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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 µg/ml. 

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 µg/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. 
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Bei der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis handelt es sich um eine häufige 

Autoimmunenzephalitis, die mit Psychosen, Dyskinesien, autonomen Dysfunktionen 

und epileptischen Anfällen einhergeht. Pathogenetisch liegen diesem Krankheitsbild 

gegen die NR1-Untereinheit gerichtete Autoantikörper zugrunde, die die Funktion des 

NMDA Rezeptors beeinträchtigen. Da die jeweiligen Antikörpertiter nur partiell mit dem 

klinischen Verlauf korrelieren, wird vermutet, dass weitere Faktoren ausschlaggebend 

für die Schwere der Klinik sein können. Dafür wurden die Bindungskurven von 

monoklonalen Autoantikörpern und von Patientenliquor gegen NR1-exprimierende 

HEK293 Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Hierbei zeigten sich für die 

monoklonalen Antikörper deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Affinität zur NR1-

Untereinheit mit Bindungskonstanten (halbmaximale Konzentration, c50) von 1 bis 74 

µg/ml. Der Vergleich zwischen den Bindungskurven individueller monoklonaler 

Antikörper und von Patientenliquor legt die Vermutung nahe, dass das Liquorsignal 

hauptsächlich durch höher affine Antikörper generiert wird. Hierfür werden 

Konzentrationen zwischen 0,1 und 5 µg/ml angenommen, was ca. 1-10% des 

Gesamtliquor-IgG in der NMDAR Enzephalitis entsprechen würde. Darüber hinaus 

variierte das Bindungsverhalten der Antikörper je nach Liquorzusammensetzung, was 

darauf hindeutet, dass biophysikalische Eigenschaften der Antikörper Einfluss auf den 

Krankheitsverlauf ausüben können. Dies sollte vor allem bei der Interpretation 

etablierter klinischer Routineassays berücksichtigt werden. Mittels Normierung der 

Daten können NR1 Antikörpertiter in Patientenliquor zwischen unterschiedlichen 

Laboren verglichen und quantifiziert werden und eine Grundlage geschaffen werden, 

um die Antikörperaffinität in weiteren klinischen Studien als Surrogatmarker zu nutzen. 

Ausgehend von den vorliegenden Berechnungen könnten niedrig affine Antikörper in 

Routine-Zellassays undetektiert bleiben. Ihre Auswirkungen auf den klinischen Verlauf 

sollten in zukünftigen Studien weiter untersucht werden. 
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2 Manteltext 

2.1 Einleitung  

 

Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis 

 

Enzephalitiden zeigen ein komplexes neurologisches Krankheitsbild, deren Ätiologie 

bis vor einigen Jahren trotz umfangreicher klinischer Untersuchungen noch häufig 

ungeklärt blieb [1]. Bestätigte sich bei Patienten dieser Krankheitsgruppe der initial 

oftmals bestehende Verdacht auf einen infektiösen Ursprung nicht, wurde bis vor 

einigen Jahren noch häufig eine psychiatrische Erkrankung als ursächlich 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-infektiösen Enzephalitiden 

ausmachen [3]. Mit der Identifizierung von gegen neuronale Zelloberflächenproteine 

oder synaptische Proteine wie AMPAR, GABAB-R, LGI1 oder N-Methyl-D-Aspartat 

(NMDA) Rezeptor gerichteten Antikörpern erweiterte sich das Spektrum der 

Autoimmunenzephalitiden beständig [4]. Die im Jahr 2007 entdeckte Anti-NMDA-

Rezeptor Enzephalitis gilt hierbei als die am meisten und besten erforschte 

zentralnervöse Erkrankung, die durch gegen neuronale Zellepitope reaktive Antikörper 

vermittelt wird [5]. Eine durch das California Encephalitis Project durchgeführte Studie 

zeigt, dass die Häufigkeit der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis die der viral bedingten 

Enzephalitiden bei jungen Patienten sogar übertrifft [6]. Betroffen sind bei der Anti-

NMDA-Rezeptor Enzephalitis vorwiegend junge Frauen im Alter von 20-50 Jahren, 

welche sich zunächst mit Gedächtnisstörungen und ausgeprägten psychiatrischen 

Symptomen präsentieren wie Verwirrtheit oder Wahnvorstellungen, im Verlauf jedoch 

zusätzlich Dyskinesien, epileptische Anfälle und Bewusstseinsstörungen entwickeln. 

Mitunter besteht aufgrund autonomer Instabilitäten, die bis hin zur respiratorischen 

Insuffizienz und kardialen Rhythmusstörungen reichen können, die Notwendigkeit zur 

maschinellen Beatmung und multidisziplinären Betreuung [2,6,7]. Ein weiteres 

Charakteristikum für die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis ist die Assoziation zu 

Tumoren (60%), wobei Ovarialteratome als die häufigsten Vertreter gelten [7].  
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Bedeutung der Autoantikörper 

 

Pathogenetisch liegen diesem Krankheitsbild Autoantikörper zugrunde, die die N-

terminale Domäne 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, ähnlich wie beim 

menschlichen Krankheitsbild zu Verhaltensauffälligkeiten bei Mäusen führt [8]. 

