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Abstract 
Ziel: Die anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-Enzephalitis (NMDARE) ist eine 

Autoimmunerkrankung, die durch pathogene GluN1-spezifische Autoantikörper und 

deren Bindung an den NMDA-Rezeptor (NMDAR) ausgelöst wird. Eine mögliche T-Zell-

Beteiligung an der Pathogenese wurde bisher wenig untersucht. Das Ziel der 

vorliegenden Arbeit war die Untersuchung und Charakterisierung von 

antigenspezifischen CD4+-T-Zellen in NMDARE-Patienten.  

Methoden: CD4+-T-Zellen aus dem peripheren Blut von 16 Patienten und 23 gesunden 

Kontrollen gleichen Alters und Geschlechts wurden mit synthetisierten extrazellulären 

Domänen der GluN1-Untereinheit des NMDAR, dem Schlitzschnecken-Hämocyanin-

Neoantigen (KLH) und Lysat von Candida albicans (C. albicans) stimuliert. 

Antigenspezifische CD4+-T-Zellen wurden mithilfe des Antigen-reactive T cell enrichment 

(ARTE) magnetisch angereichert, immunohistologisch gefärbt und im 

Durchflusszytometer quantifiziert und charakterisiert. 

Ergebnisse: NMDARE-Patienten zeigten eine unerwartete Reduktion von GluN1-

reaktiven CD154+CD4+-T-Zell-Frequenzen und eine verminderte Zytokinproduktion im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen 

nach Stimulation mit C. albicans – Lysat und ein nur geringer Unterschied nach 

Inkubation mit dem Neoantigen KLH, sodass von einer intakten Immunantwort in 

NMDARE-Patienten ausgegangen werden kann. 

Fazit: Die Ergebnisse zeigen eine GluN1-spezifische Reduktion von aktivierten CD4+-T-

Zellen und Zytokinen in NMDARE-Patienten, was gegen eine Beteiligung von 

proinflammatorischen NMDAR-reaktiven CD4+-T-Zellen an der Genese der 

Erkrankungen spricht. Diese Befunde sind unabhängig von einer immunsuppressiven 

Therapie. 
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Abstract 
Objective: The anti-N-methyl-D-aspartate-receptor encephalitis (NMDARE) is an 

autoimmune disease caused by binding of pathogenic GluN1-specific autoantibodies to 

the NMDA-receptor (NMDAR). So far there is only limited research on the potential role 

of T cells in disease development. This study aims to analyse and characterize antigen-

specific CD4+ T cells in patients with NMDARE.  

Methods: CD4+ T cells from peripheral blood of 16 patients and 23 healthy age- and sex-

matched controls were stimulated with synthesized extracellular domains of the GluN1-

subunit of the NMDAR, the neoantigen Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) and lysate of 

Candida albicans (C. albicans). Antigen-reactive CD4+ T cells were magnetically enriched 

using Antigen-reactive T cell enrichment (ARTE). After immunohistological staining T 

cells were analyzed and characterized with flow cytometry.  

Results: Patients NMDARE showed an unexpected reduction of GluN1-specific 

CD154+CD4+ T cell frequencies and produced less cytokines than controls. There was 

no difference between both groups after stimulation with C. albicans lysate and only a 

marginal difference after incubation with the neoantigen KLH, suggesting an unaltered 

immune response in NMDARE patients. 

Conclusion: The results show a GluN1-specific reduction of activated CD4+ T cells and 

cytokines in patients with NMDARE which opposes a contribution of proinflammatory 

NMDAR-reactive CD4+ T cell in the pathogenesis of the disease. These findings are 

independent of immunosuppressive therapies. 
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1 Einleitung und Fragestellung 

1.1 N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor (NMDAR) 

1.1.1 Einführung 

Die meisten exzitatorischen Synapsen im Gehirn nutzen den Neurotransmitter Glutamat, 

um elektrische Impulse zwischen Neuronen zu vermitteln. Glutamat aktiviert dabei u.a. 

den N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor (NMDAR), einen von drei Subtypen der ionotropen 

Glutamat-Rezeptoren neben den AMPA- (engl. α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid receptor) und Kainat-Rezeptoren. Der NMDAR kommt vor allem 

in neuronalen Zellen des Hippocampus und des Großhirns vor und wird auch von nicht-

neuronalen Zellen im Gehirn wie Astrozyten, Oligodendrozyten oder Endothelzellen 

exprimiert (1-3). Er spielt eine Rolle in der Entwicklung vieler neurologischer Krankheiten 

(s. 1.1.5). 

 

1.1.2 Struktur des NMDAR 

Anders als AMPA- und Kainat-Rezeptoren, welche als homotetramere Ionenkanäle durch 

alleinige Bindung von Glutamat funktionsfähig sind, ist der NMDA-Rezeptor als di-

heteromerer Ionenkanal aufgebaut. Dieser besteht typischerweise aus zwei 

obligatorischen Glycin-bindenden GluN1- in Verbindung mit zwei Glutamat-bindenden 

GluN2- oder zwei Glycin-bindenden GluN3-Untereinheiten (s. Abbildung 1; A) (4-6). Die 

NMDAR-Subtypen sind durch die jeweiligen im Rezeptor enthaltenen Untereinheiten 

definiert, von denen bis heute sieben identifiziert wurden: eine GluN1-, vier GluN2- (A-D) 

und zwei GluN3- (A, B) Untereinheiten (7-9). Je nach Zusammensetzung besitzen sie 

individuelle funktionelle Eigenschaften (10). Viele, wenn nicht sogar die meisten NMDAR 

bestehen aus tri-Heteromeren (z.B. GluN1/GluN2A/GluN2B) im adulten Gehirn, die v.a. 

im Hippocampus und im Cortex exprimiert werden (11-13). Die Expression der NMDAR-

Subtypen ist komplex und variiert z.B. je nach Gehirnregion und ontogenetischer 

Entwicklungsperiode (14-16) sowie auch zwischen den Neuronen-Typen und auf 

zellulärer Ebene (7, 16, 17) 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des NMDA-Rezeptors und der GluN1 

Ein „klassischer“ NMDA-Rezeptor besteht aus 2 GluN1- (gelb) und 2 GluN2-Untereinheiten (grün). Nach 

Aufhebung des Magnesiumblocks bei Depolarisation (Mg2+, blaues Quadrat) und Koaktivierung mit 

Glutamat (Glu, blaues Fünfeck) und Glycin (Gly, oranger Kreis) kommt es zum Einstrom von Calcium (Ca2, 

grüner Kreis) und Natrium (Na+, beiger Kreis) sowie zum Ausstrom von Kalium (K+, grauer Kreis). Durch 

den Einfluss von Calcium kommt es zur Auslösung intrazellulärer Signalkaskaden (A). Ein schematischer 

Aufbau einer GluN1-Untereinheit ist in (B) dargestellt. Die aminoterminale Domäne (ATD), S1 und S2 sind 

die extrazellulären Domänen, wobei S1 und S2 zusammen die Liganden-Bindungsdomäne (LBD) bilden. 

Die transmembrane Domäne (TMD) setzt sich aus den Helices M1, M3 und M4 sowie der Porenschleife 

M2 zusammen. Nach intrazellulär ragt die C-terminale Domäne (CTD).  

 

1.1.3 Struktur der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten 

Die tertiäre Struktur der NMDAR-Untereinheiten lässt sich in funktionale Domänen 

unterteilen (9). Die aminoterminale Domäne (ATD) ist an der Konstruktion der 

Untereinheit und der Modulation der Ligandenbindungsstelle beteiligt. Glutamat bzw. 

Glycin interagieren mit dem NMDAR an der extrazellulären Liganden-Bindungsdomäne 

bestehend aus den extrazellulären S1- und S2-Regionen. Die transmembrane Domäne 

besteht aus 3 transmembranen Helices (M1, M3 und M4) und einer wiedereintretenden 

Porenschleife „p-loop“ (oder M2). Sie fungiert als Ionenkanal und Ionenselektivitätsfilter. 

Für den Rezeptortransport, die Befestigung und intrazelluläre Signalkaskade ist die 

intrazelluläre C-terminalen Domäne verantwortlich (s. Abbildung 1; B).  
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1.1.4 Physiologie und Funktion des NMDAR 

Der NMDAR spielt eine wichtige Rolle in der synaptischen Plastizität, womit er an 

Lernprozessen und Gedächtnisbildung beteiligt ist. Die Aktivierung des NMDARE 

benötigt die gleichzeitige Bindung von Glutamat und Glycin (oder D-Serin) (18, 19) sowie 

die Aufhebung des Magnesiumblockes durch AMPAR-vermittelte Depolarisation (20). Als 

Folge kommt es zu einer Öffnung des Ionenkanals mit Einstrom von Calcium, welches 

intrazelluläre Signalkaskaden anstößt (s. Abbildung 1; A). Ein Beispiel ist die 

intrazelluläre Aktivierung der Calcium-Calmodulin-Kinase II durch Calcium, welches 

AMPAR phosphoryliert und somit durch Sensitivitätssteigerung des Rezeptors für 

Glutamat die postsynaptische Antwort verstärkt (21). Somit ist der NMDAR ein 

wesentlicher Bestandteil der grundlegenden Funktionsweise von Neuronen, weshalb er 

für die Langzeitpotenzierung unabdingbar ist. Daneben sind NMDAR auch an der 

Gehirnentwicklung (14, 16, 22), Verhaltensbildung (23), dem neuronalen Überleben (24) 

und anderen Formen der Gedächtnisbildung wie z.B. räumliches Lernen beteiligt (25).  

