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1 Abstract

Anti-N-methyl-d-aspartate receptor (NMDAR) encephalitis is a common immune-
mediated encephalitis associated with psychosis, dyskinesia, autonomic dysfunction
and seizures. The disease is characterized by autoantibodies directed against the NR1
subunit, which impair the function of the NMDA receptor. Since no clear correlation
between the respective antibody titres and the clinical course could be found, it is
believed that other factors may be decisive for the severity of the clinical course.
Therefore, we measured the affinity of human monoclonal autoantibodies by analysing
their binding curves as well as the binding behaviour of patients’ cerebrospinal fluid
(CSF) by using flow cytometry-based assays with NR1-expressing HEK293 cells.
Monoclonal antibodies showed significant differences in their affinity to the NR1
subunit with binding constants (half-maximal concentration, c50) of 1 to 74 pg/mi.
Binding parameters of monoclonal antibodies and patient CSF indicate that high-
affinity antibodies mainly account for the CSF signal, possibly in concentrations
between 0.1 and 5 pg/ml, which constitute approximately 1-10% of total CSF IgG in
NMDAR encephalitis. Furthermore, binding behaviour of antibodies varied depending
on CSF composition, suggesting that the biophysical properties of the antibodies may
influence the course of the disease. This should be taken into account especially when
established routine clinical assays are performed and interpreted. By normalizing
binding parameters, measurements proved to be highly reproducible allowing inter-
laboratory comparison and quantification of antibody affinity in autoimmune
encephalitis. This makes it a suitable surrogate marker for future clinical trials.
According to these measurements, routine cell-based assays might not detect low-
affinity antibodies. Future studies should analyse their relation to the clinical course in
NMDAR encephalitis.



Bei der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis handelt es sich um eine haufige
Autoimmunenzephalitis, die mit Psychosen, Dyskinesien, autonomen Dysfunktionen
und epileptischen Anféllen einhergeht. Pathogenetisch liegen diesem Krankheitsbild
gegen die NR1-Untereinheit gerichtete Autoantikdrper zugrunde, die die Funktion des
NMDA Rezeptors beeintrachtigen. Da die jeweiligen Antikdrpertiter nur partiell mit dem
klinischen Verlauf korrelieren, wird vermutet, dass weitere Faktoren ausschlaggebend
fur die Schwere der Klinik sein kdnnen. Dafur wurden die Bindungskurven von
monoklonalen Autoantikérpern und von Patientenliguor gegen NR1-exprimierende
HEK293 Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Hierbei zeigten sich fir die
monoklonalen Antikérper deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Affinitat zur NR1-
Untereinheit mit Bindungskonstanten (halbmaximale Konzentration, c50) von 1 bis 74
pg/ml. Der Vergleich zwischen den Bindungskurven individueller monoklonaler
Antikdrper und von Patientenliquor legt die Vermutung nahe, dass das Liquorsignal
hauptsachlich durch hoher affine Antikdrper generiert wird. Hierfir werden
Konzentrationen zwischen 0,1 und 5 pg/ml angenommen, was ca. 1-10% des
Gesamtliquor-IgG in der NMDAR Enzephalitis entsprechen wirde. Dariiber hinaus
variierte das Bindungsverhalten der Antikdrper je nach Liguorzusammensetzung, was
darauf hindeutet, dass biophysikalische Eigenschaften der Antikorper Einfluss auf den
Krankheitsverlauf austiben koénnen. Dies sollte vor allem bei der Interpretation
etablierter klinischer Routineassays berucksichtigt werden. Mittels Normierung der
Daten konnen NR1 Antikorpertiter in Patientenliquor zwischen unterschiedlichen
Laboren verglichen und quantifiziert werden und eine Grundlage geschaffen werden,
um die Antikorperaffinitat in weiteren klinischen Studien als Surrogatmarker zu nutzen.
Ausgehend von den vorliegenden Berechnungen kdnnten niedrig affine Antikérper in
Routine-Zellassays undetektiert bleiben. Ihre Auswirkungen auf den klinischen Verlauf

sollten in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden.



2 Manteltext
2.1 Einleitung

Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis

Enzephalitiden zeigen ein komplexes neurologisches Krankheitshild, deren Atiologie
bis vor einigen Jahren trotz umfangreicher klinischer Untersuchungen noch haufig
ungeklart blieb [1]. Bestatigte sich bei Patienten dieser Krankheitsgruppe der initial
oftmals bestehende Verdacht auf einen infektiosen Ursprung nicht, wurde bis vor
einigen Jahren noch haufig eine psychiatrische Erkrankung als ursachlich vermutet,
was eine Einweisung der Patienten in psychiatrische Kliniken zur Folge hatte [1,2].
Einen Paradigmenwechsel leitete die Entdeckung ein, dass Autoimmunenzephalitiden
einen entscheidenden Anteil an der Gruppe der nicht-infektibsen Enzephalitiden
ausmachen [3]. Mit der Identifizierung von gegen neuronale Zelloberflachenproteine
oder synaptische Proteine wie AMPAR, GABA&-R, LGI1 oder N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) Rezeptor gerichteten Antikdrpern erweiterte sich das Spektrum der
Autoimmunenzephalitiden bestdndig [4]. Die im Jahr 2007 entdeckte Anti-NMDA-
Rezeptor Enzephalitis gilt hierbei als die am meisten und besten erforschte
zentralnervdse Erkrankung, die durch gegen neuronale Zellepitope reaktive Antikorper
vermittelt wird [5]. Eine durch das California Encephalitis Project durchgefiihrte Studie
zeigt, dass die Haufigkeit der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis die der viral bedingten
Enzephalitiden bei jungen Patienten sogar Ubertrifft [6]. Betroffen sind bei der Anti-
NMDA-Rezeptor Enzephalitis vorwiegend junge Frauen im Alter von 20-50 Jahren,
welche sich zunachst mit Gedachtnisstérungen und ausgepragten psychiatrischen
Symptomen prasentieren wie Verwirrtheit oder Wahnvorstellungen, im Verlauf jedoch
zusatzlich Dyskinesien, epileptische Anfalle und Bewusstseinsstorungen entwickeln.
Mitunter besteht aufgrund autonomer Instabilitaten, die bis hin zur respiratorischen
Insuffizienz und kardialen Rhythmusstérungen reichen kdnnen, die Notwendigkeit zur
maschinellen Beatmung und multidisziplinaren Betreuung [2,6,7]. Ein weiteres
Charakteristikum fur die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis ist die Assoziation zu

Tumoren (60%), wobei Ovarialteratome als die haufigsten Vertreter gelten [7].



Bedeutung der Autoantikdrper

Pathogenetisch liegen diesem Krankheitsbild Autoantikorper zugrunde, die die N-
terminale Domane der NR1-Untereinheit binden. Vorausgehende Studien zeigen,
dass die intrathekale Injektion von IgG, welches von Patienten mit Anti-NMDA-
Rezeptor Enzephalitis asserviert und aufgereinigt wurde, &ahnlich wie beim
menschlichen Krankheitsbild zu Verhaltensauffalligkeiten bei M&ausen fuhrt [8].
Daruber hinaus lie sich nachweisen, dass aus dem Liquor extrahierte klonierte und
rekombinant produzierte monoklonale Antikdrper direkt pathogen wirken. In
funktionellen Tests zeigte sich, dass die Antikdrper die Anzahl der neuronalen NMDA-
Rezeptoren herunterregulieren und Stérungen in den synaptischen Strémen
hervorrufen [9,10]. Die Annahme besteht hierbei, dass die Prasenz eines NMDA
Rezeptor exprimierenden Teratoms eine Stdrung in der Immuntoleranz hervorruft und
infolgedessen die Entstehung von Anti-NMDA-Rezeptor Antikdrpern begunstigt.
Ausgeschlossen werden kann jedoch nicht, dass auch andere immunologische Trigger
einen Einfluss auf diesen Prozess austiben. So zeigen Studien, dass die Synthese von
NMDA-Rezeptor Antikdrpern durch eine Herpes simplex Enzephalitis getriggert
werden kann [4,7,11]. Dass es sich bei dem pathogenen Effekt der Antikdrper um
einen reversiblen Vorgang mit voribergehender neuronaler Dysfunktion handelt, zeigt
die oftmals deutliche Symptomverbesserung nach erfolgreicher Immuntherapie [5,7].
In erster Linie werden Patienten mit Methylprednisolon, intravenésen Immunglobulinen
(IVIg) oder Plasmapheresen therapiert. Bei Nicht-Ansprechen erfolgt eine Eskalation
auf Rituximab oder Cyclophosphamid [5]. Die friihe Resektion eines Tumors, wenn
vorhanden, sollte stets angestrebt werden, da somit das klinische Outcome verbessert
werden kann [7].