Darüber hinaus ließ sich nachweisen, dass aus dem Liquor extrahierte klonierte und 

rekombinant produzierte monoklonale Antikörper direkt pathogen wirken. In 

funktionellen Tests zeigte sich, dass die Antikörper die Anzahl der neuronalen NMDA-

Rezeptoren herunterregulieren und Störungen in den synaptischen Strömen 

hervorrufen [9,10]. Die Annahme besteht hierbei, dass die Präsenz eines NMDA 

Rezeptor exprimierenden Teratoms eine Störung in der Immuntoleranz hervorruft und 

infolgedessen die Entstehung von Anti-NMDA-Rezeptor Antikörpern begünstigt. 

Ausgeschlossen werden kann jedoch nicht, dass auch andere immunologische Trigger 

einen Einfluss auf diesen Prozess ausüben. So zeigen Studien, dass die Synthese von 

NMDA-Rezeptor Antikörpern durch eine Herpes simplex Enzephalitis getriggert 

werden kann [4,7,11]. Dass es sich bei dem pathogenen Effekt der Antikörper um 

einen reversiblen Vorgang mit vorübergehender neuronaler Dysfunktion handelt, zeigt 

die oftmals deutliche Symptomverbesserung nach erfolgreicher Immuntherapie [5,7]. 

In erster Linie werden Patienten mit Methylprednisolon, intravenösen Immunglobulinen 

(IVIg) oder Plasmapheresen therapiert. Bei Nicht-Ansprechen erfolgt eine Eskalation 

auf Rituximab oder Cyclophosphamid [5]. Die frühe 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 Antikörper-Testung mit 

Liquorproben nachweislich sensitiver ausfällt als die mit Serumproben. Weiterhin lässt 

sich ein höherer Antikörper-Titer sowohl im Liquor als auch im Serum feststellen bei 

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

 

Bisher fokussiert sich die Diagnostik bei Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor 

Enzephalitis auf die Bestimmung von Antikörper-Titern im Serum oder Liquor. 

Ungeklärt ist jedoch bislang, ob womöglich nicht nur die Konzentration der Antikörper 

ausschlaggebend für den Schweregrad des Krankheitsbilds ist, sondern auch die 

Affinität, die die jeweiligen Antikörper zum NMDA-Rezeptor aufweisen. Denn obwohl 

sich in einigen Fällen intra-individuell eine Korrelation zwischen der Höhe des NR1-

Antikörpertiters im Liquor und dem klinischen Verlauf von Patienten nachweisen ließ 

[12], konnte bisher kein Zusammenhang zwischen Antikörpertitern 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 

Antikörpertiter als Patienten mit milden Krankheitssymptomen. Dies legt die Relevanz 

weiterer Parameter, die entscheidend für den Krankheitsverlauf sein können, nahe wie 

beispielsweise die Antikörperaffinität, die Epitopenbindungsstelle oder auch 

Antikörper-unabhängige Faktoren wie der Patienten-spezifische Glutamat-Rezeptor 

Turnover [13]. Für die vorliegende Arbeit wurde die Affinität von humanen 

Autoantikörpern gegen NR1 bestimmt. Technisch ließ sich dies erst durch die 

Entwicklung eines Panels an aus Patienten gewonnenen monoklonalen Anti-NR1-

Antikörpern verwirklichen [9]. Die Antikörperaffinität ist definiert als die Stärke der 

Interaktion zwischen einem Epitop (in diesem Fall dem NMDA-Rezeptor) und der 

Bindungsstelle des Antikörpers für das jeweilige Antigen. Je höher die Affinität, desto 

mehr Antikörper ist an das Antigen im Gleichgewichtszustand gebunden. Demzufolge 

könnte ein höher affiner NR1-reaktiver Autoantikörper eine höhere Pathogenität 

aufweisen als ein niedrig affiner Autoantikörper. Hierfür wurde das Bindungsverhalten 

von humanen monoklonalen Antikörpern und Patientenliquor gegen NR1-

exprimierende HEK293 Zellen mittels Durchflusszytometrie sowohl für die individuellen 

monoklonalen Antikörper als auch für den Patientenliquor untersucht. Ausgehend von 

diesen Berechnungen konnten grobe Schätzungen für NR1-spezifische 

Antikörperkonzentrationen im Liquor aufgestellt werden [13]. 
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2.2 Methoden 

 

Monoklonale Antikörper 

 

Für diese Studie wurden aus Patientenliquor gewonnene monoklonale Antikörper 

untersucht. Dabei wurden fünf monoklonale humane Anti-NR1-Antikörper von drei 

Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis (#003-102, #007-124, #007-168, 

#007-169, #008-218) selektiert [9]. Die Antikörper wurden durch Klonierung 

Antikörper-sezernierender Zellen, die Volllängen-Immunglobulin G (IgG)-Variablen der 

schweren und leichten Kette erzeugen, generiert. Auf murinen Hirnschnitten und 

gegenüber NR1-exprimierenden menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK293-

Zellen) zeigten die monoklonalen Antikörper ein charakteristisches Bindungsverhalten 

gegenüber NR1. Aus derselben vorangegangen Studie wurden übereinstimmend zum 

Isotyp nicht-NR1-reaktive Kontroll-Antikörper verwendet, die keine Reaktivität 

gegenüber humanem Gewebe zeigen (#mGo53) bzw. Astrozyten-spezifisch binden 

(#011-123) [9]. 