Die genannten Mechanismen wurden hauptsächlich an GluN2A- oder GluN2B-haltigen 

Subtypen untersucht. Bei unterschiedlicher Zusammensetzung zeigen die NMDAR-

Subtypen abweichende Eigenschaften. Als Heterotrimer GluN1/GluN2/GluN3 zeigt der 

Rezeptor z.B. eine deutlich verminderte Ca2+-Permeabilität (26-28) und bildet als 

GluN1/GluN3-Heterodimer einen Glutamat-unabhängigen exzitatorischen Glycin-

Rezeptor (6). 

 

1.1.5 NMDAR und neurologische Erkrankungen 

Demgegenüber stehen Dysfunktionen des NMDAR, die mit einer Vielzahl an 

neuropsychiatrischen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, 

Schizophrenie oder NMDARE assoziiert werden. In der Schlaganfallforschung wurde die 

zentrale Rolle der Exzitotoxizität von NMDAR beschrieben. Nach zerebraler Ischämie 

kommt es zu einer Steigerung der Glutamat-Konzentrationen im Gehirn mit übermäßiger 

Aktivierung von NMDAR, die zu neuronalem Zelluntergang führt (29, 30). Passend zu 

diesen Arbeiten zeigten NMDAR-Antagonisten eine neuroprotektive Wirkung im 

Tiermodell (29). Auch in der Alzheimer-Forschung wird von einem Zusammenhang mit 

NMDAR ausgegangen. Untersuchungen konnten einen Zusammenhang zwischen 

GluN2B-haltigen NMDAR und einer schädigenden Wirkung durch β-Amyloid feststellen 

(31). Die Therapie der Alzheimer-Demenz erfolgt u.a. mit Memantin, einem NMDAR-
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Antagonisten (32). In Tiermodellen des M. Parkinson konnte eine verstärkte synaptische 

Expression von GluN2A- sowie eine Umverteilung von GluN2B-Untereinheiten von 

synaptisch nach extrasynaptisch festgestellt werden (33). Schizophrenie-ähnliche 

Symptome werden u.a. von NMDAR-Antagonisten verursacht (34) und in Tiermodellen 

mit reduzierter NMDAR-Expression (35) bzw. mit Deletion von NMDAR aus bestimmten 

GABAergen Interneuronen (36) beobachtet.  

 

1.2 Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis  

1.2.1 Einführung 

Im Jahr 2007 fielen 12 Frauen zwischen 14 und 44 Jahren aufgrund ihrer prominenten 

psychiatrischen Symptome, kognitiven Defizite, Dyskinesien, autonomen Dysfunktionen 

und qualitativen Bewusstseinsstörungen auf, weil sie alle Antikörper gegen den NMDAR 

mit im Serum und Liquor besaßen. Damit wurde 2007 die Anti-NMDA-Rezeptor 

Enzephalitis (NMDARE) erstbeschrieben (37). Ihre anfängliche Relevanz ließ sich nur 

schwer einschätzen. Sie ist nach der akuten disseminierten Enzephalomyelitis 

womöglich die zweithäufigste und mit am besten charakterisierte Autoimmunenzephalitis 

(38), dessen Inzidenz einzelner viral bedingter Enzephalitiden übertrifft (39, 40). In einer 

retrospektiven Studie repräsentierte die NMDARE 1% aller Aufnahmen junger Patienten 

zwischen 18 und 35 Jahren auf der Intensivstation (39).  

Dabei ist das Konzept von Autoimmunität durch Effektoren wie Antikörper oder 

zytotoxischen T-Zellen in der Neurologie nicht neu. Bereits 1965 (41) bzw. 1968 (42) 

wurden frühe Fälle von paraneoplastischen „Enzephalomyelitiden“ oder „limbischen 

Enzephalitiden“ in Fallserien beschrieben. Schon vor diesen Fallserien wurde 1961 im 

Zusammenhang mit Enzephalomyelitis und karzinomatöser Neuropathie die Möglichkeit 

einer immunvermittelten Genese diskutiert (43). Daraus folgte die Beschreibung einer 

Reihe von Enzephalitiden mit Antikörpern gegen intrazelluläre Antigene, wie z.B. die anti-

Hu assoziierte Enzephalitis 1985 (44) oder die Anti-Yo assoziierte Enzephalitis (45). Bei 

diesen Formen mehren sich jedoch die Hinweise auf eine T-Zell-vermittelte zytotoxische 

Genese (46, 47), sodass die Antikörper in diesen Fällen eher als Epiphänomen zu werten 

sind. Aber auch Fälle von antikörpervermittelten neurologischen Störungen sind schon 

länger bekannt. So konnte beispielsweise dem Acetylcholin-Rezeptor (AChR)-Antikörper 

bei Myasthenia gravis bereits 1976 eine pathologische Rolle in der Störung des 
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neuromuskulären Übergangs nachgewiesen werden (48). Die NMDARE verblieb nicht 

die einzige durch Antikörper vermittelte Enzephalitis. Seither wurden immer mehr 

autoimmune Enzephalitiden neu beschrieben, die u.a. mit Antikörpern gegen AMPA-

Rezeptoren (49), GABAA-Rezeptoren, GABAB-Rezeptoren (50, 51), Dopamin-2-

Rezeptoren (52), mGluR5 (53), LGI1 (54, 55), CASPR-2 (55) oder GAD65 (56) assoziiert 

sind. Die Entdeckung dieser autoimmunen Enzephalitiden betrifft viele Felder der Medizin 

und führte auch zu einem Paradigmenwechsel in der Diagnostik neuropsychiatrischer 

Störungen (57). 

 

1.2.2 Klinik der NMDARE  

Demographie 
Insgesamt sind ungefähr 80% der NMDARE-Patienten Frauen. Das mediane Alter bei 

Krankheitsbeginn beträgt 21 Jahre, dabei waren ca. 40% der Patienten jünger als 18 

Jahre (58). Die Erkrankung kann aber auch Kinder (58, 59) oder Patienten älter als 45 

Jahre betreffen. Bei älteren Patienten verläuft sie meist milder, führt jedoch häufig zu 

komplizierteren Verläufen (60). Bei fast 40% der Patienten lassen sich Tumore 

feststellen, die meisten davon sind Frauen mit Ovarialteratomen (58). Zudem wird die 

NMDARE auch mit anderen Neoplasien wie z.B. neuroendokrinen Tumoren (61, 62) und 

Lungenkarzinomen (kleinzellige Lungenkarzinome und Adenokarzinome) (63, 64) 

assoziiert.  

 

Symptomatik 
Klinisch wird die NMDARE mit einer typischen Symptomatik bei Erwachsenen (37, 57, 

58, 65-70) und einem phasenweisem Verlauf assoziiert, die in der Spätphase zu einer 

intensivmedizinischen Behandlung führen kann. Dabei kommt es am Anfang der 

Krankheit zu altersbedingten Unterschieden. Während Kinder häufig durch Symptome 

wie epileptische Anfälle, Dyskinesien und Insomnie auffällig werden, leiden Erwachsene 

anfangs meist an Verhaltensstörungen und Psychosen. Innerhalb von vier Wochen 

entwickeln die meist ein ähnliches Spektrum an Symptomen unabhängig vom Alter. Nur 

ungefähr 1% der Erkrankten verbleibt monosymptomatisch (58). Vereinzelt wurden 

auch andere Symptome beschrieben (s. Tabelle 1). 
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Zeitraum Typische Symptomatik 
In Anlehnung an Abbildung 1 aus Kayser, 2011 (68) 

~1 Woche • Prodromalphase: Fieber, Kopfschmerzen, Myalgien, Übelkeit/Erbrechen, 

Diarrhoe, Erkältungssymptome 

Tage bis 
Wochen 

• Psychiatrische Symptome: Ängstlichkeit, Agitiertheit, Verhaltensänderungen 
(Verhaltenslabilität, Aggressivität), Halluzinationen, Wahnvorstellungen, 

paranoide Gedanken, desorganisiertes Denken, Sprachstörungen, mnestische 

Störungen 

• Epileptische Anfälle 

Wochen bis 
Monate 

• neurologische Symptome: (orofaziale) Dyskinesien, epileptische Anfälle 

• autonome Instabilität: Hyperthermie, Blutdruckschwankungen, 

Herzrhythmusstörungen (Tachy-, Bradykardie, kardiale Pausen), zentrale 

Hypoventilation 

• quantitative Bewusstseinsstörungen bis hin zum Koma 

Monate bis 

Jahre 
• prolongierte Defizite: Störungen der Kognition und des Verhaltens (z.B. 