Die Diagnosestellung der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis erfolgt durch
Immunhistochemie auf Hirngewebe und zellbasierte Assays, die mit Serum und Liquor
von erkrankten Patienten behandelt werden, wobei die Antikdrper-Testung mit
Liquorproben nachweislich sensitiver ausfallt als die mit Serumproben. Weiterhin l&sst
sich ein héherer Antikorper-Titer sowohl im Liquor als auch im Serum feststellen bei

Patienten mit einem Ovarialteratom oder schlechtem klinischen Outcome [12].



Zielsetzung der Arbeit

Bisher fokussiert sich die Diagnostik bei Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis auf die Bestimmung von Antikdrper-Titern im Serum oder Liquor.
Ungeklart ist jedoch bislang, ob womdglich nicht nur die Konzentration der Antikorper
ausschlaggebend fur den Schweregrad des Krankheitsbilds ist, sondern auch die
Affinitat, die die jeweiligen Antikdrper zum NMDA-Rezeptor aufweisen. Denn obwohl
sich in einigen Fallen intra-individuell eine Korrelation zwischen der Hohe des NR1-
Antikorpertiters im Liquor und dem klinischen Verlauf von Patienten nachweisen lief3
[12], konnte bisher kein Zusammenhang zwischen Antikorpertitern und der Schwere
der Klinik bei unterschiedlichen Patienten hergestellt werden. So zeigten Patienten,
deren Krankheitsverlauf einen mehrmonatigen Aufenthalt auf der Intensivstation mit
maschineller Beatmung erforderlich machte, teilweise niedrigere Anti-NR1
Antikdrpertiter als Patienten mit milden Krankheitssymptomen. Dies legt die Relevanz
weiterer Parameter, die entscheidend fur den Krankheitsverlauf sein kbnnen, nahe wie
beispielsweise die Antikorperaffinitat, die Epitopenbindungsstelle oder auch
Antikdrper-unabhéngige Faktoren wie der Patienten-spezifische Glutamat-Rezeptor
Turnover [13]. Fur die vorliegende Arbeit wurde die Affinitdt von humanen
Autoantikorpern gegen NR1 bestimmt. Technisch lie3 sich dies erst durch die
Entwicklung eines Panels an aus Patienten gewonnenen monoklonalen Anti-NR1-
Antikdrpern verwirklichen [9]. Die Antikdrperaffinitat ist definiert als die Starke der
Interaktion zwischen einem Epitop (in diesem Fall dem NMDA-Rezeptor) und der
Bindungsstelle des Antikorpers fur das jeweilige Antigen. Je hoher die Affinitat, desto
mehr Antikorper ist an das Antigen im Gleichgewichtszustand gebunden. Demzufolge
kénnte ein hoher affiner NR1-reaktiver Autoantikorper eine hodhere Pathogenitat
aufweisen als ein niedrig affiner Autoantikorper. Hierfr wurde das Bindungsverhalten
von humanen monoklonalen Antikdrpern und Patientenliquor gegen NR1-
exprimierende HEK293 Zellen mittels Durchflusszytometrie sowohl fur die individuellen
monoklonalen Antikdrper als auch fir den Patientenliquor untersucht. Ausgehend von
diesen Berechnungen konnten grobe Schatzungen fir NR1-spezifische

Antikdrperkonzentrationen im Liquor aufgestellt werden [13].



2.2 Methoden

Monoklonale Antikdrper

Fur diese Studie wurden aus Patientenliguor gewonnene monoklonale Antikdrper
untersucht. Dabei wurden finf monoklonale humane Anti-NR1-Antikdrper von drei
Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis (#003-102, #007-124, #007-168,
#007-169, #008-218) selektiert [9]. Die Antikérper wurden durch Klonierung
Antikodrper-sezernierender Zellen, die Volllangen-Immunglobulin G (IgG)-Variablen der
schweren und leichten Kette erzeugen, generiert. Auf murinen Hirnschnitten und
gegeniuber NR1-exprimierenden menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK293-
Zellen) zeigten die monoklonalen Antikérper ein charakteristisches Bindungsverhalten
gegenuber NR1. Aus derselben vorangegangen Studie wurden tUbereinstimmend zum
Isotyp nicht-NR1-reaktive Kontroll-Antikbrper verwendet, die keine Reaktivitat
gegenuber humanem Gewebe zeigen (#mGo53) bzw. Astrozyten-spezifisch binden
(#011-123) [9].

Durchflusszytometrie-basierte Zellassays mit monoklonalen Antikérpern

Zunachst wurden mittels ELISA (Mabtech) die jeweiligen 1gG-Konzentrationen der
monoklonalen humanen Antikérper bestimmt. Fir jeden Antikérper wurde eine
Verdiinnungsreihe in einer 96-Wellplatte mit FACS-Puffer (1% hitzeinaktiviertes fetales
bovines Serum (FCS) in Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)) angesetzt mit
Endkonzentrationen zwischen 300-0,001 pg/ml. Die HEK293-Zellen wurden mit einem
NR1-EYFP Plasmid transfiziert, welches fur die NMDA-Rezeptor NR1-Untereinheit
und das enhanced yellow fluoresecent protein (EYFP) ohne Stopkodon und ein
Geneticin-Resistenzgen kodiert. Die Zellen wurden in einem mit DMEM
supplementiertem Medium kultiviert, das mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 200 U/mi
Streptomycin und 800 pg/ml Geneticin versetzt wurde. Als Kontrolle dienten HEK293-
Zellen, die transient mit EYFP ohne NR1-Untereinheit transfiziert wurden. Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen, mit 0,5% Trypsin/EDTA abgeldst und erneut mit PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen bei 1700 RPM fur 5 min zentrifugiert und
in eiskaltem FACS Puffer zu einer Konzentration von 15,000 Zellen/ul resuspendiert.

20 pl der Zellsuspension wurden zur 96-Wellplatte hinzugefiigt und mit der

7



monoklonalen Antikdrperlésung vermischt, sodass eine finale Konzentration von
300.000 Zellen/Well erreicht wurde. Die Zellen wurden fir 45 min auf Eis inkubiert, mit
FACS Puffer gewaschen und zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands wurde ein
zweiter Fluorochrom-gekoppelter Antikorper (Ziegen anti-humaner Alexa Fluor-647
Antikorper [Life Technologies], 1:400 in FACS Puffer) hinzugefugt und fur 20 min auf
Eis inkubiert. Nach Wiederholung der oben genannten Waschschritte wurden die
Zellen in FACS Puffer resuspendiert und in auf Eis gelagerte FACS-Ro6hrchen
transferiert. AnschlieRend erfolgte die Messung in der Durchflusszytometrie mit der BD
FACS-Canto-lIl Maschine. Insgesamt wurde das Experiment finf Mal unabhangig

voneinander wiederholt.
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Abb. 1

Verdunnungsreihen der monoklonalen Antikdrper wurden mit HEK293-Zellen, die mit der NR1-
Untereinheit und dem enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) transfiziert wurden, inkubiert
und mit einem Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikdrper versetzt. Als Kontrollgruppe dienten
EYFP-exprimierende HEK293-Zellen ohne Untereinheit. Die Messung des Fluoreszenzsignals

erfolgte mittels Durchflusszytometrie.



Affinitatsberechnung

Da die Transfektion der Zellen mit einem Plasmid erfolgte, welches sowohl fur die NR1-
Untereinheit als auch fur EYFP kodiert, wurde die Expression des EYFP-Proteins als
Malf3 fur die Expression des NR1-EYFP Proteins in der Durchflusszytometrie genutzt
(Abb. 2). Hierbei wurden die 20% der Population mit der hochsten NR1-EYFP
Expression untersucht, um das Hintergrundrauschen zu reduzieren und damit
einhergehend das Signal-Rausch-Verhaltnis zu verbessern. Ausgehend von dieser
Zellpopulation wurde die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) des Alexa Fluor-647
Markers bestimmt, welche Aufschluss lber die Bindung des monoklonalen NR1-
Antikorpers an die NR1-Untereinheit gibt. Fir jeden MFI-Wert wurde das Hintergrund-
Fluoreszenzsignal subtrahiert, welches mit dem Alexa Fluor-647 Signal des #mGo53
Kontroll-Antikdrpers gleich gesetzt wurde. Der errechnete Wert wurde anschlieRend
normalisiert, um Variabilitdten zwischen den einzelnen Experimenten zu minimieren.
Dies erfolgte, indem in jedem Experiment die MFI des monoklonalen Antikdrpers #003-
102 und #007-168 bei einer Konzentration von 300 pg/ml ermittelt wurde. Der
Durchschnitt dieser Werte wurde als Kontrollwert (MFlkontrolle) definiert und als interner
Richtwert fir alle weiteren Messwerte genutzt, ahnlich wie die Standardproben im
ELISA als Kalibrierungsmalf3 dienen. Die MFI jeder einzelnen Probe (MFlprobe)y Wurde
anschlieBend nach der folgenden Gleichung normalisiert: MFlnomalisiet =
MFlprobe/ MFlkontrotie [13].
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Abb. 2