 

Durchflusszytometrie-basierte Zellassays mit monoklonalen Antikörpern 

 

Zunächst wurden mittels ELISA (Mabtech) die jeweiligen IgG-Konzentrationen der 

monoklonalen humanen Antikörper bestimmt. Für jeden Antikörper wurde eine 

Verdünnungsreihe in einer 96-Wellplatte mit FACS-Puffer (1% hitzeinaktiviertes fetales 

bovines Serum (FCS) in Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS)) angesetzt mit 

Endkonzentrationen zwischen 300-0,001 µg/ml. Die HEK293-Zellen wurden mit einem 

NR1-EYFP Plasmid transfiziert, welches für 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, 100 U/ml 

Streptomycin und 800 µg/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 abgelöst und erneut mit PBS 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen bei 1700 RPM für 5 min zentrifugiert und 

in eiskaltem FACS Puffer zu einer Konzentration von 15,000 Zellen/µl resuspendiert. 

20 µl der Zellsuspension wurden zur 96-Wellplatte hinzugefügt und mit der 
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monoklonalen Antikörperlösung vermischt, sodass eine finale Konzentration von 

300.000 Zellen/Well erreicht wurde. Die Zellen wurden für 45 min auf Eis inkubiert, mit 

FACS Puffer gewaschen und zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstands wurde ein 

zweiter Fluorochrom-gekoppelter Antikörper (Ziegen anti-humaner Alexa Fluor-647 

Antikörper [Life Technologies], 1:400 in FACS Puffer) hinzugefügt und für 20 min auf 

Eis inkubiert. Nach Wiederholung der oben genannten Waschschritte wurden die 

Zellen in FACS Puffer resuspendiert und in auf Eis gelagerte FACS-Röhrchen 

transferiert. Anschließend erfolgte die Messung in der Durchflusszytometrie mit der BD 

FACS-Canto-II Maschine. Insgesamt wurde das Experiment fünf Mal unabhängig 

voneinander wiederholt. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1 

Verdünnungsreihen der monoklonalen Antikörper wurden mit HEK293-Zellen, die mit der NR1-

Untereinheit und dem enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) transfiziert wurden, inkubiert 

und mit einem Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikörper versetzt. Als Kontrollgruppe dienten 

EYFP-exprimierende HEK293-Zellen ohne Untereinheit. Die Messung des Fluoreszenzsignals 

erfolgte mittels Durchflusszytometrie. 
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Affinitätsberechnung 

 

Da die Transfektion der Zellen mit einem Plasmid erfolgte, welches sowohl für die NR1-

Untereinheit als auch für EYFP kodiert, wurde die Expression des EYFP-Proteins als 

Maß für die Expression des NR1-EYFP Proteins in der Durchflusszytometrie genutzt 

(Abb. 2). Hierbei wurden die 20% der Population mit der höchsten NR1-EYFP 

Expression untersucht, um das Hintergrundrauschen zu reduzieren und damit 

einhergehend das Signal-Rausch-Verhältnis zu verbessern. Ausgehend von dieser 

Zellpopulation wurde die mediane Fluoreszenzintensität (MFI) des Alexa Fluor-647 

Markers bestimmt, welche Aufschluss über die Bindung des monoklonalen NR1-

Antikörpers an die NR1-Untereinheit gibt. Für jeden MFI-Wert wurde das Hintergrund-

Fluoreszenzsignal subtrahiert, welches mit dem Alexa Fluor-647 Signal des #mGo53 

Kontroll-Antikörpers gleich gesetzt wurde. Der errechnete Wert wurde anschließend 

normalisiert, um Variabilitäten zwischen den einzelnen Experimenten zu minimieren. 

Dies erfolgte, indem in jedem Experiment die MFI des monoklonalen Antikörpers #003-

102 und #007-168 bei einer Konzentration von 300 µg/ml ermittelt wurde. Der 

Durchschnitt dieser Werte wurde als Kontrollwert (MFIKontrolle) definiert und als interner 

Richtwert für alle weiteren Messwerte genutzt, ähnlich wie die Standardproben im 

ELISA als Kalibrierungsmaß dienen. Die MFI jeder einzelnen Probe (MFIProbe) wurde 

anschließend nach der folgenden Gleichung normalisiert: MFInormalisiert = 

MFIProbe/MFIKontrolle [13]. 
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Abb. 2 

Nachweis der Bindung monoklonaler humaner Anti-NR1 Autoantikörper 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 Antikörpers #003-102 wird dargestellt, 

wie das EYFP-Fluoreszenzsignal mit der NR1 Expression korreliert [b.2, 

niedrigste/median/höchste 20% EYFP Expression. Die jeweiligen Gates werden in b.1) in hell-