Impulsivität und Desinhibition), Schlafstörungen  
 

Untypische Symptome 

Insomnie (71), Late-onset Autismus (72), Fieber unklaren Ursprungs (73), Status epilepticus (74), 

Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (75, 76), Anorexia nervosa (77) 
 

Tabelle 1: Symptome der NMDARE 

 

1.2.3 Diagnostik 

Die Erkrankung sollte im Allgemeinen bei Patienten vermutet werden, die mehrere der 

oben genannte Symptome in kurzer Zeit entwickeln (57). Ein wichtiger Teil der Diagnostik 

besteht im Nachweis von NMDAR-Antikörper im Serum oder Liquor, wobei ein positiver 

Nachweis von IgG-GluN1-Antikörper im Liquor die Diagnose der NMDARE bestätigt (57, 

78-83). Generell sind intrathekale NMDAR-Antikörper-Titer intraindividuelle Biomarker, 

die mit der Symptomatik und der klinischen Remission korrelieren (66, 78). Häufig finden 

sich weitere Veränderungen im Liquor (67), in der Elektroenzephalographie (66) und in 

der Bildgebung (59, 66). Zudem wird eine Suche nach Ovarialteratoms oder anderer 

Tumore empfohlen (59, 66, 67). Die Schwierigkeiten in der Diagnose der 

Autoimmunenzephalitiden haben 2016 zu der Entwicklung von diagnostischen Kriterien 

durch eine Gruppe von Experten geführt (57, 84). 
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1.2.4 Therapieansätze 

Es existieren bisher keine prospektiv-randomisierten Studien zur Therapie der NMDARE, 

weshalb die Therapieentscheidung individuell an Patientenalter, -situation und 

Begleiterkrankungen angepasst werden sollte. Unter der Prämisse einer 

immunvermittelten Genese der Erkrankung wird sie meist mit immunsuppressiven/-

modulierenden Medikamenten behandelt und ggf. vorliegende Tumore reseziert (58, 59, 

85, 86). Die größte dazu publizierte Arbeit wurde 2013 als retrospektive Studie mit 501 

Patienten veröffentlicht, deren Therapie und Therapieerfolg analysiert werden konnte 

(58). 94% der NMDARE-Patienten erhielten eine immunsuppressive Primärtherapie 

(Glucocorticoide, intravenöse Immunglobuline, Plasmapherese) oder eine 

Tumorresektion, welche innerhalb von 4 Wochen zu einer Verbesserung für mehr als die 

Hälfte der Patienten führte. Bei ausbleibendem Therapieerfolg profitierten die Meisten 

von einer Zweitlinienimmuntherapie mit Rituximab oder Cyclophosphamid (58, 87). 75-

80% der Patienten erholen sich vollständig oder verbleiben mit nur milden neurologischen 

Defiziten (58, 66). Patienten können eine intensivmedizinische Behandlung über mehrere 

Wochen oder Monate benötigen (58, 66). Bis zu 7% der NMDARE-Patienten versterben 

(66, 88).  

 

1.3 Pathogenese der NMDARE 

1.3.1 Trigger der NMDARE 

Schon die Erstbeschreibung der NMDARE legte eine autoimmune Genese nahe, bei der 

eine Immunreaktion gegen Tumore zu einer Bildung von spezifischen NMDAR-

Antikörpern führt, welche mit neuropsychiatrischen Symptomen einhergingen (37). So 

wurde früh vermutet, dass der ektop exprimierte NMDA-Rezeptor durch seine 

Kolokalisation z.B. in Ovarialteratomen im Rahmen der Immunreaktion zur Bildung von 

NMDAR-spezifischen Antikörper führte. Unterstützung findet die Hypothese u.a. in der 

Beobachtung, dass in Teratomen von NMDARE-Patienten anders als in Kontrollen 

atypische Neurone gefunden wurden, in deren Nähe sich zudem inflammatorisches 

Infiltrat befand (89). 

Es stellte sich jedoch früh heraus, dass die NMDARE auch ohne vorliegende Neoplasie 

bzw. als nicht-paraneoplastisches Geschehen vorkommen kann (66, 90). Vor allem bei 

Kindern unter zwölf Jahren und männlichen Patienten lassen sich seltener Tumore 
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nachweisen (58). In folgenden Publikationen wurde zudem die Herpes-Simplex-Virus 

(HSV)-Enzephalitis als Auslöser der NMDARE bestätigt (91, 92). In einer prospektiven 

Beobachtungsstudie mit 51 eingeschlossenen an HSV-Enzephalitis-Patienten 

entwickelten mehr als ein Viertel zwei bis 16 Wochen später eine Autoimmunenzephalitis, 

64% davon eine NMDARE (93). Unterstützt werden diese Beobachtung von einem 

Mausmodel der NMDARE, die durch eine HSV-1-Enzephalitis induziert wird (94). 

Insbesondere bei Kindern werden ferner Virusinfektionen z.B. mit Varizella-Zoster-Virus 

(95), Parvovirus B19 (96), Masernvirus (97), Densovirus (98) und Japanische-

Enzephalitis-Virus (99) als Trigger der NMDARE diskutiert, sodass die Möglichkeit einer 

polyspezifischen B-Zellaktivierung bei genereller Inflammation des zentralen 

Nervensystems (ZNS) in Betracht gezogen werden kann. Ähnliche Beobachtungen 

wurden auch schon bei anderen Arten der ZNS-Inflammation gemacht. Bei der Multiplen 

Sklerose wird beispielsweise in ca. 90% der Patienten eine „MRZ-Reaktion“ mit 

intrathekaler Synthese von Antikörper gegen Masern, Röteln, Varizella-Zoster-Virus und 

HSV beobachtet (100). Auch das beobachtete saisonale Auftreten der pädiatrischen 

NMDARE deutet auf eine virale Ursache hin (101).  

 

1.3.2 Pathophysiologische Relevanz der NMDAR-Antikörper 

Die Rolle der NMDAR-Antikörper wurde zeitgleich mit der Entdeckung der NMDARE als 

ätiopathologische Ursache diskutiert, da die Symptome der Patienten mit Antikörpertitern 

korrelierten und IgG-Ablagerungen im Hippocampus und in der Amygdala gefunden 

wurden (37). Ein weiteres Argument für antikörpervermittelte Prozesse war das relativ 

gute Ansprechen der Patienten auf eine immunsuppressive Therapie wie Plasmapherese 

oder IVIGs. „Klassische“ paraneoplastische limbische Enzephalitiden wie die anti-Hu und 

anti-Yo assoziierte Enzephalitis mit T-Zellvermitteltem neuronalem Schaden sprechen 

meist gar nicht oder nur minimal auf eine immunsuppressive Therapie an (102, 103).  

Im Laufe der Jahre mehrten sich die Anzeichen für eine antikörpervermittelte 

Pathogenese. Erste Hinweise ergaben sich durch im Liquor befindliche oligoklonale 

Banden und erhöhte Proteine (66) sowie das Vorfinden von antikörperproduzierenden 

Zellen im Gehirn (104, 105), was eine intrathekale Synthese der Antikörper suggeriert 

(66, 106). Zudem zeigte sich eine Korrelation zwischen dem NMDAR-Antikörper-Titer 

und der Schwere der Symptomatik (67, 78, 107). 
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Im Jahr 2010 konnte eine vom Antikörper-Titer abhängige selektive und reversible 

Internalisierung synaptischer und extrasynaptischer NMDAR nach Bindung von anti-

NMDAR-IgG nachgewiesen werden, ohne dass es zu einer Veränderung der 

Synapsenzahl, der Dendritenstruktur oder zum Zelluntergang kommt (108). Auch ein 

Komplement-vermittelter Mechanismus konnte ausgeschlossen werden (104), weshalb 

von einem direkten pathologischen Effekt durch Antikörper ausgegangen werden konnte. 

Tierexperimente unterstützen die pathophysiologische Rolle der NMDAR-Antikörper. So 

führte die Behandlung von Nagetierneuronen mit Patientenliquor über extrazelluläre 

domänenabhängige Mechanismen zur Reduktion von synaptischen NMDAR, welche mit 

einer Blockierung der Langzeitpotenzierung einherging (109). Mäuse, die eine 

intraventrikuläre Infusion von Patienten-Antikörper erhielten, zeigten reversible 

mnestische Defizite, anhedonische und depressive Verhaltensänderungen mit parallelem 

Nachweis von NMDAR-Antikörpern im Gehirn der Tiere (110). 2016 gelang die 

Generierung von monoklonalen GluN1-Antikörpern aus Gedächtnis-B-Zellen im 

Patientenliquor. Eine Bindung dieser Antikörper an ATD des NMDAR war ausreichend, 

um morphologische und elektrophysiologische Veränderungen durch Herunterregulation 

von NMDAR herbeizuführen (111), ohne dass andere Faktoren wie z.B. anti-neuronalen 

Antikörpern oder eine Komplementaktivierung notwendig waren. Interessanterweise 

wiesen aus Patientenliquor gewonnene GluN1-Antikörper nur wenige bis keine 

somatische Hypermutation auf, die in etablierten in-vitro Assays pathogen waren (112).  

Ein weiterer Hinweis für die pathophysiologische Relevanz der NMDAR-Antikörper wird 

aus Beobachtungen eines transplazentaren Transfers von NMDAR-Antikörpern von 

schwangeren Patientinnen auf das Embryo ersichtlich (113, 114). In einem 

systematischen Review mit 13 schwangeren NMDARE-Patientinnen wiesen 10 

Neugeborene neurologische Defizite auf (115). Zwei der Patientinnen hatten 

Fehlgeburten unklarer Ursache und eine Patientin musste aufgrund der bilateral 

vorliegenden Teratome die Schwangerschaft abbrechen. Unterstützt werden die 

Beobachtungen durch Tierstudien, in denen monoklonale NMDAR-Antikörper aus 

Patienten schwangeren Mäusen injiziert wurden. Der Nachwuchs präsentierte sich mit 

einer erhöhten postnatalen Mortalität, zeigten Verhaltensänderungen und wiesen 

verminderte Hirnvolumina auf (116). 

Lange Zeit galt daher das Paradigma, dass IgG-NMDAR-Antikörper pathognomisch für 

die NMDARE sind. Überraschenderweise wurden in den letzten Jahren Arbeiten 

veröffentlicht, die diesen Ansatz zumindest teilweise relativieren. In insgesamt mehr als 
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5000 gesunden und kranken Individuen wurde eine altersabhängige GluN1-spezifische 

Antikörper Seroprävalenz für IgM, IgA und IgG von bis zu mehr als 20% beobachtet (117). 

Untersucht wurden Proben von Patienten die an neuropsychiatrischen (z.B. 