Nachweis der Bindung monoklonaler humaner Anti-NR1 Autoantikérper an NR1 im
Bindungsassay. Von den NR1-EYFP transfizierten HEK293-Zellen (a) wurden ausgehend vom
EYFP-Fluoreszenzsignal diejenigen 20% selektiert mit der maximalen NR1-EYFP Expression
(dunkelblaues Rechteck) (b). Anhand des NR1-reaktiven Antikdrpers #003-102 wird dargestellt,
wie das EYFP-Fluoreszenzsignal mit der NR1 Expression korreliert [b.2,
niedrigste/median/hdchste 20% EYFP Expression. Die jeweiligen Gates werden in b.1) in hell-
/medium-/dunkelblau abgebildet], wohingegen NR1-reaktive Antikdrper (hier dargestellt durch
den Antikorper #003-102 bei einer Konzentration von 100 pg/ml) nicht an die Kontrollgruppe der
HEK-Zellen, die lediglich mit EYFP transfiziert wurden, banden (c). Je nach Konzentration zeigte
der NR1-reaktive Antikdrper #003-102 eine Rechtsverschiebung der Fluoreszenzkurve (grin;
0,1; 1 und 100pg/ml) im Vergleich zum Hintergrund-Fluoreszenzsignal (schwarz; 100ug/ml)
eines humanen monoklonalen Kontroll-Antikérpers  #mGo53 [d, die mediane
Fluoreszensintensitat (MFI) ist als vertikale gepunktete Linie abgebildet].

Angelehnt an Fig. 1 aus [13]
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Fur die Messwerte aller finf unabhéngig voneinander durchgefihrten Experimente
wurden der Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwerts (SEM) errechnet. Die
Daten wurden mit den Hill-Gleichungen unter der Verwendung von Igor Pro 6.37
(Wavemetrics, OR, USA) angepasst [13]. Hieraus lieBen sich zwei Parameter
erschliel3en, die zur Quantifizierung der relativen Antikérperaffinitdt genutzt werden:
die maximale Fluoreszenintensitat MFImax und die halb-maximale Bindungskonstante
cso, die die AntikOrperkonzentration angibt, bei der 50% des MFImax erreicht wird. Dabei
gehen hohere MFImax- und umgekehrt niedrigere cso-Werte mit einer héheren

Antikorperaffinitat einher.

Durchflusszytometrie-basierte Zellassays mit Liquorproben

Die NR1-Antikorperaviditat beschreibt die divalente Bindung des IgG Antikdrpers an
die NR1-Untereinheit unter der Prasenz anderer NR1-Antikdrper in humanem Liquor.
Um diese zu bestimmen, wurden Liquorproben von sechs Patienten mir NMDAR
Enzephalitis zufallig ausgewahlt. Zunachst wurde die absolute IgG-Konzentration im
Liquor mittels ELISA bestimmt. Anschlie@end wurden fir jede Patientenprobe
Verdunnungsreihen (1:1, 1:3, 1:10, 1:30, 1:100) in FACS-Puffer angefertigt und davon
jeweils 80ul in 96-Wellplatten transferiert. Wie oben bereits beschrieben wurden NR1-
EYFP exprimierende HEK-Zellen und ein Zweitantikdrper hinzugefliigt und die
Messung des Bindungsverhaltens mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrt. Das

Experiment wurde insgesamt drei Mal unabhangig voneinander wiederholt.
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Verdiinnungsreihen von Liquorproben aus Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis
wurden mit HEK293-Zellen, die mit der NR1-Untereinheit und dem enhanced yellow fluorescent
protein (EYFP) transfiziert wurden, inkubiert und mit einem Fluorochrom-gekoppelten
Zweitantikorper  versetzt. Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgte mittels

Durchflusszytometrie.

Durchflusszytometrie-basierte Zellassays mit monoklonalen Anti-NR1-

Antikdrpern versetzten Kontrollliquorproben

Fur diese Versuchsreine wurden Kontrollliquorproben mit Verdinnungsreihen der
monoklonalen Antikérper #003-102 und #007-168 versetzt. Die Kontrollliquorproben
wurden aus Patienten mit benigner kranieller Hypertension zur Routinediagnostik
entnommen. In den Proben lie3en sich keine NMDA-Rezeptor Antikdrper nachweisen.
20ul Liquor wurden in 96-Wellplatten transferiert und mit 20ul von im Liquor verdiinnten
monoklonalen  Antikérpern  #003-102 bzw. #007-168 versetzt, sodass
Verdinnungsreihen mit Endkonzentrationen von 100 bis 0,01ug/ml entstanden. Nach
20-mindtiger Inkubation wurden wie bereits oben beschrieben NRI1-EYFP
exprimierende HEK-Zellen und ein sekundarer Antikdrper hinzugefigt und das
Bindungsverhalten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dieses Experiment wurde

drei Mal unabhangig voneinander durchgefinhrt.
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Verdunnungsreihen von monoklonalen Antikdrpern, versetzt mit Kontrollliquor aus einem
Patienten mit idiopathischer kranieller Hypertension. Der Liquor wurde vorher negativ auf Anti-
NMDA-Rezeptor Antikdrper getestet. Die Proben wurden mit HEK293-Zellen, die mit der NR1-
Untereinheit und dem enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) transfiziert wurden, inkubiert
und mit einem Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikorper versetzt. Die Messung des

Fluoreszenzsignals erfolgte mittels Durchflusszytometrie.

2.3 Ergebnisse

Affinitat monoklonaler humaner Antikdrper

Funf monoklonale humane NR1-Autoantikbrper und zwei nicht-NR1-reaktive Kontroll-
Antikorper vom gleichen Isotyp wurden auf NR1-EYFP exprimierenden HEK293-Zellen
in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Anschlie3end wurde die Bindung der
Antikorper an die HEK293-Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen (Abb. 2 a-d).

Hierbei konnte anhand des Bindungsverhaltens des monoklonalen Antikdrpers eine
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Korrelation der EYFP-Fluoreszenz mit der NR1-Expression der HEK293-Zellen
dargestellt werden (Abb. 2b). Dagegen liel3 sich jedoch keine Bindung der
monoklonalen Antikdrper an die Kontrollgruppe der EYFP-transfizierten HEK-Zellen
nachweisen (Abb. 2c). Die monoklonalen NR1-Antikérper zeigten eine
konzentrationsabhangige Verschiebung der durch die Bindung des sekundaren
Antikdrpers generierten Fluoreszenzkurve (Abb. 2d, grin) und damit einhergehend
einen Anstieg der medianen Fluoreszenzintensitat. Dahingegen banden die Kontroll-
Antikorper nicht an die NR1-EYFP exprimierenden Zellen (Abb. 2d, schwarz) [13].

Die normalisierten MFI-Werte wurden jeweils gegen die AntikGrperkonzentration
aufgetragen (Abb. 5a). Es zeigte sich hierbei, dass beide Kontroll-Antikérper (#011-
123, #mGo53) nicht an die NR1-EYFP-exprimierenden Zellen banden, wohingegen
die NR1-reaktiven monoklonalen Antikérper eine konzentrationsabhangige sigmoidale
Bindungskurve aufwiesen. Um die jeweiligen Affinitatsparameter quantifizieren zu
konnen, wurden ausgehend von den erhobenen Daten die Sigmoidfunktionen mit der
besten Anpassung berechnet (Abb. 5a) [13]. Je nach Antikérper zeigten sich
unterschiedliche Bindungskurven mit Sattigungsplateaus bei MFImax-Werten zwischen
0,23-1,17. Ebenso variierte die halb-maximale Konzentration cso zwischen 1 und
74pg/ml (Tabelle 1). Als am hochsten affin gegen die NR1 Untereinheit liel3 sich der
Antikoérper #003-102 einstufen mit dem hochsten MFImax und dem niedrigsten cso.
Darliber hinaus wurde untersucht, ob die MFImax mit der Anzahl der
Antikérpermutationen im Vergleich zur Keimbahnkonfiguration auf der DNA- (Abb. 5b;
R2=0,017) oder Proteinebene (Abb. 5¢; R?=0,008) korrelierte [13]. Dies lie sich nicht

bestatigen.
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Dargestellt sind die Bindungskurven von monoklonalen humanen Anti-NR1-Autoantikdrpern.
Die MFI aller Messungen wurden normalisiert und gegen die Konzentration der monoklonalen
Antikdrper aufgetragen (MFI £ SEM). Anhand dieser Daten wurden Sigmoidfunktionen mit dem
besten Fit erzeugt, die gro3e Unterschiede in der NMDA-Rezeptor-Bindung zeigten (a). Die
MFImax korrelierte nicht mit der Anzahl der Mutationen in der Antigen-Bindungsstelle der NR1-
Autoantikdrper auf der DNA- (b; SHM somatische Hypermutationen) oder Proteinebene (c; AA-
Aminosauren).