/medium-/dunkelblau abgebildet], wohingegen NR1-reaktive Antikörper (hier dargestellt durch 

den Antikörper #003-102 bei einer Konzentration von 100 µg/ml) nicht an die Kontrollgruppe der 

HEK-Zellen, die lediglich mit EYFP transfiziert wurden, banden (c). Je nach Konzentration zeigte 

der NR1-reaktive Antikörper #003-102 eine Rechtsverschiebung der Fluoreszenzkurve (grün; 

0,1; 1 und 100µg/ml) im Vergleich zum Hintergrund-Fluoreszenzsignal (schwarz; 100µg/ml) 

eines humanen monoklonalen Kontroll-Antikörpers #mGo53 [d, die mediane 

Fluoreszensintensität (MFI) ist als vertikale gepunktete Linie abgebildet]. 

Angelehnt an Fig. 1 aus [13] 
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Für die Messwerte aller fünf unabhängig voneinander durchgeführten 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 ließen sich zwei Parameter 

erschließen, die zur Quantifizierung der relativen Antikörperaffinität genutzt werden: 

die maximale Fluoreszenintensität MFImax und die halb-maximale Bindungskonstante 

c50, die die Antikörperkonzentration angibt, bei der 50% des MFImax erreicht wird. Dabei 

gehen höhere MFImax- und umgekehrt niedrigere c50-Werte mit einer höheren 

Antikörperaffinität einher. 

 

Durchflusszytometrie-basierte Zellassays mit Liquorproben 

 

Die NR1-Antikörperavidität beschreibt die divalente Bindung des IgG Antikörpers an 

die NR1-Untereinheit unter der Präsenz anderer NR1-Antikörper in humanem Liquor. 

Um diese zu bestimmen, wurden Liquorproben von sechs Patienten mir NMDAR 

Enzephalitis zufällig ausgewählt. Zunächst wurde die absolute IgG-Konzentration im 

Liquor mittels ELISA bestimmt. Anschließend wurden für jede Patientenprobe 

Verdünnungsreihen (1:1, 1:3, 1:10, 1:30, 1:100) in FACS-Puffer angefertigt und davon 

jeweils 80µl in 96-Wellplatten transferiert. Wie oben bereits beschrieben wurden NR1-

EYFP exprimierende HEK-Zellen und ein Zweitantikörper hinzugefügt und die 

Messung des Bindungsverhaltens mittels Durchflusszytometrie durchgeführt. Das 

Experiment wurde insgesamt drei Mal unabhängig voneinander wiederholt. 
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Durchflusszytometrie-basierte Zellassays mit monoklonalen Anti-NR1-

Antikörpern versetzten Kontrollliquorproben 

 

Für diese Versuchsreihe wurden Kontrollliquorproben mit Verdünnungsreihen der 

monoklonalen Antikörper #003-102 und #007-168 versetzt. Die Kontrollliquorproben 

wurden aus Patienten mit benigner kranieller Hypertension zur Routinediagnostik 

entnommen. In den Proben ließen sich keine NMDA-Rezeptor Antikörper nachweisen. 

20µl Liquor wurden in 96-Wellplatten transferiert und mit 20µl von im Liquor verdünnten 

monoklonalen Antikörpern #003-102 bzw. #007-168 versetzt, sodass 

Verdünnungsreihen mit Endkonzentrationen von 100 bis 0,01µg/ml entstanden. Nach 

20-minütiger Inkubation wurden wie bereits oben beschrieben NR1-EYFP 

exprimierende HEK-Zellen und ein sekundärer Antikörper hinzugefügt und das 

Bindungsverhalten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dieses Experiment wurde 

drei Mal unabhängig voneinander durchgeführt. 

Abb. 3 

Verdünnungsreihen 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 

Zweitantikörper versetzt. Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgte mittels 

Durchflusszytometrie. 

 



13 

 

 

 

2.3 Ergebnisse 

 

Affinität monoklonaler humaner Antikörper 

 

Fünf monoklonale humane NR1-Autoantikörper und zwei nicht-NR1-reaktive Kontroll-

Antikörper vom gleichen Isotyp wurden auf NR1-EYFP exprimierenden HEK293-Zellen 

in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Anschließend wurde die Bindung der 

Antikörper an die HEK293-Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen (Abb. 2 a-d). 

Hierbei konnte anhand des Bindungsverhaltens des monoklonalen Antikörpers eine 

Abb. 4 

Verdünnungsreihen von monoklonalen Antikörpern, versetzt mit Kontrollliquor aus einem 

Patienten mit idiopathischer kranieller Hypertension. Der Liquor wurde vorher negativ auf Anti-

NMDA-Rezeptor Antikörper 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 Zweitantikörper versetzt. Die Messung des 

Fluoreszenzsignals erfolgte mittels Durchflusszytometrie. 
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Korrelation der EYFP-Fluoreszenz mit der NR1-Expression der HEK293-Zellen 

dargestellt werden (Abb. 2b). Dagegen ließ sich jedoch keine Bindung der 

monoklonalen Antikörper an die Kontrollgruppe der EYFP-transfizierten HEK-Zellen 

nachweisen (Abb. 2c). Die monoklonalen NR1-Antikörper zeigten eine 

konzentrationsabhängige Verschiebung der durch die Bindung des sekundären 

Antikörpers generierten Fluoreszenzkurve (Abb. 2d, grün) und damit einhergehend 

einen Anstieg der medianen Fluoreszenzintensität. Dahingegen banden die Kontroll-

Antikörper nicht an die NR1-EYFP exprimierenden Zellen (Abb. 2d, schwarz) [13]. 