Schizophrenie, Morbus Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose, Schlaganfall, etc.) oder 

auch an häufigen Erkrankungen wie z.B. arterieller Hypertonie oder Diabetes mellitus 

litten (117-121). Unabhängig der Vorerkrankungen haben 10% der 40-Jährigen und 20% 

der 80-Jährigen NMDAR-Antikörper im Serum. Es zeigten sich unabhängig von 

Vorerkrankungen mit Gesunden vergleichbare Antikörpertiter und Verteilungen der 

Immunglobulinklassen (117). Eine Auswahl isolierter Serum-Antikörper, auch die von 

Gesunden und unabhängig der Immunglobulinklasse, bewirkte in in-vitro-Experimenten 

eine Internalisierung von NMDAR und folglich messbare elektrophysiologische 

Veränderungen (117). Die klinische Relevanz von IgA NMDAR-Antikörper im Serum 

wurde schon 2012 diskutiert, als in Patienten mit progressiver Dysfunktion unklarer 

Ätiologie IgA-Antikörper gefunden wurden (122). Relativiert werden diese 

Beobachtungen von einer 2018 veröffentlichen Studie mit 300 neuropsychiatrisch 

erkrankten Individuen (darunter auch Patienten mit NMDARE), in denen IgA- und IgM-

NMDAR-Antikörper nur selten und unspezifisch im Serum beobachtet wurden (83). Es 

bleibt weiterhin offen, welche Rolle NMDAR-Antikörper in Gesunden besitzen. 

 

1.3.3 Risikofaktoren für NMDAR-Antikörper 

Es stellt sich die Frage, welche Faktoren für die Bildung von NMDAR-Antikörper 

prädisponieren. Mit der Entdeckung der NMDARE bestand die Vermutung einer 

pathognomischen Relevanz von NMDAR-Antikörper im Rahmen eines 

paraneoplastischen Geschehens (37). Wie jedoch bereits oben beschrieben wurden 

weitere Trigger der Erkrankung, v.a. Tumorerkrankungen und virale Infektionen diskutiert.  

Unabhängig von der Enzephalitis wurden z.B. die Influenza A- oder B- Infektionen (121), 

zunehmendes Alter (117) und genetische Komponenten als Risikofaktoren für eine 

erhöhte Seroprävalenz von NMDAR-Antikörpern identifiziert. In einer genomweiten 

Assoziationsstudie konnte die Variante rs524991, relevant in der NMDAR-Biologie, mit 

NMDAR-Antikörpern assoziiert werden (121). 
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1.3.4 Bindungsdomäne der NMDAR-Antikörper 

Ein weiterer Aspekt, der sich mit der Erforschung der NMDARE stellt, ist das Epitop der 

Antikörper. Als eine Bindungsstelle der Autoantikörper wurde früh die GluN1-Untereinheit 

des NMDAR vermutet, da schon in der Erstbeschreibung eine Kolokalisation von NMDAR 

beobachtet wurde, von der zugleich der Name der Erkrankung abgeleitet wurde (37). In 

späteren Jahren veröffentlichte Arbeiten stellten fest, dass die extrazelluläre 

aminoterminale Domäne der GluN1-Untereinheit des NMDAR als Epitop notwendig und 

ausreichend für die Bindung von NMDAR-Antikörpern aus NMDARE-Patienten ist und 

dabei die Region N368/G369 eine entscheidende Rolle einnimmt (111, 123).  

Neue Publikationen mit NMDAR-Antikörpern aus Seren von gesunden und kranken 

Individuen beobachten jedoch auch weitere Bindungsdomänen. Dazu gehören Epitope 

der extrazellulären Liganden-Bindungsdomäne und ATD, aber auch der intrazellulären 

C-terminalen Domäne sowie der extra große Porendomäne (M1, M2, M3). NMDAR-

Antikörper Seropositivität war in der Hälfte der untersuchten Seren 

polyklonal/polyspezifisch und wahrscheinlich mono- oder oligoklonal in der anderen 

Hälfte. Es konnte kein krankheitsspezifisches Muster gefunden werden. Auch waren die 

Epitope innerhalb der untersuchten Gruppen (erkrankt und gesund) vergleichbar (117). 

 

1.3.5 Pathophysiologische Relevanz der T-Zellen in der NMDARE 

Die Rolle der T-Zellen im Immunsystem 
Welche Rolle spielen T-Zellen bei der Pathogenese der NMDARE? Dazu muss die Rolle 

der T-Zellen im Immunsystem betrachten werden. Das Immunsystem reagiert gegen ein 

fremdes Antigen typischerweise mit einem zweizeitigen Verlauf. Beim Erstkontakt mit 

einem fremden Antigen kommt es initial zu einer unspezifischen z.B. durch 

Makrophagen- oder das Komplementsystem-vermittelten Immunreaktion, welche in eine 

hochspezifische adaptive Immunantwort übergeht. In der adaptiven Immunantwort 

nehmen B- und T-Zellen eine zentrale Rolle ein. B-Zellen sind in der Lage zu 

Plasmazellen zu differenzieren und Antikörper zu sezernieren. Deren Beteiligung an der 

Pathogenese der NMDARE wurde bereits erörtert (s. 1.3.2). T-Zellen werden in zwei 

Hauptpopulationen eingeteilt: die CD4-exprimierenden T-Helferzellen (TH-Zellen) und die 

CD8-exprimierenden zytotoxischen T-Zellen, welche mit ihrem T-Zell-Rezeptor ihr 

spezifisches Antigen auf Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-Molekülen erkennen. 

TCR entstehen durch die zufällige somatische Rekombination von V-, D- und J-
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Gensegmenten, wodurch jeder individuelle TCR eine einzigartige Antigenspezifität 

besitzt. Reife CD8+-T-Zellen erkennen mit ihrem TCR Peptide von fremden Antigenen 

auf MHC-Klasse-I-Molekülen, welche von körpereigenen Zellen präsentiert werden, und 

sind darin spezialisiert, infizierte Zellen zu eliminieren. Sie gehören zur adaptiven 

zellulären Immunantwort. Für die adaptive humorale Immunantwort sind CD4+-T-Zellen 

unabdingbar. Sie aktivieren B-Zellen und führen zu einer Produktion von 

antigenspezifischen hochaffinen Antikörpern: Antigenpräsentierende Zellen (z.B. 

dendritische Zellen und B-Zellen) nehmen Antigene auf und präsentieren 

Peptidfragmente dieser Antigene über das MHC-II-Molekül auf der Zelloberfläche (124). 

Die TCR-Bindung mit dem MHC-II/Peptid-Komplex aktiviert antigenspezifische CD4+-T-

Zellen, welche darauf u.a. den CD40-Liganden (CD40L, auch CD154) auf der 

Zelloberfläche exprimieren (125). Durch die darauffolgende Sekretion von Zytokinen und 

die Bindung von CD154 mit CD40 auf der B-Zelloberfläche kommt es zur B-Zell-

Aktivierung mit Proliferation und Differenzierung zu Plasmazellen (s. Abbildung 2) (126). 

Intrazellulär führt die Aktivierung zu einem Isotypenklassenwechsel der Immunglobuline 

und zu somatischen Hypermutationen in den hypervariablen Bereichen der Antikörper. 

Als Folge werden antigenspezifische hochaffine IgA, IgE oder IgG gebildet, während in 

der primären Immunantwort hauptsächlich weniger affine IgM-Antikörper gebildet wurden 

(127). Die Notwendigkeit der CD40-CD154-Interaktion wird durch Tierexperimente 

verdeutlicht, bei denen der Isotypenklassenwechsel in CD40- (128) oder CD154-

defizienten Mäusen (129) ausblieb. 

CD4+-Zellen sind aber auch an der Regulierung anderer Immunzellen wie z.B. 

Makrophagen, CD8+-T-Zellen und neutrophilen Granulozyten beteiligt und können die 

Immunreaktionen auch supprimieren. Um dieses weite Aufgabenspektrum zu erfüllen, 

sezernieren CD4+-T-Zellen unterschiedliche Zytokine, anhand derer TH-Zellen in 

unterschiedliche Untergruppen eingeteilt werden. TH1-Zellen mit den Leitzytokinen 

Interferon-γ (IFNγ) und Interleukin (IL)-2, TH2-Zellen mit ihrem Leitzytokin IL4 und 

regulatorische T-Zellen (Treg) gehören zu den am besten untersuchten CD4+-T-Zellen. 

TH1-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Immunreaktion gegen intrazelluläre 

Krankheitserreger und führen zu einer verstärkten zellulären Immunantwort und zum 

Klassenswitch zu IgG. Die TH2-Zell-Antwort richtet sich meist gegen extrazelluläre 

Krankheitserreger und geht mit einer starken humoralen Immunantwort mit 

Klassenswitch zu IgE einher (130). Neben diesen eher proinflammatorischen T-Zellen 

existieren auch IL-10- und TGFβ-produzierende Tregs, die die Immunreaktion 
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supprimieren (131). Immunzellen und Zytokine vermitteln dabei nicht immer entweder 

pro- oder anti-inflammatorische Immunreaktionen. Während Zytokine wie z.B. TNFα, IL-

17 und IFNγ eine eher proinflammatorische Wirkung besitzen (130, 132), führt die 

Kombination des eigentlich antiinflammatorischen TGFβ mit IL-6 zu einer Differenzierung 

naiver T-Zellen zu pro-inflammatorischen TH17-Zellen (133). Die Richtung der 

Immunantwort ist von der Summe der beteiligten Immunzellen und Zytokine abhängig. 

In der adaptiven Immunantwort kommt es neben der Bildung von den beschriebenen 

Effektor-T-Zellen, die die Immunreaktion akut mediieren, auch zur Ausbildung eines 

Immungedächtnisses in Form von Gedächtnis-B- und T-Zellen. Bei erneutem 

Antigenkontakt lassen sich diese Gedächtniszellen leichter und schneller aktivieren, 

wodurch ein Schutz auch noch Jahre nach dem ersten Kontakt gewährleistet wird (134). 