Angelehnt an Fig. 2 aus [13]
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Monoklonaler Antikérper MFI,.. Bindungskonstante c;,

#003-102 1,17 1,16

#008-218 0,91 1,70

#007-168 0,88 8,17

#007-124 0,32 19,87

#007-169 0,23 74,05
Tabelle 1

MFImax- und cso-Werte der humanen monoklonalen Antikdrper, welche die relative Affinitat zum
NRZ1-Protein wiederspiegeln.
Angelehnt an Table 1 aus [13]

Bindungskurven der Patienten-Liquorproben

Im Liquor von Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis Patienten sind unbestimmte Mengen
an niedrig- und hoch-affinen Anti-NMDA-Rezeptor-Antikbrpern enthalten. Um die
Aviditdt des aus polyklonalen AntikGrpern zusammengesetzten Liquors gegenuber
dem NR21-Protein zu bestimmen, wurden Verdinnungsreihen von sechs
Patientenliquorproben angesetzt und mittels Durchflusszytometrie gemessen. Hierbei
erreichte keine der Kurven das Sattigungsplateau MFImax (Abb. 6a). Dies lasst
vermuten, dass die Konzentration an NRI1-Antikdrpern in den untersuchten
Patientenliquoren nicht ausreichend hoch war, um eine Sattigung der NR1-Epitope zu
erreichen. Demnach lie3 sich der Affinitatsparameter cso fir diese Proben nicht
erheben [13].
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Bindungskurven der Liquorproben aus Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis.
Abgebildet sind die normalisierten MFI-Werte (+ SEM) gegen das Verdinnungsverhaltnis
aufgetragen (a). Die Patientenliquores zeigen ein konzentrationsabhéngiges Bindungsverhalten
gegenuber NR1. Das MFImax-Plateau wurde von keine der Bindungskurven erreicht. Dies lasst
vermuten, dass die Konzentration an NR1-Antikdrpern im Liquor unter dem Sattigungslevel der
NR1-Epitope liegt. Demzufolge lie3 sich der Affinittsparameter cso nicht berechnen. Die MFI
korrelierte in dieser kleinen Patientenkohorte weder mit dem Patientenalter (b), der modifizierten
Rankin Skala zum Zeitpunkt der Liquorakquisition (c), noch mit der Dauer des
Krankenhausaufenthalts (d).

Angelehnt aus Fig. 3 aus [13]

Im unverdinnten Zustand erreichten die Liquorproben MFI-Werte zwischen 0,15 und
1,14. Bei den MFI-Werten handelt es sich um normalisierte Fluoreszenzsignale, die
inter-experimentell nur geringe Abweichungen zeigten. Damit erdffnen sie eine
interessante Herangehensweise, um eine bessere Vergleichbarkeit und damit
Quantifizierung  als  beispielsweise  die  herkbmmliche = NMDA-Rezeptor

Antikorpertiterbestimmung zwischen unterschiedlichen Laboratorien fur klinische
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Routineuntersuchungen bei Autoimmunenzephalitis-Patienten zu gewahrleisten. Die
MFI korrelierte in der untersuchten kleinen Kohorte nicht mit klinischen Parametern
wie dem Patientenalter (Abb. 6b; R?=0,008), der modifizierten Rankin Skala zum
Zeitpunkt der Liguorentnahme (Abb. 6c; R2=0,18) und der Dauer des
Krankenaufenthaltes (Abb. 6d; R?=0,62) [13].

Wahrend die Konzentration der monoklonalen Antikorper sich unkompliziert mittels
ELISA ermitteln lieR, blieb die Konzentration der NR1-reaktiven Antikdrper im
Patientenliquor unbekannt. Unter der hypothetischen Annahme, dass ein einzelner
monoklonaler Antikorper die Gesamtheit der NR1-spezifischen Antikbrper im
Patientenliquor ausmacht, wurde eine grobe Einschétzung der NR1-spezifischen
Antikdrperkonzentration im Liquor vorgenommen. Hierflr wurde verglichen, wie hoch
die erforderliche Konzentration eines jeden monoklonalen NR1-reaktiven Antikérpers
sein musste, um einen gleich hohen MFI-Wert zu erzeugen wie die jeweilige
unverdinnte Patientenliquorprobe (Tabelle 2). So erreichte der Liguor von Patient 4
eine MFI von 0,32. Ausgehend von der errechneten Sigmoidfunktion des jeweiligen
monoklonalen Antikorpers ergab sich eine erforderliche Konzentration von 0,34 ug/ml
des Antikorpers #003-102. Dagegen waren 60,45 pg/ml des schwécher affinen
Antikorpers #007-124 vonnOten, um ein gleichwertiges MFI-Signal zu generieren.
Diese bendtigte Konzentration Ubertrifft jedoch bereits die Konzentration des Gesamt-
IgG des Patienten 4. Einige der niedriger affinen monoklonalen Antikérper zeigten eine
niedrigere MFImax als die MFI des Patientenliquors, sodass diese von vornherein von
dieser Berechnung ausgeschlossen werden konnten (z.B. der Antikdrper #007-169 fur
die Patienten 1-4) [13].

Teilweise erreichte die MFI des unverdinnten Liquors so hohe Werte (Patient #6),
dass selbst der monoklonale Antikdrper mit der hochsten Affinitat gegeniber NR1
(#003-102) in einer Konzentration vonnéten ware, die die Konzentration des Gesamt-
IgG des Liquors ubersteigt. Die anderen monoklonalen Antikorper erreichten bei
weitem nicht ein solch hohes MFI-Signal (Tabelle 2). Demnach muss der Liquor des
Patienten #6 NR1-spezifische Antikorper enthalten, deren Affinitdt die der bisher
untersuchten monoklonalen Antikdrper Ubersteigt. Daraus lasst sich folgern, dass die
Bindungssignale der untersuchten Patientenliquores vorwiegend durch hoch affine

Antikorper generiert werden. Anhand der Berechnungen Iasst sich ein

18



Konzentrationsbereich von NR1-Antikérpern zwischen 0,1 und 5 pg/ml im
Patientenliquor abschéatzen, was ungeféahr 1-10% des Gesamt-lgG im Liquor entspricht
(Tabelle 2). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass selbst modernen diagnostischen
Verfahren wie beispielsweise zellbasierten Assays hohe Konzentrationen an niedrig

affinen NR1-Antikdrpern entgehen kénnen [13].

Patient Gesamt-IgG MFI Konzentration monoklonaler Antikérper, die hypothetisch
aus Abb. 3 im Liquor (Liquor, benétigt wird, um dem Liquor-MFI des Patienten zu
(ng/ml) unverdiinnt) entsprechen (pg/ml)
#003-102 | #008-218 | #007-168 | #007-124 | #007-169
1 12,60 1,14 — 48,40
2 21,40 0,37 —
3 43,90 0,35 —_—
4 50,30 0,32 —
5 n.b. 0,18 —
6 18,90 0,15 —
Tabelle 2

Die aus den Bindungskurven errechneten Konzentrationen der monoklonalen humanen Anti-
NR1-Autoantikérper, die benétigt wirden, um ein MFI-Signal zu erreichen, das gleichwertig ist
zur MFI der unverdinnten Patientenliquorproben. In der Heatmap (rechts) sind die
Konzentrationen abgebildet, die fir jeden monoklonalen Antikdrper benétigt wirden, um eine
Fluoreszenzintensitdt zu generieren, die dem Bindungssignal des unverdinnten
Patientenliquors (links) entspricht. Groftenteils kénnen die MFI der unverdinnten
Patientenliquores durch die hoch affinen monoklonalen Antikdrper reproduziert werden (zum
Beispiel der Antikdrper #003-102 fir Patient 2-6), wohingegen eine so hohe Konzentration an
niedrig affinen monoklonalen Antikdrpern erforderlich wéare (Antikdrperkonzentrationen in
orange bis dunkelrot), dass diese die Gesamt-lgG Konzentration im jeweiligen Patientenliquor
Uberschreiten wirde (zum Beispiel Antikdrper #007-169 in der rechten Spalte). Demzufolge
kénnen diese niedrig affinen monoklonalen Antikdrper die Fluoreszenzsignale des
Patientenliquors nicht erklaren.

