen resultierend aus gemischten Modellen zur
Untersuchung von Anti-NMDA-Rezeptor Antikérper Seropositivitit auf TICS-m iiber Zeit

Erklirende Variable Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢
B 95% CI 5} 95% CI 5} 95% CI B 95% CI

Zeit in Jahren 0,69 0,44 - 0,94 0,69 0,44 - 0,94 0,71 0,45 -0,96 0,70 0,44 - 0,95
Sp vs. Sn 0,38 -1,00-1,76 0,15 -1,08 - 1,38 0,42 -1,05 - 1,88 0,30 -1,14-1,73
age - - -0,11 -0,14 —-0,08 - - - -
female vs. male - - 0,96 0,09 - 1,83 - - - -
Schuljahre:>10vs.< 10 - - 3,57 2,67 4,47 - - - -
Propensity-Score - - - - -1,27 -11,78 — 9,25 0,12 -10,37 - 10,61
NIHSS: 5-15 vs. 0-4 - - - - - - -2,10 -3,25--0,96
TOAST:CE vs. LAA - - - - - - 0,09 -1,31-1,49
TOAST:SVD vs. LAA - - - - - - -0,13 -1,66 — 1,40
TOAST:UdE vs. LAA - - - - - 1,41 -1,21-4,03
TOAST:UknE vs. LAA - - - - - - 0,89 -0,38 - 2,15
Interindividuelle ¢* 19,32 16,27 — 22,94 13,90 11,50 — 16,80 19,56 16,36 — 23,38 18,59 15,53 —22,25
Restliche 6> 9,53 8,46 —10,73 9,56 8,48 — 10,78 9,72 8,60 — 10,99 9,70 8,58 -10,97

B, Effektgrofie im Vergleich zur Referenzgruppe Sn, seronegative Patienten; vs., versus; Sp, seropositive Patienten; B, Effektstirke:
Telephone Interview for Cognitive Status-modified (TICS-m) Differenz tber Zeit fir die jeweilige Einschlussvariable in Relation
zur Referenzgruppe; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall; ref., Referenzgruppe; *Crude, unadjustiert "Model 1, adjustiert fur Altet,
Geschlecht und Schulbildungsjahre; “Model 2, adjustiert fiir einen Propensity-Score fiir Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper
Serumprisentation und jeweils fiir seropositive Subgruppen gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, Schulbildungsjahre, aktueller
Raucherstatus, gewohnheitsgemi3er Alkoholkonsum, vorbestehender arterieller Hypertonus, periphere arterielle Verschlusskrankheit,
Diabetes mellitus, Herzinfarkt und Vorhofflimmern; “Model 3 adjustiert fiir den o.g. Propensity-Score und zzgl. fur Schlaganfallschwere
nach dem National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke
Treatment (TOAST) Klassifikation; 6%, Varianz
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deuten auf einen Lerneffekt im TICS-m bei repetitiven Messungen hin, wie zuvor beschrieben.*
Dabher ist fraglich, ob ein anderes Messinstrument kognitive Leistung von Schlaganfallpatienten in
Zukunft besser widerspiegelt. In der experimentellen Grundlagenforschung miissen die kontroverse
Frage zur Funktionalitit der IgM und IgA Antikorper endgiiltig geklirt werden und mogliche Effekte
dieser Isotypen auf periphere Zellen untersucht werden, um einem potentiell kausalen Zusammen-
hang auf den Grund zu gehen. Diesbezliglich wire es aullerdem sinnvoll, Patienten anhand ihres
immunologischen Profils zu charakterisieren, da NMIDAR1-Aks Seropositivitit ein Epiphinomen
eines unter Risiko fiir schlechtes Schlaganfalloutcome stehenden immunologischen Phinotyps sein
konnte.

Unsere Studie zeichnet sich durch ihre Grofle, eine detaillierte Charakterisierung unserer Pati-
enten und eine umfassende und strukturierte Aufarbeitung der Daten aus. Dennoch sollten bei der
Interpretation unserer Ergebnisse folgende wesentliche Limitationen Berticksichtigung finden: Der
Einschluss von nur mild-bis-mittelschwer betroffenen Schlaganfallpatienten schrinkt die Generali-
sierbarkeit unserer Ergebnisse ein. Die einmalige Blutentnahme in der akuten Phase des Schlaganfalls
lisst eine Dynamik der Serumtiter offen und konnte zur Fehlklassifizierung seropositiver Subgruppen
gefithrt haben (Missclassification Bias). Durch die inkonsistente und unvollstindige bildgebende Diag-
nostik war eine Auswertung bildmorphologischer Parameter als Erginzung der klinischen Daten nicht
moglich. Da wir nicht unter den Todesursachen fiir unseren kombinierten Endpunkt unterscheiden
konnten, ist fraglich, ob das beobachtete erh6hte Rezidivrisiko in NMIDAR1-Aks seropositiven Patien-
ten dtiologisch rein vaskular bedingt ist. Ferner haben wir gegebenenfalls Sekundirereignisse verpasst,
die nicht vom Patienten berichtet wurden und in anderen Krankenhiusern versorgt wurden. Fiir die
Auswertung der kognitiven Leistung ist zu beachten, dass das TICS-m nicht fiir Schlaganfallpatienten
validiert ist und eine detaillierte neuropsychiatrische Testung minimale kognitive Einschrinkungen
besser differenzieren kann. Wie in jeder Observationsstudie konnen wir eine Verzerrung unserer
Ergebnisse durch unbeobachtete Storfaktoren nicht ausschlieBen und Voreingenommenheit beim
Berichten der eigenen Krankheitshistorie (Recall Bias) konnte bei den von uns verwendeten Kovari-
ablen eine Rolle gespielt haben.