Gedächtnis-T-Zellen lassen sich u.a. über die CD45RO-Expression von naiven 

CD45RA+-T-Zellen unterscheiden (135). 

 

 
Abbildung 2: T-Zell-abhängige Aktivierung der B-Zellen 

Die CD4-exprimierende TH-Zelle bindet mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR) das auf dem MHC-Klasse-II-

Molekül präsentierte Peptid eines Antigens. Dieses wurde vorher von dem B-Zell-Rezeptor (BCR) der B-

Zelle erkannt und zu Peptiden verarbeitet. Durch die Erkennung des Antigens durch den TCR wird die T-

Zelle aktiviert und exprimiert CD154 auf seiner Zelloberfläche. Dieses bindet CD40 auf der B-Zell-

Oberfläche. Durch diesen Zell-Zell-Kontakt und durch die von der T-Zelle sezernierten Zytokine, welche 

von den jeweiligen Zytokin-Rezeptoren der B-Zelle erkannt werden, wird die B-Zelle aktiviert. Angelehnt an 

Abbildung 6.3 aus (136) 
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Aktueller Stand der Forschung bezüglich der Beteiligung von T-Zellen in der 
NMDARE 
Wie oben beschrieben findet die Erforschung der NMDAR-Antikörper und ihre Rolle in 

der NMDARE viel Aufmerksamkeit. Das Auffinden von pathologischen Keimbahn-GluN1-

Antikörpern könnte auf eine Pathogenese ohne notwendigen Einfluss von CD4+-T-Zellen 

hinweisen (112). Direkte Analysen von T-Zellen in Patienten mit NMDARE sind in der 

Literatur bisher nicht zu finden. Es existieren jedoch vereinzelt Befunde in der Diagnostik 

und Forschungsergebnisse aus näherer Vergangenheit, die eine T-Zell-Beteiligung 

suggerieren. Erste Hinweise ergeben sich in der Liquordiagnostik, wo die ersten sechs 

Monate der Erkrankung mit neuropsychiatrischen Symptomen häufig von einer 

moderaten Pleozytose im Liquor begleitet werden (68). Untersuchungen des Liquors aus 

dem akuten/ subakutem Krankheitsstadium ergaben außerdem erhöhte IL17-, IL6- oder 

CSCL10-Werte, die auf eine T-Zell-Beteiligung von T-Zellen hinweisen (137, 138). 

Parallel ergaben Auswertungen von Hirnbiopsien und Autopsien dazu passende Infiltrate 

von B-Zellen, Plasmazellen, CD4+-T-Zellen sowie Mikrogliaaktivierung. CD8+-Zellen und 

neuronale Schäden waren seltener vorzufinden (37, 104, 139-141). Das deckt sich mit 

Beobachtungen in CD8+-T-Zellvermittelte Enzephalitiden, die durch ausgedehnten 

neuronalen Schaden charakterisiert sind (102, 103, 139).  

Es existiert zudem ein Tiermodel mit aktiver Immunisierung von Mäusen mit 

konformationsstablisiertem GluN1/GluN2B-Heteromeren des NMDARE. Mäuse 

entwickelten eine fulminante Enzephalitis, deren Symptome vergleichbar mit der 

Ausprägung der NMDARE im Menschen waren. Begleitet wurde das 

neuroinflammatorische Geschehen mit Infiltraten von B-Zellen, Plasmazellen, 

Mikrogliaaktivierung, CD4+-T-Zellen, polyklonaler Antikörperproduktion gegen mehrere 

Epitope der GluN1- und GluN2-Untereinheit und wenig neuronalem Schaden sowie 

wenig/keinem CD8+-T-Zellinfiltrat (142). Im gleichen Versuchsaufbau mit Knockout-

Mäusen ohne reife B-Zellen produzierten diese wie vermutet nach aktiver Immunisierung 

keine Antikörper und entwickelten keine Verhaltensstörungen. Aber auch Mäuse ohne 

reife T-Zellen (CD4- und CD8-Knockout) präsentierten keine Symptome, zeigten 

histopathologisch keine Hinweise auf eine Inflammation und bildeten keine NMDAR-

Antikörper. Überraschenderweise zeigen Tierversuche mit passiv immunisierten Mäusen 

keine Bewegungsstörungen oder epileptische Anfälle (110, 143, 144), wie es bei diesem 

Tiermodell der aktiven Immunisierung der Fall war. Aktiv Immunisierte ähneln in ihrer 

Symptomatik daher eher menschlichen Patienten in der akuten (inflammatorischen) 
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Phase der NMDARE, während passiv immunisierte Tiere sich eher Patienten in der 

späteren Phase ähneln. Dieses Tiermodell stärkt die Vermutung einer CD4+-T-

Zellbeteiligung in der Pathogenese der NMDARE (142). 

 

Analyse von antigenspezifischen T-Zellen 
Wie können nun T-Zellen analysiert werden, die an der NMDARE beteiligt sind? Es ist 

hierbei wichtig T-Zellen, die für das Antigen spezifisch sind, zu untersuchen und vom 

Großteil der anderen im Blut befindlichen T-Zellen abzugrenzen. Dabei stellen die 

Frequenzen, insbesondere die der autoantigenspezifische T-Zellen eine große Hürde in 

ihrer Untersuchung dar. Während die Frequenz von antigenspezifischen CD4+-T-Zellen 

gegen Viren zwischen 1 Zelle in 102 - 106 liegt, werden die Frequenzen von 

autoantigenspezifischen und naiven T-Zellen auf 1 Zelle in 104 - 107 geschätzt (145-148). 

Antigenspezifische T-Zellen konnten daher für lange Zeit nur in Kultur nach 

antigenspezifischer Proliferation analysiert werden. Die Isolation dieser Zellen wurde 

1996 mit der Entwicklung der Tetramer-Technologie ermöglicht, bei der T-Zellen lösliche 

Peptide des Zielantigens an MHC-Tetramer-Molekülen binden und mit der 

Durchflusszytometrie nachgewiesen konnten (149). Zur Analyse müssen jedoch noch 

folgende Punkte beachtet werden: 1) Für die Nutzung von MHC-Tetrameren muss das 

Zielantigen im Detail charakterisiert sein, da nur Peptide mit einer Länge von acht bis 25 

Aminosäuren (AS) von MHC-Molekülen präsentiert werden können (150). 2) Eine 

funktionelle Analyse der T-Zell-Antwort benötigt die vorherige Stimulation der T-Zellen 

mit ihrem spezifischen Antigen und eine nachfolgende immunohistologische Färbung zur 

Detektion der funktionellen Parameter. 3) Die niedrige Frequenz der Zielzellen stellt auch 

für die Durchflusszytometrie ein Problem dar. Für die Detektion von sehr niedrigen 

Zellfrequenzen (<0.1%) ist aufgrund des Hintergrundsignals nach immunohistologischer 

Färbung und der besseren Auflösung in der anschließenden Analyse eine 

Voranreicherung der Zellen notwendig (145, 151). Mit der Methode des Antigen-reactive 

T-cell enrichment (ARTE) konnten die genannten Probleme wirksam adressiert werden, 

indem die Methode die für die T-Zell-abhängige B-Zellaktivierung essentielle CD40-154-

Interaktion ausnutzt (s.o). Mononukleäre Zellen (PBMCs) aus dem Blut werden mit dem 

Antigen/ den Antigenen inkubiert, wodurch enthaltene antigenpräsentierende Zellen das 

Antigen/ die Antigene verarbeiten und entsprechende MHC-II/Peptid-Komplexe auf der 

Zelloberfläche präsentieren. Dadurch ist die genaue Charakterisierung des Zielantigens 

nicht notwendig und gleichzeitig eine Aktivierung der Zielzellen möglich. CD4+-T-Zellen 
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erkennen antigenspezifisch über ihren TCR ihr Antigen und exprimieren als Reaktion 

CD154 (125, 152), anhand derer eine magnetische Markierung stattfindet. Aktivierte T-

Zellen werden anschließend über magnetische Säulen angereichert, immunohistologisch 

gefärbt und mit Hilfe eines Durchflusszytometers analysiert (s. 2.4.1). 

 

1.4 Hypothese 

GluN1-Antikörper sind ein kennzeichnendes Merkmal der NMDARE, deren 

pathologische Relevanz bereits nachgewiesen werden konnte. Ausgehend von der 

Prämisse einer adaptiven humoralen Immunantwort mit Bildung von autoreaktiven 

Antikörpern nach Kontakt mit dem NMDAR in ektop exprimiertem Gewebe (z.B. in 

Teratomen) oder im Rahmen eines inflammatorischen Geschehens (z.B. im Rahmen 

einer HSV-Enzephalitis) erfolgt diese typischerweise unter Beteiligung von CD4+-T-

Zellen. Nach wechselseitiger Aktivierung von B- und CD4+-T-Zellen über die CD154-

CD40-Interaktion kommt es neben der Sekretion von Antikörper durch Plasmazellen auch 

zur Bildung eines humoralen Gedächtnisses in Form von B- und T-Gedächtnis-Zellen. 

Daten aus Liquoruntersuchungen, Gehirnbiopsien und -autopsien in NMDARE-Patienten 

unterstützen die Hypothese einer CD4+-T-Zell-Beteiligung. Jedoch existieren auch 

widersprüchliche Befunde wie z.B. die Existenz von Keimbahn-GluN1-Antikörper, welche 

auf eine mögliche CD4+-T-Zellunabhängige Genese hinweisen.  