n.b. nicht bestimmt

Angelehnt an Table 2 aus [13]
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Einfluss der Liguorzusammensetzung auf das Bindungsverhalten von NRI1-

Autoantikorpern

Abgesehen von der Antikdrperaffinitat konnen auch andere biophysikalische Faktoren
maf3geblich das Bindungsverhalten der NR1-Antikérper und damit auch deren
pathophysiologische Eigenschaften beeinflussen. Um zu untersuchen, ob die
Zusammensetzung des Liquors sich auf die Bindungskurven der monoklonalen
Antikorper auswirkt, wurden Verdinnungsreihen zweier monoklonaler NR1-Antikérper
angefertigt und mit Kontrollliquor eines Patienten mit benigner intrakranieller
Hypertension versetzt. Es zeigte sich tatsachlich, dass die Bindungskurve des
monoklonalen Antikorpers #003-102 nach Hinzufiigen des Kontrollliguors eine
ausgepragte Linksverschiebung mit einer ca. dreifachen Reduktion der halbmaximalen
Bindungskonstante cso aufwies (Abb. 7, blauer Pfeil). Dahingegen liel3 sich bei dem
Antikorper #007-168 der gegenteilige Effekt beobachten. In der identischen
Kontrollliquorprobe zeigte die Bindungskurve dieses Antikdrpers eine deutliche
Rechtsverschiebung mit einem etwa dreifachen Anstieg von cso (Abb. 7, griiner Pfeil).
Wahrend also fur den Antikorper #003-102 eine niedrigere Antikdrperkonzentration im
Kontrollliquor erforderlich war, um die gleiche MFI zu erzeugen, zeigte #007-168 im
gleichen Milieu eine gleichwertig hohe MFI erst bei deutlich hoheren
Antikdrperkonzentrationen. Folglich kbnnen abgesehen von der Antikorperaffinitéat
auch andere Faktoren wie die Komposition des Liquors, beispielsweise die
Zusammensetzung aus Albuminen und Globulinen, das Fluoreszenzsignal in
etablierten diagnostischen Untersuchungen auf unterschiedlichste Art und Weise, in

diesem Fall in entgegengesetzter Richtung, beeinflussen [13].
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Abb. 7

Bindungskurven der humanen monoklonalen NR1-Autoantikdrper in Liquor verdinnt. Die
Bindungskonstante cso zeigte sich deutlich reduziert (blauer Pfeil) bzw. erhéht (griner Pfeil) je
nachdem welcher monoklonale NR1-Autoantikdrper im ansonsten identischen Kontrollliquor
verdinnt wurde.

Angelehnt an Fig. 4 aus [13]

2.4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte das Bindungsverhalten von monoklonalen NMDA-
Rezeptor-Autoantikorpern in Form von Bindungskurven dargestellt und charakterisiert
werden. Unter Verwendung von NR1-exprimierenden HEK293-Zellen in zellbasierten
Assays und Analyse mittels Durchflusszytometrie konnten Bindungskurven fir die
individuellen monoklonalen Antikdrper generiert werden. Anhand dieser Kurven
gelang es, Affinitdtsparameter fur die untersuchten Antikdrper zu berechnen. Hierftr

wurde zum einen die maximale Bindungskapazitait MFImax bei Erreichen des
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Sattigungsplateaus und die halb-maximale Antikdrperkonzentration cso bestimmt.
Diese Parameter erlaubten es, die Antikdrper hinsichtlich ihrer Affinitat gegentuber NR1
zu vergleichen [13]. Fur eine exakte Berechnung der Affinitat, welche Ublicherweise
durch die Dissoziationskonstante Kq ausgedriickt wird, wirden weitere Daten benotigt
werden wie die Konzentration freier Antikdrper, die jedoch in dieser Studie nicht
behandelt wurde [14]. Die Dissoziationskonstante Kg lieBe sich mit praziseren
Methoden wie der Oberflachenplasmonresonanz  bestimmen, die eine
Affinitatsmessung in  Echtzeit ermdglichen und dariber hinaus eine
Antikdrpermarkierung umgehen kénnte. Damit lie3en sich auch Affinitatsanalysen in
grolReren Patientenkohorten durchfihren, um Fragestellungen, die sich aus der
vorliegenden Studie ergeben, zu vertiefen, beispielsweise, ob die Beriicksichtigung
einer Kombination aus Antikorpertiter und —affinitat eine bessere Prognose liefert als
die herkdmmliche alleinige Titerbestimmung [13]. Dass die Antikdrperaffinitat
tatsachlich einen wesentlichen Einfluss auf den Erkrankungsverlauf haben kann,
zeigte sich bereits bei verwandten neurologischen Autoimmunerkrankungen. Beim
Guillain-Barré Syndrom liel3 sich beispielsweise ein Zusammenhang zwischen der
Affinitat von Anti-GM1-Antikorpern mit dem Erkrankungsbeginn feststellen. So schien
sich das Krankheitsbild erst bei Uberschreiten einer gewissen Affinitatsschwelle zu
manifestieren [15]. Die derzeitige Studienlage erlaubt bisher keine genaueren
Ruckschlisse auf den Zusammenhang einer Affinitatsschwelle und den Einfluss der
Affinitatsreifung der Antikorper auf die Entstehung des Krankheitsbildes in der Anti-
NMDA-Rezeptor-Enzephalitis. Es zeigte sich jedoch, dass bisher untersuchte Anti-
NMDA-Rezeptor-Antikbrper nur wenige bis keine somatische Hypermutationen
durchliefen [9]. Dabei lieBen sich bei Rickfihrung in den unmutierten
Keimbahnzustand nur minimale Verédnderungen in der Affinitdit nachweisen [16].
Interessanterweise konnte eine weitere Studie eine signifikante Reduktion von NR1-
reaktiven CD4" Tu-Zellen in Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis
nachweisen [17]. Vor dem Hintergrund, dass die Tr-Zellpopulation Ublicherweise
malgeblich an der Affinitatsreifung und damit einhergehend der Verstarkung der
Antikorperreaktion beteiligt ist, stellt sich die Frage, ob und inwiefern die
Affinitatsreifung das Krankheitsbild und die Entstehung der Anti-NMDA-Rezeptor
Enzephalitis beeinflusst.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit scheinen darauf hinzudeuten, dass das
Antikorpersignal, das in diagnostischen Tests beobachtet wird, hauptsachlich durch
hoch affine Antikdrper generiert wird. Betrachtet man die niedrig affinen Antikorper,
waren, um ein dem Patientenliquor gleichwertig hohes Fluoreszenzsignal zu erzeugen,
derart hohe Konzentrationen noétig, dass diese das Gesamt-IgG im Liquor Ubersteigen
wuirden. Vorausgesetzt, dass niedrig affine NR1-Antikdrper im Liquor ohne zusatzlich
hoch affine Antikdrper im Patientenliquor existieren (was bisher ungeklart ist), kdnnten
diese demnach in zellbasierten Assays unentdeckt bleiben. Dies wiederum wirft die
Frage auf, ob niedrig affine Antikorper allein die Erkrankung induzieren bzw. zu
subtilen klinischen Symptomen fihren kénnen, die bisher nicht als NR1-Autoimmunitéat
klassifiziert wurden [13]. Unter der Annahme, dass Plasmazellen im Hirnparenchym
lokal hohe Konzentrationen an niedrig affinen Antikdrpern produzieren, die unter
langerer Exposition Veranderungen an Synapsen, beispielsweise durch
Herunterregulation von NMDA-Rezeptoren [9], wére dies vorstellbar. Unterstutzt
wirde diese Hypothese durch den Nachweis, dass selbst Keimbahn-nahe NR1-
Antikdrper, die eine geringere Bindungsstarke zur NR1-Untereinheit aufwiesen als
Antikdrper mit somatischen Hypermutationen, ebenfalls eine Reduktion in den

synaptischen NMDA-Rezeptor-Stromen bewirkten [16].