Insgesamt weist unsere Studie auf eine ungeahnte Relevanz von NMDAR1-Aks Serumpravalenz,
vornehmlich des IgM und IgA Isotyps, fiir ungiinstige klinische Outcomes tiber Jahre nach Schlagan-

fall hin und er6ffnet neue Perspektiven in der Schlaganfallforschung.
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Abbildung 3a. Summenwerte des Telephone Interview for Cognitive Status — modified der
PROSCIS-B Kohorte tiber drei Jahre stratifiziert nach NMDAR1-Aks Serostatus

Abbildung 3b. Summenwerte des Telephone Interview for Cognitive Status — modified
der PROSCIS-B Kohorte iiber drei Jahre stratifiziert nach NMDAR1-Aks Serostatus mit
seropositiven Untergruppen
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Tabelle 8. Einschlusscharakteristika stratifiziert nach Patienten ohne jegliche TICS-m
Messung und mindestens einer TICS-m Messung

Mind. eine TICS-m Erhebung | Keine einzige TICS-m Erhebung

Teilnehmer n (%) 491 (79) 130 (21)
lé:ttile-ll:ltlszll)nA(l;)GluNl Antikorper seropositive 67 (14) 9(7)
Alter (Jahre) mean (SD) 67 (13) 68 (13)
Alter (Jahre) median (IOR) 69 (58 —76) 68.5 (56 —177)
Weiblich n (%) 191 (39) 51(39)
Systolischer Blutdruck (mmHg) mean (SD) 139 (22) 141 (23)
Diastolischer Blutdruck (mmHg) mean (SD) 77 (14) 77 (16)
History of hypertension n (%) 315 (64) 91 (70)
BMI (kg/m?) median (IQR) 28 (24 bis 30) 27 (25 bis 30)
GewohnheitsméBiger Alkoholkonsum n (%) 175 (37) 42 (33)
Raucher n (%) 126 (26) 45 (36)
Gesamtcholesterin (mg/dl) mean (SD) 200 (48) 192 (48)
HDL (mg/dl) mean (SD) 51 (16) 49 (14)
LDL (mg/dl) mean (SD) 124 (41) 116 (39)
Triglyceride (mg/dl) | | mean (SD) 138 (78) 142 (89)
History of diabetes mellitus n (%) 106 (22) 31(24)
PAVK n (%) 32(7) 10 (8)
KHK n (%) 78 (16) 21 (16)
Geschiitzte GFR mean (SD) 77 (21) 77 (22)
Vorerkrankt an Vorhofflimmern » (%) 108 (22) 24 (18)
NIHSS median (IQR) 2(1-4) 3(1-5)
NIHSS 0-4 7 (%) 374 (76) 96 (74)
NIHSS 5-16 n (%) 117 (24) 34 (26)
TOAST Makro-angiopathisch n (%) 136 (27) 31 (24)
TOAST Kardioembolisch 7 (%) 114 (23) 31(24)
TOAST Mikro-angiopathisch n (%) 73 (15) 23 (16)
TOAST Andere n (%) 21 (4) 1(1)
TOAST Unbekannt n (%) 147 (30) 44 (34)
mRS bei Einschluss median (IOR) 2(1-3) 2(1-3)
<10 Schuljahre n (%) 421 (68) 51 (67)

> 10 Schuljahre n (%) 171 (28) 24 (32)
MMST median (IOR) 29 (26 -30) 27 (25-29)
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Tabelle 8. Legende. Mean, Mittelwert; median, Median; SD, Standard Abweichung; n, Anzahl IQR, Interquartil-
Bereich; BMI, Body Mass Index; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; pAVK, periphere
arterielle Verschlusskrankheit; KHK, Koronare Herzkrankheit; GFR, glomerulire Filtrationsrate berechnet mit
der Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) Formel; NIHSS, National Institutes of
Health Stroke Scale; TOAST, Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment
Klassifikation; mRS, modified Rankin Scale; MMST, Mini Mental Status Test.
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Tabelle 9. Effekte von Anti-NMDA-Rezeptor Antikérper Seropositivitit auf TICS-m iiber drei
Jahre nach Schlaganfall aus gemischten Modellen nach Anwendung der Multiple-Imputation-