In dieser Arbeit werden extrazelluläre Domänen der GluN1-Untereinheit synthetisiert und 

zur Stimulation von T-Zellen mit Hilfe des Antigen-reactive T cell enrichment – Protokolls 

(148) genutzt. Dadurch können mithilfe der Durchflusszytometrie die seltenen GluN1-

reaktiven CD4+-TH-Zellen quantifiziert und charakterisiert werden. Mit den Ergebnissen 

soll die Frage einer möglichen CD4+-T-Zell-Beteiligung an der Pathogenese der 

NMDARE beantwortet werden.  

Um die CD4+-T-Zell-Beteiligung an der NMDARE nachzuweisen, sollen folgende 

Hypothesen mit den dahinter aufgelisteten Schritten getestet werden: 

 

Hypothese 1: Die CD154-CD40-Interaktion zwischen T- und B-Zellen spielt eine zentrale 

Rolle in der Synthese von hochaffinen IgG-Antikörpern, wie sie auch in Patienten mit 

NMDARE gefunden werden. Daher lässt sich in NMDARE-Patienten im Vergleich zu 

einer gesunden Kontrollgruppe eine erhöhte Frequenz von GluN1-spezifischen 

CD154+CD4+-T-Zellen  finden. 
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• Synthese und Aufreinigung der extrazellulären Domänen ATD und S1-S2 der 

GluN1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors  

• Stimulation von T-Zellen mit krankheitsspezifischen Antigenen 

• Magnetische Isolation, immunohistologische Färbung und Analyse von GluN1-

spezifischen CD154+CD4+-T-Zellen von NMDARE-Patienten und gesunden 

Kontrollen im Durchflusszytometer 

 

Hypothese 2: GluN1-spezifische CD154+CD4+-T-Zellen in NMDARE-Patienten zeigen 

eine verstärkte Produktion von weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen (TNFα und 

IFNγ).  

• Messung der TNFα- und IFNγ-Expression innerhalb der GluN1-spezifischen 

CD154+CD4+-T-Zellen 

 

Hypothese 3: Gesunde Kontrollen und Patienten zeigen nach Stimulation mit Negativ- 

und Positiv-Kontrollen keine Unterschiede in der Frequenz von antigenspezifischen 

CD154+CD4+-T-Zellen oder in der Expression von TNFα und IFNγ. Die Unterschiede in 

der T-Zell-Antwort sind daher nicht auf eine immunsuppressive Therapie von NMDARE-

Patienten zurückzuführen. 

• Stimulation von NMDARE-Patienten und gesunden Kontrollen mit einem 

Neoantigen KLH und mit dem Lysat von Candida albicans (C. albicans) 

• Magnetische Isolation, immunohistologische Färbung und Messung der KLH- und 

C. albicans-reaktiven CD154-, TNFα- und IFNγ-Expression durch CD4+-T-Zellen 

von NMDARE-Patienten und gesunden Kontrollen im Durchflusszytometer 

 

Hypothese 4: Die Frequenzen der CD4+-T-Zellen innerhalb der peripheren 

blutmononukleären Zellen (PBMCs) zeigen zwischen NMDARE-Patienten und gesunden 

Kontrollen keine Unterschiede. Unterschiede in Frequenz der CD154-, TNFα- und IFNγ-

Expression durch CD4+-T-Zellen sind daher nicht auf eine Abweichung der T-Zell-

Verteilung innerhalb PBMCs zurückzuführen 

• Messung von unstimulierten PBMCs jedes Probanden im Durchflusszytometer 

und Bestimmung des CD4+-T-Zell-Anteils innerhalb der PBMCs 
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2  Material und Methodik 

2.1  Labormaterialien 

Für die unten aufgeführten Experimente wurden die folgenden Labormaterialien 

genutzt. 

 
Puffer Zusammensetzung 

4x SDS-Probenpuffer 160 mM TRIS, 40% Glycerol, 9.8% SDS, 300 mM Dithiothreitol, 14 mM 

Bromphenolblau 

FACS-Puffer PBS, 2% Fetales Kälberserum 

Lauf-Puffer 192 mM Glycine, 25 mM TRIS, 0.1% SDS, pH 8.3 

PBS 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4 

PEB Puffer PBS, 2 mM EDTA, 0.5% BSA 

Sammelgelpuffer 0.5 M Tris/HCl, 0.4% SDS, pH 6.8 

TBE-Puffer 89 mM TRIS, 0.89 mM Borsäure, 2mM EDTA  

TBS-Puffer 20 mM TRIS, 150 mM NaCl 

TBST TBS-Puffer, 0.1% Tween-20 

Trenngelpuffer  1.5M Tris/HCL, 0.4% SDS, pH 8.8  

 
Erstantikörper Antigen Wirt Hersteller Artikelnr. 

Anti-GST-Antikörper GST Ziege GE Healthcare 27457701 

Anti-GluN1-

Antikörper 

AS 660-811 des GluN1 (Ratte, 

UniProt Id: P35439) 

Maus Synaptic 

Systems 

114011 

Anti-GluN1-

Antikörper 

AS 35-53 des GluN1 (Ratte, 

UniProt Id: P35439) 

Kaninchen Synaptic 

Systems 

114003 

 

Zweitantikörper Wirt Spezies Hersteller Artikelnr. 

Esel α-Ziege-IgG-Meerrettich 

Peroxidase (HRP) 

Esel Ziege Santa Cruz 

Biotechnology 

Sc-2020 

Ziege α-Kaninchen-IgG-HRP Ziege Kaninchen Vector Laboratories PI-1000-1 

Ziege α-Maus IgG-HRP Ziege Maus Dianova 115-035-003 
 

Fluorochrom-gekoppelte 
Antikörper 

Wirt Spezies Hersteller  Artikelnr. 

α-CD4-APC-Vio770 ms hum  Miltenyi Biotec 130-096-652 

α-CD8-APC ms hum  Miltenyi Biotec 130-091-076 

α-CD14-FITC ms hum Miltenyi Biotec 130-098-063 

α-CD20-FITC ms hum  Miltenyi Biotec 130-091-108 
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α-CD45RA- VioGreen ms hum  Miltenyi Biotec 130-096-921 

α-CD45RO-VioBlue ms hum  Miltenyi Biotec 130-099-044 

α-CD154- PerCP-Vio700 recomb. Hum hum  Miltenyi Biotec 130-109-474 

α-IFNγ-PE recomb. Hum hum  Miltenyi Biotec 130-109-233 

α-TNFα- PE-Vio770 hum hum  Miltenyi Biotec 130-096-755 
 

Kits und Zellfärbung Hersteller Artikelnr. 

CD154 Microbead KIT (α-CD154-Biotin; α-Biotin-MicroBeads), 

human 

Miltenyi Biotec 130-092-658 

FcR Blocking Reagenz Miltenyi Biotec 130-059-901 

Inside Stain KIT (Inside Fix mit 3.7% Formaldehyde; Inside Perm 

Puffer mit Detergens und 0.05% Natriumazid) 

Miltenyi Biotec 130-090-477 

MACS® Comp Bead Kit, anti-human Igκ (MACS® Comp Beads – 

anti-human, MACS® Comp Beads – blank) 

Miltenyi Biotec 130-103-187 

MACS® Comp Bead Kit, anti-mouse Igκ (MACS® Comp Beads – 

anti-mouse, MACS® Comp Beads – blank) 

Miltenyi Biotec 130-097-900 

ViobilityTM 488/520 Fixable Dye Miltenyi Biotec 130-109-812 

α-CD40 (Pure-functional grade) Miltenyi Biotec 130-094-133 

 
Geräte Hersteller Artikelnr. 

BG-SYS Vari-gel Maxi Gel Electrophoresis System Scie Plas VG-SYS 15845561 
Branson Digital Sonifier® Model S-250D Branson Digital 101-063-589 

Branson UltrasonicsTM SonifierTM Disruptorhorn Branson Digital 101-147-037 

Branson UltrasonicsTM SonifierTM Microtip 1/8“ Microtip Branson Digital 101-148-062 

Digitaler Taumelrollenmischer Stuart® SRT6D 

Eppendorf® Thermomixer Compact Eppendorf 5384000020 

FisherbrandTM Miniröhrchen-Rotator Fisher Scientific 15534080 

Fluorescence-activated cell sorter (FACS) Canto II BD 338962 

ImageQuantTM LAS 4000 GE Healthcare 28955810 

Inkubations-Kreisschüttler, Professional 3500 vwr 444-7084 

Labcycler SensoQuest 012-103 

Mini-PROTEAN Tetra Cell (inkl. Probenkämmen, Glasplatten, 

Gießständen, Gießrahmen, Elektrophorese-Halterung) 

Bio-Rad 1658000EDU 

PowerPac Basic Power Supply Bio-Rad 1645050 

RH Basic – Magnetrührer mit Heizplatte IKA 0005019700 

Thermo Scientific™ Heraeus™ Fresco™ 21 Mikrozentrifuge Thermo Scientific™ 75002425 

Thermo ScientificTM HeraeusTM Megafuge 16R Universalzentrifuge Thermo ScientificTM 75004270 

Thermo ScientificTM MultiskanTM GO Mikrotiterplatten-

Spektrophotometer 

Thermo Scientific™ 51119300 
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Laborutensilien Hersteller Artikelnr. 