 

Die normalisierten MFI-Werte wurden jeweils gegen die Antikörperkonzentration 

aufgetragen (Abb. 5a). Es zeigte sich hierbei, dass beide Kontroll-Antikörper (#011-

123, #mGo53) nicht an die NR1-EYFP-exprimierenden Zellen banden, wohingegen 

die NR1-reaktiven monoklonalen Antikörper eine konzentrationsabhängige sigmoidale 

Bindungskurve aufwiesen. Um die jeweiligen Affinitätsparameter quantifizieren zu 

können, wurden ausgehend von den erhobenen Daten die Sigmoidfunktionen mit der 

besten Anpassung berechnet (Abb. 5a) [13]. Je nach Antikörper zeigten sich 

unterschiedliche Bindungskurven mit Sättigungsplateaus bei MFImax-Werten zwischen 

0,23-1,17. Ebenso variierte die halb-maximale Konzentration c50 zwischen 1 und 

74µg/ml (Tabelle 1). Als am höchsten affin gegen die NR1 Untereinheit ließ sich der 

Antikörper #003-102 einstufen mit dem höchsten MFImax und dem niedrigsten c50. 

Darüber hinaus wurde untersucht, ob die MFImax mit der Anzahl der 

Antikörpermutationen im Vergleich zur Keimbahnkonfiguration auf der DNA- (Abb. 5b; 

R2=0,017) oder Proteinebene (Abb. 5c; R2=0,008) korrelierte [13]. Dies ließ sich nicht 

bestätigen. 
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Abb. 5 

Dargestellt sind die Bindungskurven von monoklonalen humanen Anti-NR1-Autoantikörpern. 

Die MFI aller Messungen wurden normalisiert und gegen die Konzentration der monoklonalen 

Antikörper aufgetragen (MFI ± SEM). Anhand dieser Daten wurden Sigmoidfunktionen mit dem 

besten Fit erzeugt, die große Unterschiede in der NMDA-Rezeptor-Bindung zeigten (a). Die 

MFImax korrelierte nicht mit der Anzahl der Mutationen in der Antigen-Bindungsstelle der NR1-

Autoantikörper auf der DNA- (b; SHM somatische Hypermutationen) oder Proteinebene (c; AA-

Aminosäuren). 

Angelehnt an Fig. 2 aus [13] 
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Bindungskurven der Patienten-Liquorproben 

 

Im Liquor von Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis Patienten sind unbestimmte Mengen 

an niedrig- und hoch-affinen Anti-NMDA-Rezeptor-Antikörpern enthalten. Um die 

Avidität des aus polyklonalen Antikörpern zusammengesetzten Liquors gegenüber 

dem NR1-Protein zu bestimmen, wurden Verdünnungsreihen von sechs 

Patientenliquorproben angesetzt und mittels Durchflusszytometrie gemessen. Hierbei 

erreichte keine der Kurven das Sättigungsplateau MFImax (Abb. 6a). Dies lässt 

vermuten, dass die Konzentration an NR1-Antikörpern in den untersuchten 

Patientenliquoren nicht ausreichend hoch war, um eine Sättigung der NR1-Epitope zu 

erreichen. Demnach ließ sich der Affinitätsparameter c50 für diese Proben nicht 

erheben [13]. 

 

Tabelle 1 

MFImax- und c50-Werte der humanen monoklonalen Antikörper, welche die relative Affinität zum 

NR1-Protein wiederspiegeln. 

Angelehnt an Table 1 aus [13] 
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Im unverdünnten 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 eröffnen sie eine 

interessante Herangehensweise, um eine bessere Vergleichbarkeit und damit 

Quantifizierung als beispielsweise die herkömmliche NMDA-Rezeptor 

Antikörpertiterbestimmung zwischen unterschiedlichen Laboratorien für klinische 

Abb. 6 

Bindungskurven der Liquorproben aus Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis. 

Abgebildet sind die normalisierten MFI-Werte (± SEM) gegen das Verdünnungsverhältnis 

aufgetragen (a). Die Patientenliquores zeigen ein konzentrationsabhängiges Bindungsverhalten 

gegenüber NR1. Das MFImax-Plateau wurde von keine der Bindungskurven erreicht. Dies lässt 

vermuten, dass die Konzentration an NR1-Antikörpern im Liquor unter dem Sättigungslevel der 

NR1-Epitope liegt. Demzufolge ließ sich der Affinitätsparameter c50 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] 
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Routineuntersuchungen bei Autoimmunenzephalitis-Patienten zu gewährleisten. Die 

MFI korrelierte in der untersuchten kleinen Kohorte nicht mit klinischen Parametern 

wie dem Patientenalter (Abb. 6b; R2=0,008), der modifizierten Rankin Skala zum 

Zeitpunkt der Liquorentnahme (Abb. 6c; R2=0,18) und der Dauer des 

Krankenaufenthaltes (Abb. 6d; R2=0,62) [13]. 