Bisher stellt die Bestimmung von Antikorpertitern einen wesentlichen Bestandteil der
klinischen Diagnostik bei Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis dar. Allerdings erlauben
Variablen wie die Expressionsrate des NR1-Proteins in zellbasierten Assays,
abweichende Inkubationszeiten und die subjektive Bestimmung der
Fluoreszenzintensitat nur eine geringe Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen
Laboren. Diese Problematik konnte die Normalisierung der Daten wie sie in dieser
Arbeit angewendet wurde, Giberwinden. Durch den Einsatz eines Assay-Standards, der
sich aus einer vorher exakt bestimmten Konzentration an monoklonalen humanen
Antikdrpern zusammensetzt, kénnen menschliche Liguorproben mit diesem
Referenzwert und damit mit anderen Proben in Vergleich gesetzt werden. Mit dieser
Vorgehensweise wird der NR1-Antikdrpertiter gewissermal3en reproduziert mit nur
geringen Abweichungen bei wiederholten Messungen, was ideale Voraussetzungen
sowohl fir die klinische Verlaufsdiagnostik als auch fir Untersuchungen in gréf3eren
Patientenkohorten schafft [13].
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Des Weiteren deuten die Daten aus der vorliegenden Studie darauf hin, dass die
Liguorzusammensetzung das Bindungsverhalten der NR1-Autoantikbrper maf3geblich
und sogar in entgegengesetzter Weise beeinflussen kann. Aus dieser Arbeit wird nicht
ersichtlich, welche Liquorproteine genau in welchem Umfang die Antigen-Antikérper-
Interaktion beeinflussen. Es ist jedoch denkbar, dass bestimmte Liquorproteine wie
Albumin oder Globuline, die zu den haufigsten Proteinen im nicht-entztindlichen Liquor
zéhlen, unterschiedlich an NR1-Antikdrper binden und auf diese Weise die Bindung
an den NMDA-Rezeptor beeintrachtigen. Da die untersuchten monoklonalen
Antikodrper Uber den identischen Fc-Teil verfigen, wirde es sich dabei wahrscheinlich
nicht um eine Uber Fc-Rezeptoren vermittelte Proteinbindung handeln. Vor dem
Hintergrund, dass die Zusammensetzung und die Proteinkonzentration des Liquors in
Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis stdndigen Veranderungen unterliegt
— sei es durch die Inflammation bedingt oder aufgrund der Effekte einer
therapeutischen Apherese — ist anzunehmen, dass die oben beschriebenen Effekte
einen nicht zu unterschatzenden Einfluss auf die NR1-Antikdrperfunktion bei der Anti-
NMDA-Rezeptor Enzephalitis haben [13].

Zusammengefasst konnte diese Studie das Bindungsverhalten von NMDA-Rezeptor
Autoantikorpern reproduzierbar charakterisieren und quantifizieren. Diese Methoden
sollten auf groRe Patientenkohorten angewendet werden, um das Verstandnis fir die
Pathogenese und das Krankheitshild der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis zu
vertiefen. Inshesondere kann die klinische Diagnostik mithilfe der vorliegenden Daten
im Hinblick auf den Antikdrpernachweis optimiert werden und zur Einschatzung des
Krankheitsverlaufs und zur Prognosestellung herangezogen werden. Ubergreifend
kénnen diese Untersuchungen auch auf andere Formen von

Autoimmunenzephalitiden angewendet werden.
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Abstract

Anti-N-methyl-p-aspartate receptor (NMDAR) encephalitis is a common autoimmune encephalitis presenting with psycho-
sis, dyskinesias, autonomic dysfunction and seizures. The underlying autoantibodies against the NR1 subunit are directly
pathogenic by disrupting synaptic NMDAR currents. However, antibody titers correlate only partially with the clinical
outcome, suggesting the relevance of other factors such as antibody affinity. We thus determined the binding curves of
human monoclonal autoantibodies and patients’ cerebrospinal fluid (CSF) against NR 1-expressing HEK293 cells using flow
cytometry. Antibody affinity was highly variable with binding constants (half-maximal concentration, c5,) ranging from 1
to 74 pg/ml for monoclonal antibodies. Comparing values of individual monoclonal antibodies with human CSF samples
suggested that the CSF signal is predominantly represented by higher-affinity antibodies, potentially in a concentration range
of NR1 antibodies between 0.1 and 5 pg/ml, roughly reflecting 1-10% of total CSF IgG in NMDAR encephalitis. Binding
curves further depended on the CSF composition which must be considered when interpreting established clinical routine
assays. Normalization of measurements using reference samples allowed high reproducibility. Accurate and reproducible
measurement of NR1 antibody binding suggested that biophysical properties of the antibody might contribute to disease
severity. Normalization of the data can be an elegant way to allow comparable inter-laboratory quantification of CSF NR1
antibody titers in autoimmune encephalitis patients, a prerequisite for use as surrogate markers in clinical trials. Based on our
calculations, low-affinity antibodies can easily remain undetected in routine cell-based assays, indicating that their relation
to clinical symptoms should be analyzed in future studies.

Keywords NMDA receptor encephalitis - Antibody affinity - Human monoclonal antibody - Cerebrospinal fluid - Flow
cytometry

Introduction consciousness requiring prolonged iniensive care treatment

[7]. The underlying autoantibodies target the aminotermi-
Anti-N-methyl-p-aspartate receptor (NMDAR) encephali- nal domain of the NR1 subunit of NMDAR, and intrathe-
tis is a common autoimmune encephalitis presenting with  cal injection of purified IgG from patients with NMDAR
psychosis, amnesia and dyskinesias, often progressing to  encephalitis led to behavioral abnormalities in mice com-
severe autonomic dysfunction, seizures and reduced levels of  patible with the human disease [5]. Finally, the cloning,
recombinant production and functional testing of cerebro-
spinal fluid (CSF)-derived monoclonal antibodies against
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harald pruess@charite.de NRI confirmed that the antibodies are directly pathogenic by
down-regulating neuronal NMDAR and disrupting synaptic
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outcome [ 1], the titer correlation between different patients
is poor, i.e., patients requiring several months of ICU
therapy including mechanical ventilation may have lower
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NR1 antibody titers than patients with mild disease. This
finding suggests the relevance of other parameters which
could include biophysical properties of the antibody itself,
such as antibody affinity or epitope binding. or antibody-
independent factors, such as the patient-specific glutamate
receptor turnover.

We therefore aimed to determine the affinity of human
autoantibodies against NR1, which has become technically
possible only after the generation of a panel of patient-
derived monoclonal NR1 antibodies [2]. Antibody affinity
defines the strength of interaction between an epitope (in
this case the NMDAR) and the antigen-binding site of an
antibody. The higher the affinity, the more the antibody is
bound to its antigen at equilibrium. Thus, a high-affinity
NRI-reactive autoantibody could potentially be much more
pathogenic compared to a low-affinity autoantibody. For this,
we applied binding analyses of human monoclonal antibod-
ies and patients’ CSF against NR 1-expressing HEK293 cells
with flow cytometry, asking for the binding curves of indi-
vidual antibodies and whole CSF, and estimation of specific
NR1 antibody concentrations in human samples.

Methods
Monoclonal antibodies

Five monoclonal human NR1 antibodies from three patients
(#003-102, #007-124, #007-168, #007-169, #008-218) were
selected from a panel of CSF-derived monoclonal antibod-
ies of patients with typical NMDAR encephalitis described
previously [2]. Antibodies were generated by single anti-
body-secreting cell cloning of full-length immunoglobulin
G (IgG) variable heavy and light chain genes and showed
the characteristic binding to NR1-expressing human embry-
onic kidney (HEK293) cells and to murine brain sections.
Isotype-maiched non-NR1 control antibodies were derived
from the same study, including an antibody not reactive
to human tissues (#mGo53) [8] and an astrocyte-reactive
human antibody (#011-123) [2].

Flow cytometry (FACS)-based assay using
monoconal antibodies

IgG concentrations of the monoclonal human antibodies
were determined with ELISA (Mabtech). Serial dilutions of
each antibody were prepared in a 96-well plate, containing
80 ul per well, giving a final concentration of 300-0.001 pg/
ml in FACS buffer (1% heat-inactivated fetal bovine serum
(FCS) in phosphate-buffered saline (PBS)).

HEK293 cells were transfected with an NR1-EYFP plas-
mid which encodes the NMDAR NR1 subunit and enhanced
yellow fluorescent protein (EYFP) without stop codon plus

@ Springer
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a geneticin resistance gene. The NRI1-EYFP fusion protein
was expressed in culture in DMEM supplemented with
10% FCS, 100 U/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin and
800 pg/ml geneticin. For control experiments, EYFP was
transiently transfected without NR1. HEK293 cells were
harvested after washing with PBS and detachment with 0.5%
trypsin/EDTA, washed again with PBS, centrifuged at 1700
RPM for 5 min and resuspended in ice-cold FACS buffer at
a concentration of 15,000 cells/pl. 20 pl was added to the
96-well plate for a total of 300,000 cells/well and mixed with
the monoclonal antibody solution.