Methode auf Fehlwerte

Serostatus Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢

5} 95% CI B 95% CI B 95% CI B 95% CI
seronegativ 0 (ref.) 0 (ref.) 0 (ref.) 0 (ref.)
seropositiv 0,05 -1,09-1,18 -0,10 -1,08 - 0,89 0,06 -1,09-1,21 0,14 -0,98 — 1,27
Titer < 1:100 0,78 -0,53-2,08 0,26 0,89 — 1,40 0,79 -0,52-2,11 0,51 -0,69-1,72
Titer > 1:100 -1,89 -3,89-0,12 -1,03 -2,76 - 0,71 -1,87 -3,90-0,16 -1,58 -3,56-0,41

Serostatus, Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serostatus nach Titer-Kategorie; B, Effektstirke: Telephone Interview for
Cognitive Status-modified [TICS-m] Differenz tiber Zeit in Relation zur Referenzgruppe; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall; ref.,
Referenzgruppe; *Crude, unadjustiert; "Model 1, adjustiert fiir Alter, Geschlecht und Schulbildungsjahre; “Model 2, adjustiert fiir
einen Propensity-Score fir Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serumprisentation und jeweils fir seropositive Subgruppen
gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, Schulbildungsjahre, aktueller Raucherstatus, gewohnheitsgemiBer Alkoholkonsum,
vorbestehender arterieller Hypertonus, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, Herzinfarkt und Vorhofflimmern;

9Model 3, adjustiert fiir den o.g. Propensity-Score und zzgl. fiir Schlaganfallschwere nach dem National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) Klassifikation.

Tabelle 10. Anzahl der Patienten aus PROSCIS-B mit einem ADS-Wert = 16
Zeitpunkt Anzahl Observationen im BC-Szenario n (%) Anzahl Observationen im WC-Szenario n (%)
Sn Titer < 1:100 Titer > 1:100 Sn Titer < 1:100 Titer > 1:100
FU-1 94 (19) 12 (22) 6(29) 226 (45) 27 (49) 10 (48)
FU-2 88 (17) 12 (22) 4(19) 266 (53) 28 (51) 12 (57)
FU-3 76 (15) 6(11) 4(19) 276 (54) 31 (56) 16 (76)

ADS, Allgemeine Depressionsskala; FU, Follow-Up-Zeitpunkt nach Schlaganfall in Jahren, BC, “Best-Case”-Szenario; WC, “Worst-

Case“-Szenario; Sn, Seronegative Patienten; Titers < 1:100, Patienten mit niedrigen Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikorper Titern;
Titer > 1:100, Patienten mit hohen Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Titern.
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Tabelle 11. Effekte von Anti-NMDA-Rezeptor Antikorper Seropositivitit auf TICS-m iiber
drei Jahre nach Schlaganfall nach Ausschluss potentiell depressiver Patienten in einem Best-
Case und Worst-Case Szenario

Serostatus Crude® Model 1° Model 2¢ Model 3¢
B 95% CI B 95% CI B 95% CI B 95% CI

seronegativ 0 (ref.) 0 (ref.) 0 (ref.) 0 (ref.)

BC 1,00 -0,52-2,53 0,72 -0,64 - 2,08 1,22 -0,38 — 2,81 1,11 -0,47 - 2,69
Seropositiv

wC 1,11 -0,40 — 2,61 0,74 -0,58 — 2,06 1,39 -0,19 - 2,96 1,24 -0,32 - 2,80
Titer < 1:100 BC 2,09 0,34 —3,84 1,40 -0,18 -2,98 2,47 0,65 —4,28 2,27 0,47 — 4,07

wC 1,99 0,27 -3,72 1,18 -0,35-2,71 2,40 0,62 —4,19 2,16 0,39 -3,93

BC -1,81 -4,55-0,93 -0,97 -3,41 - 1,46 -1,92 -4,80 - 0,96 -1,79 -4,64 — 1,06
Titer > 1:100

wC | -1,28 -4,02 — 1,47 -0,39 -2,79 2,01 -1,29 -4,18-1,61 -1,12 -3,99 - 1,74

Serostatus, Anti-NMDA-Rezeptor GluN1 Antikérper Serostatus nach Titer-Kategorien; 3, Effektstirke: Telephone Interview for
Cognitive Status-modified [TICS-m] Differenz iiber Zeit in Relation zur Referenzgruppe; 95%CI, 95%iges Konfidenzintervall. ref.,
Referenzgruppe; aCrude, unadjustiert; bModel 1, adjustiert fir Alter, Geschlecht und Schulbildungsjahte; cModel 2, adjustiert fiir
einen Propensity-Score fir Anti-NMDA-Rezeptor GIluN1 Antikérper Serumprisentation und jeweils fiir seropositive Subgruppen
gebildet anhand der Variablen Alter, Geschlecht, Schulbildungsjahre, aktueller Raucherstatus, gewohnheitsgemiBer Alkoholkonsum,
vorbestehender arterieller Hypertonus, petiphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, Herzinfarkt und Vorhofflimmern;
dModel 3, adjustiert fiir den o.g. Propensity-Score und zzgl. fiir Schlaganfallschwere nach dem National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) und Schlaganfallsitiologie nach der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) Klassifikation.
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