 

Während die Konzentration der monoklonalen Antikörper sich unkompliziert mittels 

ELISA ermitteln ließ, blieb die Konzentration der NR1-reaktiven Antikörper im 

Patientenliquor unbekannt. Unter der hypothetischen Annahme, dass ein einzelner 

monoklonaler Antikörper die Gesamtheit der NR1-spezifischen Antikörper im 

Patientenliquor ausmacht, wurde eine grobe Einschätzung der NR1-spezifischen 

Antikörperkonzentration im Liquor vorgenommen. Hierfür wurde verglichen, wie hoch 

die erforderliche Konzentration eines jeden monoklonalen NR1-reaktiven Antikörpers 

sein müsste, um einen gleich hohen MFI-Wert zu erzeugen wie die jeweilige 

unverdünnte Patientenliquorprobe (Tabelle 2). So erreichte der Liquor von Patient 4 

eine MFI von 0,32. Ausgehend von der errechneten Sigmoidfunktion des jeweiligen 

monoklonalen Antikörpers ergab sich eine erforderliche Konzentration von 0,34 µg/ml 

des Antikörpers #003-102. Dagegen wären 60,45 µg/ml des schwächer affinen 

Antikörpers #007-124 vonnöten, um ein gleichwertiges MFI-Signal zu generieren. 

Diese benötigte Konzentration übertrifft jedoch bereits die Konzentration des Gesamt-

IgG des Patienten 4. Einige der niedriger affinen monoklonalen Antikörper zeigten eine 

niedrigere MFImax als die MFI des Patientenliquors, sodass diese von vornherein von 

dieser Berechnung ausgeschlossen werden konnten (z.B. der Antikörper #007-169 für 

die Patienten 1-4) [13]. 

 

Teilweise erreichte die MFI des unverdünnten Liquors so hohe Werte (Patient #6), 

dass selbst der monoklonale Antikörper mit der höchsten Affinität gegenüber NR1 

(#003-102) in einer Konzentration vonnöten wäre, die die Konzentration des Gesamt-

IgG des Liquors übersteigt. Die anderen monoklonalen Antikörper erreichten bei 

weitem nicht ein solch hohes MFI-Signal (Tabelle 2). Demnach muss der Liquor des 

Patienten #6 NR1-spezifische Antikörper enthalten, deren Affinität die der bisher 

untersuchten monoklonalen Antikörper übersteigt. Daraus lässt sich folgern, dass die 

Bindungssignale der untersuchten Patientenliquores vorwiegend durch hoch affine 

Antikörper generiert werden. Anhand der Berechnungen lässt sich ein 
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Konzentrationsbereich von NR1-Antikörpern zwischen 0,1 und 5 µg/ml im 

Patientenliquor abschätzen, was ungefähr 1-10% des Gesamt-IgG im Liquor entspricht 

(Tabelle 2). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass selbst modernen diagnostischen 

Verfahren wie beispielsweise zellbasierten Assays hohe Konzentrationen an niedrig 

affinen NR1-Antikörpern entgehen können [13]. 

 

 

 

 

 

Tabelle 2 

Die aus den Bindungskurven errechneten Konzentrationen der monoklonalen humanen Anti-

NR1-Autoantikörper, die benötigt würden, um ein MFI-Signal zu erreichen, das gleichwertig ist 

zur MFI der unverdünnten Patientenliquorproben. In der Heatmap (rechts) sind die 

Konzentrationen abgebildet, die für jeden monoklonalen Antikörper benötigt würden, um eine 

Fluoreszenzintensität zu generieren, die dem Bindungssignal des unverdünnten 

Patientenliquors (links) entspricht. Größtenteils können die MFI der unverdünnten 

Patientenliquores durch die hoch affinen monoklonalen Antikörper reproduziert werden (zum 

Beispiel der Antikörper #003-102 für Patient 2-6), wohingegen eine so hohe Konzentration an 

niedrig affinen monoklonalen Antikörpern erforderlich wäre (Antikörperkonzentrationen in 

orange bis dunkelrot), dass diese die Gesamt-IgG Konzentration im jeweiligen Patientenliquor 

überschreiten würde (zum Beispiel Antikörper #007-169 in der rechten Spalte). Demzufolge 

können diese niedrig affinen monoklonalen Antikörper die Fluoreszenzsignale des 

Patientenliquors nicht erklären. 

n.b. nicht bestimmt 

Angelehnt an Table 2 aus [13] 

] 
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Einfluss der Liquorzusammensetzung auf das Bindungsverhalten von NR1-

Autoantikörpern 

 