BD FACSFlowTM Trägerflüssigkeit BD 342003 

BD Vacutainer® CPTTM -Röhrchen BD 362782 

Bio-Spin Disposable chromatography columns  Biorad 723-6008 

Corning® ThermowellTM GOLD Polypropylene PCR-Röhrchen, 0.2 

mL 

Fisher Scientific 10163872 

Dialyseschlauch Carl Roth 1780 

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1.5 mL, Eppendorf QualityTM, farblos Eppendorf 0030120086 

Eppendorf Tubes® 5.0 mL mit Schnappdeckel, Eppendorf 

QualityTM, farblos 

Eppendorf 0030119401 

Falcon® 12-well clear flat bottom not treated multiwell cell culture 

plate 

BD 351143 

Falcon® 5 mL Round Bottom Polystyrene Test Tube  BD 352008 

FalconTM konische Zentrifugenröhrchen, 15 mL Fisher Scientific 352096 

FalconTM konische Zentrifugenröhrchen, 50 mL Fisher Scientific 352070 

FisherbrandTM Paddel für 50 mL-Röhrchen Fisher Scientific 15564140 

MACS® Columns (inkl. sterilem Kolben je Säule) Miltenyi Biotec 130-042-201 

MACS® MultiStand Miltenyi Biotec 130-042-303 

OctoMACS® Separator Miltenyi Biotec 130-042-108 

Petrischale Sarstedt 82.1473.001 

Reaktionsgefäß ROTILABO® 1.5 mL schwarz Carl Roth AA80 

ThermoFisher ScientificTM PierceTM 96-Well-Mikrotiterplatten Thermo Scientific 15041 

Transfermembran ROTI® PVDF 0.45, 375x26.5cm Carl Roth T.830 

Zählkammer Neubauer-Improved (0100 mm Tiefe) Laboroptik  

 
PCR-Materialien Hersteller Artikelnr. 

2-Log DNA Ladder NEB N3200L 

Desoxynukleotidtriphosphat-Mix, je 25 mM Invitrogen 10297018 

Gel Loading Dye, Orange (6X) NEB B7022S 

HotStarTaq DNA Polymerase mit ThermoPol® Puffer NEB M0267X 

Midori Green Advance NIPPON Genetics MG04 

Nuklease-freies Wasser NEB B1500S 

pGEX Vorwärtsprimer  eurofins  

pGEX Rückwärtsprimer eurofins  

pGEX-6P-1 Vektor GE Healthcare 28-9546-48 

 
Bakterienstamm Hersteller Artikelnr. 

E. coli – Stamm BL21 (DE3) NEB C2527I 
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Reagenzien und Chemikalien Hersteller Artikelnr. 

1,4-Dithiotreitol Carl Roth 6908 

2-Mercaptoethanol (55 mM) Gibco  21985023 

Agarose Broad Range  Carl Roth T846 

Albumin Fraktion V, proteasefrei (BSA) Carl Roth T844 

Ammoniumperoxidsulfat Carl Roth 9592 

Ampicillin Natriumsalz  Carl Roth K029 

Brefeldin A Sigma-Aldrich B6542 

Bromphenolblau AppliChem APA2331 

C. albicans Lysat Stallergenes Greer XPM15D3A5 

cOmpleteTM, EDTA-free  Protease Inhibitor Cocktail Roche 216.27 

DNase I Roche 10104159001 

Ethanol Carl Roth K928 

Ethylendiamintetraessigsäure Sigma-Aldrich 03690 

Glutathione SepharoseTM 4B GE Healthcare 52-2303-00 

Glycerol Carl Roth 3783 

Harnstoff Carl Roth X999 

Isopropanolol Carl Roth 6752 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid  Invitrogen 15529019 

Keyhole limpet hemocyanin (4 mg/ mL) Stellar Biotechnologies KLH-05NR 

Lysogeny broth - Medium (Luria/Miller) Carl Roth 6673 

Lysozym from chicken egg white Sigma L6876 

Methanol Carl Roth 0082 

Milch Carl Roth T145 

Natriumchlorid Carl Roth P029 

Natriumdodecylsulfat Sigma  75746 

PageRulerTM vorgefärbte Proteinleiter Thermo Scientific 26617 

PierceTM BCATM Protein-Assay (inkl. BCA Reagenz A mit 

Bicinchoninsäure und BCA Reagenz B mit Kupfersulfat) 
Thermo Scientific 23225 

PierceTM PageBlueTM Proteinfärbelösung Thermo Scientific 24620 

ROTIPHORESE®NF-Acrylamid/Bis-Lösung 30 Carl Roth A124 

SOC-Medium Sigma-Aldrich S1797 

SuperSignalTM West Femto (inkl. Luminol/Enhancer und 

stabiler Peroxidpuffer) 

Thermo ScientificTM 34094 

Tetramethylethylendiamin Bio-Rad 1610801 

TRIS-Hydrochlorid Carl Roth 9090 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Carl Roth 4855 

Triton® X-100 Th.Geyer 8013 

Tween-20 AppliChem A4974 
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Software Entwickler 

FlowJoTM v10.5.3 BD 

GraphPad Prism v7.5 GraphPad Software 

ImageQuant TL 7.0 GE Healthcare 

Microsoft Office Microsoft 

SkanIt Software 3.2.1.4 RE for Multiskan GO Thermo Scientific 

 
Zellkultur Hersteller Artikelnr. 

Fetales Kälberserum, superior Biochrome S0615 

Humanes AB-Serum Sigma-Aldrich H4522 

HEK293T-Zellen    

Phosphatgepufferte Salzlösung GibcoTM 10010023 

Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium GibcoTM 11875093 

Trypan Blue Solution Cell Culture tested Sigma T8154 
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2.2 Synthese von extrazellulären Domänen des NMDAR 

2.2.1 Versuchsaufbau 

 
Abbildung 3: Versuchsaufbau zur Expression von Domänen des GluN1 

DNA-Abschnitte im pGEX-6p-1-Vektor wurden in kompetenten E. coli mit Hitzeschock transformiert (A). 

Nach Ausstreichen auf Agarplatten mit Ampicillin-versetzten Nährmedium wuchsen nur E. coli, die die 

Ampicillin-Resistenz mit dem Plasmid aufgenommen hatten (B). Nach zusätzlicher Kontrolle der erfolgten 
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Transformation mit Hilfe von Kolonie-PCR und Agarose-Gelelektrophorese (C) wurde von diesen E. coli 

ein Glycerolstock erstellt (D), mit dem im weiteren Verlauf Nährmedium inokuliert wurden (E). Wachsende 

E. coli in Kultur wurden mit IPTG induziert und somit zur Proteinexpression angeregt (F). Nach 

Bakterienaufschluss durch Einfrieren, Sonifikation und Zugabe von Triton X-100 (G) erfolgte die 

Zentrifugation, wodurch sich die Zielproteine im Überstand des Lysats befanden (H). Diese GST-getaggten 

Fusionsproteine wurden mit Affinitäts-Beads inkubiert (I) und gebundene Proteine anschließend über 

Chromatographiesäulen mithilfe des Elutionsmediums von den Beads eluiert (K). Es erfolgte eine Dialyse 

gegen PBS (L), womit aufgereinigtes Protein gewonnen wurde (M). Durch Gelelektrophorese, Dot Blots 

und Proteinbestimmung nach Bradford mittels Bicinchoninsäure (BCA)-Test wurden Qualität und Quantität 

der Proteine bestimmt (N). 

 

2.2.2 Klonierung 

Plasmid 
Die Plasmide zur Expression der GluN1-Untereinheiten des NMDA-Rezeptors wurden 

freundlicherweise von Kollegen bereitgestellt. Die DNA-Sequenzen für ATD und S1-S2 

wurden jeweils in einen pGEX-6p-1-Vektor mit enthaltenem Ampicillin-Resistenzgen 

kloniert. In der von ihnen durchgeführten Sequenzierung konnte die korrekte Ausrichtung 

und Ligation bestätigt und keine wesentlichen Mutationen festgestellt werden. Das DNA-

Fragment von ATD bestand aus 1179 bp und von S1-S2 aus 873 bp. In anschließend 

transformierten E. coli konnten dadurch N-terminal getaggte GST-Fusionsproteine ATD-

GST und S1S2-GST exprimiert werden. Die Größe des GST-Tags liegt bei 633 bp. 

 

Hitzeschock-Transformation 
Die Plasmid-DNA mit den Konstrukten GST, ATD-GST und S1S2-GST wurden in 

kompetente E. coli Zellen vom Stamm BL21 (DE3) transformiert. Die bei -80°C gelagerten 

DNA-Plasmide und die kompetenten E. coli tauten auf Eis auf. Für jedes Konstrukt wurde 

1 µL Plasmid zu 100 µL kompetenten Zellen zugegeben und resuspendiert. Nach 30 

Minuten Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock für 45 Sekunden bei 42°C im 

Thermomixer. Nach weiteren 5 Minuten auf Eis wurden 500 µL des auf 37°C 

vorgewärmten SOC-Mediums hinzugegeben. Anschließend wurden die Bakterien bei 

37°C und 300 rpm für eine Stunde im Thermomixer geschüttelt. 50 µL je Ansatz wurden 

auf 37°C warmen LB-Agar-Platten (mit 100 µg/ mL Ampicillin) verteilt. Die Kulturplatten 

verblieben über Nacht bei 37°C im Inkubator. Bakterien, welche das Plasmid mit 

aufgenommen haben, konnten aufgrund der darin codierten Ampicillin-Resistenz 

Kolonien bilden.   
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Kolonie-Polymerase-Kettenreaktion 
PCR: Zur Vorbereitung der PCR wurden alle Agenzien in einem Master-Mix mit dem 

Vorwärtsprimer (5’[GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG]3’) sowie dem Rückwärtsprimer 

(3‘[CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG]5‘) zu einem PCR-Master-Mix auf Eis 

zusammengemischt (s. Tabelle 2, Taq-Polymerase zuletzt). 50 µL Mix wurde je Ansatz 

in ein 200 µL Reaktionsgefäß gegeben. Die ausgewählten mit Plasmiden transformierten 

Bakterienkolonien wurden mit je einer Pipettenspitze abgetragen und sortiert auf eine 

neue LB-Agar-Platte übertragen. Anschließend wurden die an der gleicher Pipettenspitze 

verbliebenen anhaftenden Bakterien in einem separaten Reaktionsgefäß mit dem PCR-

Master-Mix resuspendiert. Die neue LB-Agar-Platte wurde über Nacht bei 37°C im 

Brutschrank und 5% CO2 inkubiert. Die Reaktionsgefäße wurden in einen PCR-

Thermocycler (Labcycler – SensoQuest) mit einem voreingestellten Programm gestellt 

und prozessiert (s. Tabelle 3). 