Cells were incubated on ice for 45 min. washed with
FACS buffer and centrifuged. After removing the super-
natant, the secondary antibody (goat anti-human Alexa
Fluor-647 [Life Technologies], 1:400 in FACS buffer) was
added and incubated on ice for 20 min. Washing steps were
repeated, cells resuspended in FACS buffer and transferred
into FACS tubes placed on ice until FACS measurement on
a BD FACS-Canto-II machine. The entire experiment was
independently replicated 5 times.

Affinity calculation

For flow cytometry analysis, EYFP expression was used
to determine NRI1-EYFP protein expression (Fig. 1). To
reduce background and increase the signal-to-noise ratio,
we restricted our analysis to the relatively homogeneous
20% subpopulation of cells with the highest NR1I-EYFP
expression. Of these cells, the Alexa Fluor-647 median fluo-
rescence intensity (MFI) was determined, representing the
binding of monoclonal NR1 antibodies. Background fluo-
rescence was subtracted from each MFI (Alexa Fluor-647
signal of #mGo53 control antibody). MFI was normalized
to reduce inter-experiment variabilities. For this, in every
experiment the MFIs of the monoclonal antibodies #003-102
and #007-168 were determined at a concentration of 300 pg/
ml, and the mean of both values considered as control value
(MFI,,,...;)- This value served as an internal control for all
other measurements, similar to a calibration/standard sam-
ple in most common assays such as ELISAs. MFI of each
sample (MFL,,.) was then normalized to this value by the
equation MFL,, 5500 = MFLpn /MFT g

Data from all independent experiments were averaged and
standard error of the mean (SEM) calculated. The data were
fit with Hill equations using Igor Pro 6.37 (Wavemetrics,
OR, USA), resulting in two parameters for quantification of
relative antibody affinity: the maximum fluorescence inten-
sity MFI,,, and the half-maximal binding constant ¢, rep-
resenting the antibody concentration where 50% of MFI_,
was reached. Both numbers provide a measure of relative
affinity, with higher values of MFI,_,, and lower values of
c5q corresponding to higher antibody affinity.
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Fig.1 Validation of binding assays using monoclonal human anti-
NR1 autoantibodies. NR 1-EYFP-transfected HEK293 cells (a) were
gated for the population with the maximum 20% NR1-EYFP protein
expression (dark green rectangle), determined by the fluorescence of
EYFP (b). EYFP fluorescence correlated well with NR1 expression
as determined by staining with the NR 1-reactive antibody #003-102
[e. lowest/median/highest 20% EYFP-fluorescent populations (gated
in b) shown in light/medium/dark green, respectively]. In contrast,

Human CSF samples

For determination of NR1 antibody avidity (reflecting the
divalent binding of IgG antibodies to their target and the
presence of several anti-NR1 antibodies) in human speci-
men, CSF samples of six patients with NMDAR encephalitis
were randomly selected. Total IgG concentration of the CSF
was measured with ELISA. CSF of each patient was serially
diluted (1:1, 1:3, 1:10, 1:30, 1:100) in FACS buffer and 80 pl
was added to 96-well plates. Addition of NR1-expressing
HEK cells, staining with secondary antibodies and bind-
ing determination with FACS was performed as described
above. This experiment was independently repeated three
times.

Control CSF spiked with monoclonal NR1 antibodies

Control CSF was acquired via CSF bolus withdrawal during
routine diagnostic in a patient with benign cranial hyperten-
sion. No NMDAR antibodies were present in the sample.

NR1-reactive antibodies (exemplarily shown for #003-102 at 100 pg/
ml) did not bind to control HEK cells transfected with EYFP only
(d). The NRI-reactive antibody #003-102 showed a concentration-
dependent right shift of the fluorescence curves (blue; 0.1, 1 and
100 pg/ml) compared to the background fluorescence (black; 100 pg/
ml) of a human control monoclonal antibody #mGo33 (e, median flu-
orescence intensity (MFI) is shown by vertical dotted lines]

20 pl of CSF was added to 96-well plates. 20 pl of either
the monoclonal antibody #003-102 or #007-168 diluted in
CSF were added to the wells to reach final concentrations
ranging from 100 to 0.01 pg/ml and incubated for 20 min.
Addition of NR1-expressing HEK cells, staining with sec-
ondary antibodies and binding determination with FACS
was performed as described above. This experiment was
independently repeated three times.

Results
Affinity of monoclonal human autoantibodies

NRI1-EYFP was expressed as a fusion protein in HEK293
cells. NRI1-EYFP-expressing HEK293 cells were incubated
with serial dilutions of five monoclonal human NR1 autoan-
tibodies and two isotype-matched non-NR 1-reactive conirol
antibodies. Antibody binding to HEK293 cells was quan-
tified via flow cytometry (Fig. la—e). EYFP fluorescence
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correlated well with NR1 expression as determined by
monoclonal antibody binding (Fig. 1b, ¢). No binding of
any of the antibodies to control EYFP-transfected HEK
cells was detected (Fig. 1d). Compared to control antibod-
ies (Fig. le, black), monoclonal NR1 antibody binding led
to a concentration-dependent shift of the secondary antibody
fluorescence curve (Fig. le, blue), with an increase of the
median fluorescence intensity (MFI).

Normalized MFI of all values were plotted against the
antibody concentration (Fig. 2a). Both control antibod-
ies (#011-123, #mGo53) did not show any binding to the
NRI1-EYFP-expressing cells. The NR I-targeting monoclo-
nal antibodies showed a concentration-dependent sigmoid
binding curve, and sigmoid functions with the best fit were
calculated (Fig. 2a). Antibody binding curves were differ-
ent between individual monoclonal NR1 antibodies with
saturation plateaus at high antibody concentrations reach-
ing MFI,_ . values of 0.23-1.17. Similarly, the half-maximal
concentration cs varied between 1 and 74 pg/ml (Table 1).

Table 1 MFI_ and cg, of human monoclonal antibodies, reflecting
their relative affinity to the NR1 protein

Monoclonal antibody MFL_ Binding
constant
Cso
#003-102 1.17 1.16
#008-218 091 1.70
#007-168 0.88 8.17
#007-124 032 19.87
#007-169 0.23 74.05

Of the examined clones, #003-102 was the antibody with the
highest NR1 affinity, demonstrated by the highest MFI
and the lowest ¢5;. The MFI,  did not correlate with the
number of antibody mutations compared to germline con-
figuration at the DNA (Fig. 2b; R’=0.017) or protein level
(Fig. 2¢; R*=0.008).

Fig.2 Binding curves of A 1.4
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Binding curves of human CSF samples

Human CSF samples contain an undetermined number of
low- and high-affinity NMDAR autoantibodies. Using our
flow cytometry-based approach, we measured the avidity of
this polyclonal mixture to the NR1 protein. For this, CSF
from six patients with NMDAR encephalitis was serially
diluted and the normalized MFI curves measured (Fig. 3).
None of the curves reached their plateau MFI . indicating
that the NR 1 antibody concentrations in the human samples
were far below the saturation of the NR1 epitopes. There-
fore, it is not possible to calculate the half-maximal binding
constant cg, in these samples.

The undiluted samples had MFI values between 0.15 and
1.14, representing a normalized NMDAR antibody titer of
the respective patient’s CSF with high reproducibility, given
the small variations in repeated measurements. Thus, the
data indicate that normalization might be an interesting way
to allow comparable inter-laboratory quantification of CSF
NRI1 antibody titers in clinical routine samples of autoim-
mune encephalitis patients. In this small cohort, no correla-
tions of the MFI were seen with clinical features such as
patient age (Fig. 2b; R?=0.008), modified Rankin scale at

the time of CSF analysis (Fig. 3c; R*=0.18) and the duration
of the hospital stay (Fig. 2d: R*=0.62).

Different to monoclonal NR1 antibodies, it is unclear
which concentrations of NR1 antibodies are in the patient’s
CSF. To get an estimate of the NR1-specific antibody
concentration, we hypothetically assumed that only one
monoclonal NR 1 antibody is present in the CSF. With this
assumption, we calculated how much of each monoclonal
NR1 antibody would be required to reach the MFI of the
undiluted CSF sample (Table 2). For example in patient 3,
the CSF MFI of 0.35 equaled a concentration of 0.39 pg/
ml of antibody #003-102. In contrast, 127.6 pg/ml of anti-
body #007-124 would be required which by far exceeded
the total IgG concentration in this CSF sample (Table 2).
In some instances, the MFI . plateau of low-atfinity mon-
oclonal antibodies precluded the concentration required
for the CSF MFI, such as #007-169 for patients 1-4.