Abgesehen von der Antikörperaffinität können auch andere biophysikalische Faktoren 

maßgeblich das Bindungsverhalten der NR1-Antikörper und damit auch deren 

pathophysiologische Eigenschaften beeinflussen. Um zu untersuchen, ob die 

Zusammensetzung des Liquors sich auf die Bindungskurven der monoklonalen 

Antikörper auswirkt, wurden Verdünnungsreihen zweier monoklonaler NR1-Antikörper 

angefertigt und mit Kontrollliquor eines Patienten mit benigner intrakranieller 

Hypertension versetzt. Es zeigte sich tatsächlich, dass die Bindungskurve des 

monoklonalen Antikörpers #003-102 nach Hinzufügen des Kontrollliquors eine 

ausgeprägte Linksverschiebung mit einer ca. dreifachen Reduktion der halbmaximalen 

Bindungskonstante c50 aufwies (Abb. 7, blauer Pfeil). Dahingegen ließ sich bei dem 

Antikörper #007-168 der gegenteilige Effekt beobachten. In der identischen 

Kontrollliquorprobe zeigte die Bindungskurve dieses Antikörpers eine deutliche 

Rechtsverschiebung mit einem etwa dreifachen Anstieg von c50 (Abb. 7, grüner Pfeil). 

Während also für den Antikörper #003-102 eine niedrigere Antikörperkonzentration im 

Kontrollliquor erforderlich war, um die gleiche MFI zu erzeugen, zeigte #007-168 im 

gleichen Milieu eine gleichwertig hohe MFI erst bei deutlich höheren 

Antikörperkonzentrationen. Folglich können abgesehen von der Antikörperaffinität 

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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2.4 Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte das Bindungsverhalten von monoklonalen NMDA-

Rezeptor-Autoantikörpern in Form von Bindungskurven dargestellt und charakterisiert 

werden. Unter Verwendung von NR1-exprimierenden HEK293-Zellen in zellbasierten 

Assays und Analyse mittels Durchflusszytometrie konnten Bindungskurven für die 

individuellen monoklonalen Antikörper generiert werden. Anhand dieser Kurven 

gelang es, Affinitätsparameter für die untersuchten Antikörper zu berechnen. Hierfür 

wurde zum einen die maximale Bindungskapazität MFImax bei Erreichen des 

Abb. 7 

Bindungskurven der humanen monoklonalen NR1-Autoantikörper in Liquor verdünnt. Die 

Bindungskonstante c50 zeigte sich deutlich reduziert (blauer Pfeil) bzw. erhöht (grüner Pfeil) je 

nachdem welcher monoklonale NR1-Autoantikörper im ansonsten identischen Kontrollliquor 

verdünnt wurde. 

Angelehnt an Fig. 4 aus [13] 
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Sättigungsplateaus und die halb-maximale Antikörperkonzentration c50 bestimmt. 

Diese Parameter erlaubten es, die Antikörper hinsichtlich ihrer Affinität gegenüber NR1 

zu vergleichen [13]. Für eine exakte Berechnung der Affinität, welche üblicherweise 

durch die Dissoziationskonstante Kd ausgedrückt wird, würden weitere Daten benötigt 

werden wie die Konzentration freier Antikörper, die jedoch in dieser Studie nicht 

behandelt wurde [14]. Die Dissoziationskonstante Kd ließe sich mit präziseren 

Methoden wie der Oberflächenplasmonresonanz bestimmen, die eine 

Affinitätsmessung in Echtzeit ermöglichen und darüber hinaus eine 

Antikörpermarkierung umgehen könnte. Damit ließen sich auch Affinitätsanalysen in 

größeren Patientenkohorten durchführen, um Fragestellungen, die sich aus der 

vorliegenden Studie ergeben, zu vertiefen, beispielsweise, ob die Berücksichtigung 

einer Kombination aus Antikörpertiter und –affinität eine bessere Prognose liefert als 

die herkömmliche alleinige Titerbestimmung [13]. Dass die Antikörperaffinität 

tatsächlich einen wesentlichen Einfluss auf den Erkrankungsverlauf haben kann, 

zeigte sich bereits bei verwandten neurologischen Autoimmunerkrankungen. Beim 

Guillain-Barré Syndrom ließ sich beispielsweise ein Zusammenhang zwischen der 

Affinität von Anti-GM1-Antikörpern mit dem Erkrankungsbeginn feststellen. So schien 

sich das Krankheitsbild erst bei Überschreiten einer gewissen Affinitätsschwelle zu 

manifestieren [15]. Die derzeitige Studienlage erlaubt bisher keine genaueren 

Rückschlüsse auf den Zusammenhang einer Affinitätsschwelle und den Einfluss der 

Affinitätsreifung der Antikörper auf die Entstehung des Krankheitsbildes in der Anti-

NMDA-Rezeptor-Enzephalitis. Es zeigte sich jedoch, dass bisher untersuchte Anti-

NMDA-Rezeptor-Antikörper nur wenige bis keine somatische Hypermutationen 

durchliefen [9]. Dabei ließen sich bei Rückführung in den unmutierten 

Keimbahnzustand nur minimale Veränderungen in der Affinität nachweisen [16]. 

Interessanterweise konnte eine weitere Studie eine signifikante Reduktion von NR1-

reaktiven CD4
+ TH-Zellen in Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis 

nachweisen [17]. Vor dem Hintergrund, dass die TH-Zellpopulation üblicherweise 

maßgeblich an der Affinitätsreifung und damit einhergehend der Verstärkung der 

Antikörperreaktion beteiligt ist, stellt sich die Frage, ob und inwiefern die 

Affinitätsreifung 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 

Antikörpersignal, das in diagnostischen Tests beobachtet wird, hauptsächlich durch 

hoch affine Antikörper generiert wird. Betrachtet man die niedrig affinen Antikörper, 

wären, um ein dem Patientenliquor gleichwertig hohes Fluoreszenzsignal zu erzeugen, 

derart hohe Konzentrationen nötig, dass diese das Gesamt-IgG im Liquor übersteigen 

würden. Vorausgesetzt, dass niedrig affine NR1-Antikörper im Liquor ohne zusätzlich 

hoch affine Antikörper im Patientenliquor existieren (was bisher ungeklärt ist), könnten 

diese demnach in zellbasierten Assays unentdeckt bleiben. Dies wiederum wirft die 

Frage auf, ob niedrig affine Antikörper allein die Erkrankung induzieren bzw. zu 

subtilen klinischen Symptomen führen können, die bisher nicht als NR1-Autoimmunität 

klassifiziert wurden [13]. Unter der Annahme, dass Plasmazellen im Hirnparenchym 

lokal hohe Konzentrationen an niedrig affinen Antikörpern produzieren, die unter 

längerer Exposition Veränderungen an Synapsen, beispielsweise durch 

Herunterregulation von NMDA-Rezeptoren [9], wäre dies vorstellbar.  Unterstützt 

würde diese Hypothese durch den Nachweis, dass selbst Keimbahn-nahe NR1-

Antikörper, die eine geringere Bindungsstärke zur NR1-Untereinheit aufwiesen als 

Antikörper mit somatischen Hypermutationen, ebenfalls eine Reduktion in den 

synaptischen NMDA-Rezeptor-Strömen bewirkten [16].  

  

Bisher stellt die Bestimmung von Antikörpertitern 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 

Fluoreszenzintensität nur eine geringe Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen 

Laboren. Diese Problematik könnte die Normalisierung der Daten wie sie in dieser 

Arbeit angewendet wurde, überwinden. Durch den Einsatz eines Assay-Standards, der 

sich aus einer vorher exakt bestimmten Konzentration an monoklonalen humanen 

Antikörpern zusammensetzt, können menschliche Liquorproben mit diesem 

Referenzwert und damit mit anderen Proben in Vergleich gesetzt werden. Mit dieser 

Vorgehensweise wird der NR1-Antikörpertiter gewissermaßen reproduziert mit nur 

geringen Abweichungen bei wiederholten Messungen, was ideale Voraussetzungen 

sowohl für die klinische Verlaufsdiagnostik als auch für Untersuchungen in größeren 

Patientenkohorten schafft [13]. 
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Des Weiteren deuten die Daten aus der vorliegenden Studie darauf hin, dass die 

Liquorzusammensetzung das Bindungsverhalten der NR1-Autoantikörper maßgeblich 

und sogar in entgegengesetzter Weise beeinflussen kann. Aus dieser Arbeit wird nicht 

ersichtlich, welche Liquorproteine genau in welchem Umfang die Antigen-Antikörper-

Interaktion beeinflussen. Es ist jedoch denkbar, dass bestimmte Liquorproteine wie 

Albumin oder Globuline, die zu den häufigsten Proteinen im nicht-entzündlichen Liquor 

zählen, unterschiedlich an NR1-Antikörper binden und auf diese Weise die Bindung 

an den NMDA-Rezeptor beeinträchtigen. Da die untersuchten monoklonalen 

Antikörper über den identischen Fc-Teil verfügen, würde es sich dabei wahrscheinlich 

nicht um eine über Fc-Rezeptoren vermittelte Proteinbindung handeln. Vor dem 

Hintergrund, dass die Zusammensetzung und die Proteinkonzentration des Liquors in 

Patienten mit Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis ständigen Veränderungen unterliegt 

– sei es durch die Inflammation bedingt oder aufgrund der Effekte einer 

therapeutischen Apherese – ist anzunehmen, dass die oben beschriebenen Effekte 

einen nicht zu unterschätzenden Einfluss auf die NR1-Antikörperfunktion bei der Anti-

NMDA-Rezeptor Enzephalitis haben [13].  

 

Zusammengefasst konnte diese Studie das Bindungsverhalten von NMDA-Rezeptor 

Autoantikörpern reproduzierbar charakterisieren und quantifizieren. Diese Methoden 

sollten auf große Patientenkohorten angewendet werden, um das Verständnis für die 

Pathogenese und das Krankheitsbild der Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis zu 

vertiefen. Insbesondere kann die klinische Diagnostik mithilfe der vorliegenden Daten 

im Hinblick auf den Antikörpernachweis optimiert werden und zur Einschätzung des 

Krankheitsverlaufs und zur Prognosestellung herangezogen werden. Übergreifend 

können diese Untersuchungen auch auf andere Formen von 

Autoimmunenzephalitiden angewendet werden. 
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