In one patient (#6), the MFI of undiluted CSF was so
high, that our highest-affinity NR 1-reactive monoclonal
human antibody (#003-102) would be required in a con-
centration exceeding the total CSF IgG. while none of the
other antibodies can even reach such MFI (Table 2). Thus,
this patient’s CSF must contain NR1-targeting antibod-
ies of yet higher affinity. We therefore conclude that the
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Fig.3 Binding curves of CSF samples from patients with NMDAR
encephalitis. Normalized MFI signals (+SEM) show concentration-
dependent binding of human CSF samples to NR1 protein (a). None
of the binding curves reached their MFI_, platean, indicating that
CSF NR1 antibody concentrations were clearly below the satura-
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50
Days in hospital

tion of the NR1 epitopes and that the binding constant cg, cannot be
calculated in these samples. The MFI did not correlate in this small
patient cohort with patient age (b), modified Rankin scale at the time
of CSF analysis (¢) and the duration of the hospital stay (d)
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Table2 Concentrations of monoclonal human NR1 autoantibodies calculated from binding curves to cause an MFI that is identical to the MFI

of undiluted CSF samples

Concentration of monoclonal antibodies hypothetically
needed to equal the patients’ CSF MFI [ug/ml]

#003-102 | #008-218 | #007-168 | #007-124 | #007-169

Patients CSF CSF MFI

from total IgG (un-

Fig.2 | [pg/mL] diluted)
1 12.60 114 > | 4840
2 21.40 0.37 >
3 43.90 0.35 >
4 50.30 0.32 N
5 n.d. 0.18 >
6 18.90 0.15 EN

4.63
4.00
3.19 60.45
16.98
13.45 79.89

The heat map (right) shows for each monoclonal antibody which concentration would hypothetically be required to reach the fluorescence inten-
sity of undiluted CSF for each patient (left). Low concentrations of high-affinity monoclonal antibodies (dark blue to trquoise) are sufficient
to explain the MFI of most undiluted CSF samples from patients with NMDAR encephalitis (e.g.. #003-102 for patients 2-6). In contrast. con-
centrations of low-affinity antibodies (e.g.. #007-169. extreme right lane) needed to receive the same signal would often exceed the total IgG
concentration in the patients” CSF (antibody concentrations in orange to dark red) and can therefore not explain the antibody signal in the patient

sample
n.d. not determined

CSF signal is predominantly represented by high-affin-
ity antibodies, according to our calculations likely in a
concentration range of NR1 antibodies between 0.1 and
5 pg/ml, roughly reflecting 1-10% of the total IgG in CSF
(Table 2). These calculations teach, on the contrary, that
even high amounts of low-affinity NR1 antibodies can eas-
ily remain undetected in state-of-the-art diagnostics such
as cell-based assays.

Effect of CSF composition on NR1 autoantibody
binding curves

In addition to affinity, further intrinsic biophysical properties
of the NR1 antibodies might contribute to their target bind-
ing and pathophysiological functions. We therefore exam-
ined whether serial dilutions of monoclonal human NR1
autoantibodies in physiological CSF resulted in changes
to the affinity curves. Indeed, after diluting the high-affin-
ity NRI antibody #003-102 in the CSF of a patient with
benign intracranial hypertension after exclusion of NMDAR
autoantibodies, there was a marked left shift of the curve
with approximately threefold reduction of ¢y, i.e., the anti-
body concentration required to give the same MFI signal was
decreased (Fig. 4, blue arrow). In contrast, the identical CSF
spiked with the monoclonal human NR1 antibody #007-
168 led to a marked right shift of the binding curve with an
approximately threefold increase of ¢5, (Fig. 4, green arrow).
Thus, depending on the type of NR1 antibody, components
of the human CSF, e.g.. albumin and globulins, might affect

@ Springer
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Fig.4 Binding curves of human monoclonal NRI1 autoantibodies
diluted in CSF. The binding constant c5, was markedly reduced (blue
arrow) or increased (green arrow) depending on which monoclonal
NRI1 antibody was diluted in the identical control CSF

the fluorescence signal in established assay systems in oppo-
site ways.

Discussion

The present study demonstrated that patient-derived
monoclonal NMDAR autoantibodies have variable bind-
ing curves that can be accurately measured with flow
cytometry utilizing NR 1-expressing HEK293 cells. Bind-
ing curves allow calculation of the maximum binding
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capacities (corresponding to MFI __at saturation plateaus)
and half-maximal antibody concentrations c¢5;. Both val-
ues reflect the affinity of monoclonal antibodies, indicat-
ing that human antibodies can be ordered by their relative
affinity, even though exact quantification of the affinity
of antibody—antigen interaction (usually expressed by the
dissociation constant K;) would require further data such
as the free antibody concentration not addressed in this
study [6].

The data add another view on the interpretation of anti-
body titers in clinical samples which only partially correlate
with clinical disease [1]. It is known from related neuro-
logical autoimmune disorders that antibody affinity might
determine disease severity. For example, in Guillain—-Barré
syndrome, the affinity of anti-GM1 antibodies was associ-
ated with disease onset, suggesting an affinity threshold for
disease induction [3]. Similarly, the affinity of NMDAR anti-
bodies should be further analyzed in large patient cohorts
to determine whether the combination of antibody titer and
affinity provides better correlation with disease and prog-
nosis. This might then be extended to even more sophisti-
cated technical methods such as surface plasmon resonance,
which would allow real-time affinity determination without
the need for antibody labeling.

Along these lines, even titers of NR1 antibodies are
hardly comparable between laboratories, likely related to
variable protocols for the diagnostic assay. Variables include
the expression levels of NR1 protein in cell-based assays
or neuronal cells, incubation times of the cells with human
samples, secondary detection antibodies and experience of
the rater for often subjective determination of fluorescence
intensity, among others. In clinical routine, it is therefore
often difficult to judge the effect of immunotherapy based
on proxy antibody titers, even if samples were analyzed in
the same laboratory. Our study showed that normalization of
the data might be an elegant way to overcome this problem.
Comparing the binding of a given human CSF sample to an
assay standard comprised of exactly determined concentra-
tions of monoclonal human antibodies, the NR1 antibody
titer was reproduced with minimal variation in repeated
measurements. High reproducibility and easy handling of
standard antibody solutions suggests that normalization will
allow comparable inter-laboratory quantification of CSF
NR1 antibody titers in clinical routine samples of autoim-
mune encephalitis patients. Similar normalizations were
devised for other clinical routine assays, with the INR (Inter-
national normalized ratio) for evaluation of the patient’s
coagulation being one of the most prominent examples, e.g..
in patients on warfarin. Normalizing the prothrombin time
to control plasma made it possible to compare coagulation
between laboratories worldwide.

Although the patient CSF contains several monoclonal
NMDAR antibodies, the antibody signal seen in routine
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diagnostic assays is likely related to the high-affinity anti-
bodies. Low-affinity antibodies would be required in such
high concentrations for reaching the binding intensity of
CSF samples that their IgG concentration exceeded the total
IgG in the sample. Therefore, low-affinity NR1 antibodies
can easily go undetected in cell-based assays, even though it
is unclear yet whether only such low-affinity (without addi-
tional high-affinity) antibodies can be present in patients. If
so, then the intriguing question arises of whether low-affinity
antibodies may still account for clinical symptoms, in par-
ticular if produced by plasma cells in the brain parenchyma
where the local antibody concentrations might be high. Pro-
longed exposure might still produce synaptic changes and
thus result in subtle clinical abnormalities which were until
now not considered as NR1 antoimmunity.

We further found that the dilution of monoclonal human
NRI autoantibodies in control CSF can affect the bind-
ing curves in opposite ways. It is not clear from this study
whether certain CSF proteins, e.g.. albumin or globulins,
the most abundant proteins in non-inflammatory CSF, bind
to the NR1 antibodies differently and interfere with their
receptor interaction. Besides affinity, potential determinants
include the antibody polyreactivity, not assessed in this
study. We do not assume that the protein binding is mediated
via Fc receptors as the examined monoclonal antibodies had
the identical Fc part. The data suggest that changes in the
protein concentration and composition (e.g.. with encephali-
tis-related increase in the CSF or with therapeutic apheresis-
related decrease in blood and CSF) can further influence the
NR1 antibody function in NMDAR encephalitis.

Taken together, we identify reproducible and measur-
able biophysical factors of NMDAR autoantibodies that
should be further evaluated in large patient cohorts. Data
can immediately improve clinical routine assays for antibody
detection, might provide surrogate markers for monitoring
of disease course and prognosis, and should be expanded to
other forms of autoimmune encephalitides.
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