Agarose-Gelelektrophorese: Die entstandenen PCR-Produkte wurden zur Kontrolle der 

ungefähren Basenpaarlänge mit der Agarose-Gelelektrophorese nach Größe getrennt. 

Dazu wurde ein 1% Agarose in TBE-Gel mit 1:10000 Midori Green bei 600W für 3.5 

Minuten erhitzt und in eine Form mit Probenkämmen zum Trocknen gegossen. 1 µL 

Orange Loading Dye (6X) wurde in einer 1:6 Verdünnung mit dem jeweiligen PCR-

Produkt (5 µL) bzw. mit 1 µL 2-Log DNA Ladder und 4 µL destilliertes Wasser (dH2O) zur 

Quantifizierung der DNA-Länge vermischt. Die Proben wurden in separate 

Probentaschen pipettiert und das Gel in einem horizontalem Gel-Elektrophorese-System 

für 20 Minuten bei 130 V angeschlossen. Anschließend wurde das Gel unter UV-Licht 

fotografiert.  

 
Agenzien Stock-

konzentration 
Volumen/ 
Ansatz [µL] 

Beispiel mit 10 Ansätzen 
(+10 % Überschuss) [µL] 

Taq-DNA-Polymerase 5 units/ µL 0.15 1.65 

Desoxynukleotidtriphosphat-Mix 25 mM 0.25 2.75 

pGEX Vorwärtsprimer  50 µM 0.2 2.2 

pGEX Rückwärtsprimer  50 µM 0.2 2.2 

PCR-Puffer 10x Puffer 2.5 27.5 

H2O (PCR-Grad, steril)  21.7 238.7 

Gesamtvolumen  25 275 

Tabelle 2: Zusammensetzung des PCR-Mastermixes 
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Schritt Temperatur Zeit 

1. 95°C 5 Minuten 

2. 95°C 30 Sekunden Wiederholung der 

Schritte 2-4 werden 

für 35 Zyklen  
3. 58°C 30 Sekunden 

4. 68°C 1 Minute 

5. 68°C 10 Minuten 

6. 4°C Bis zur Elektrophorese 

Tabelle 3: Einstellung des Thermocyclers für die Kolonie-PCR 

 

Glycerolstock 
Je Konstrukt wurde eine einzelne Bakterien-Kolonie von der LB-Agar-Platte mit einer 

sterilen Pipettenspitze aufgenommen und in je 8 mL LB-Medium (mit 100 µg/ mL 

Ampicillin inokuliert. Diese verblieben über Nacht (ca. 17 Stunden) in einem 

Erlenmeyerkolben im Schüttelinkubator bei 37°C und 300 rpm. Zur Herstellung des 

Glycerolstocks wurden je 500 µL Kultur mit 500 µL sterilfiltriertem Glycerol (40% in dH2O) 

in 1.5 mL Reaktionsgefäßen bei -80°C gelagert.  

 

2.2.3 Synthese der Fusionsproteine 

Expression des Fusionsproteins 
Vorkultur: Im Folgenden wird das Vorgehen für die Synthese eines Fusionsproteins 

beschrieben. Die Aufreinigung für GST, ATD-GST und S1S2-GST erfolgte in separaten 

Ansätzen. 250 mL LB Medium versetzt mit 100 µg/ mL Ampicillin wurden mit einem 

Pipettenspitzenabstrich aus dem Glycerolstock inokuliert und über Nacht bei 37°C und 

270 rpm im Inkubations-Kreisschüttler geschüttelt.  

Hauptkultur: Mittels Hilfe des Spektrophotometers wurde die optische Dichte des sterilen 

LB-Mediums mit Ampicillin bei einer Wellenlänge von 600 nm (OD600) ermittelt. Dieser 

Wert diente als Leerwert für spätere Messungen. Anschließend wurde Vorkultur im 

Verhältnis von 1:10 zum Medium gegeben, bis die OD600 ungefähr 2.2 betrug. Diese 

Hauptkultur wurde für 90 Minuten bei 37°C und 270 rpm inkubiert. Bei einer OD600 von 

0.8, in der Phase des exponentiellen Bakterienwachstums, wurde die Kultur für 30 

Minuten bis zum Erreichen der Raumtemperatur auf Eis runtergekühlt. Für den späteren 

Proteinnachweis wurden 2 mL Kultur als Probe „nicht induziert“ entnommen. Zur 

Induktion der Proteinexpression wurde IPTG als künstlicher Induktor des lac-Operons auf 

dem Plasmid in einer Konzentration von 0.01 mM zugegeben. Nach 90 Minuten 
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Inkubation bei Raumtemperatur bei 270 rpm wurde 2 mL Kultur für die Kontrolle 

„induziert“ entnommen. Die Kultur wurde auf 50 mL Falcons aufgeteilt und für je 15 

Minuten bei 3500 rpm zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in PBS mit PIC im Verhältnis 

von 1:50 (PBS+PIC: Hauptkultur) resuspendiert, in Stickstoff eingefroren und bei -80°C 

gelagert.  

 

Proteinaufreinigung 
Vorbereitung der Glutathion-Sepharose 4B Affinitätsmatrix: Vor Gebrauch der 

Affinitätsmatrix wurde diese gründlich resuspendiert. Es wurden 250 µL Matrix in ein 50 

mL Falcon übertragen und die Matrix 2 Mal mit je 20 mL PBS bei 4°C und 500 g auf 

einem Rotator (FisherbrandTM Rotator mit Paddel für 50 mL-Röhrchen) gewaschen. Der 

Überstand wurde abgesaugt und verworfen. 

Proteinbindung an Affinitätsmatrix: Die Bakteriensuspension wurde in einem warmen 

Wasserbad bei 37°C aufgetaut und sofort auf Eis gelagert, um Proteinabbau zu 

verlangsamen. Es erfolgte die Zugabe von je einer Spatelspitze Lysozym und DNase. 

Anschließend wurden die Zellen mit dem Ultraschallgerät (Branson Digitial Sonifier® mit 

Disruptorhorn und Microtip) für 2 Mal je 5 Minuten bei einer Amplitude von 30% und 2 

Schlägen/Sekunde zum Zellaufschluss sonifiziert. Die Bakteriensuspension wurde dabei 

auf Eis gekühlt und regelmäßig geschwenkt. Nach Zugabe von 10%igem Triton X-100 

1:10 (Endkonzentration 1% Triton X-100) wurde die Suspension bei 4°C für 30 Minuten 

inkubiert. Das Lysat wurde anschließend auf 2 mL Reaktionsgefäße aufgeteilt und bei 

14800 g bei 4°C für 15 Minuten in der Mikrozentrifuge zentrifugiert. Ein 2 mL 

Reaktionsgefäß mit Zellpellet (Probe „Pellet“) wurde in 300 µL dH2O resuspendiert sowie 

50 µL des Zelllysats (Probe „Lysat“) wurden für die Kontrolle entnommen. Beide wurden 

bei -20°C gelagert. Der Überstand wurde zur gewaschenen Affinitätsmatrix gegeben und 

für 45 Minuten bei 4°C inkubiert. Dabei kommt es zur Bindung der GST-markierten 

Proteine an die Glutathion-Sepharose 4B Affinitätsmatrix.  

Proteinelution und Dialyse: Die Affinitätsmatrix und der Überstand wurden bei 4°C und 

500 g für 5 Minuten zentrifugiert. Vom Überstand wurden 50 µL als Probe „ungebunden“ 

entnommen und bei -20°C gelagert. Der restliche Überstand wurde verworfen. Nachdem 

die Matrix 3 Mal mit je 20 mL PBS bei 4°C und 500 g gewaschen und in 5 mL PBS 

resuspendiert wurde, wurde sie auf eine Chromatographiesäule transferiert werden. Je 

nach Volumen der Hauptkultur erfolgte die Elution, indem 3 Mal 166-333 µL 

Harnstofflösung 8 M auf die Chromatographiesäule mit Affinitätsmatrix gegeben und das 
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Eluat in einem 1.5 mL Reaktionsgefäß gesammelt wurde. Das Eluat wurde in einen 

Dialyseschlauch übertragen und drei Mal gegen 3.3 L PBS bei 4°C über Nacht auf einem 

Magnetrührer dialysiert. Nach der letzten Dialyse wurden 50 µL als Probe „Eluat“ 

entnommen und bei -20°C gelagert. Das gereinigte Protein wurde in ein 1.5 mL 

Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C gelagert.  

 

2.2.4 Proteinnachweis 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Vorbereitung der Gele: Zur Einordnung der Molekülgröße der synthetisierten 

Fusionsproteine wurde die SDS-PAGE verwendet. Zur Vorbereitung von 75 mm dicken 

Polyacrylamid-Gelen wurden die Agenzien nach Tabelle 4 im jeweiligen 15 mL/ 50 mL 

Falcon-Tube gemischt. Die Zugabe von TEMED zur Polymerisation erfolgte jeweils kurz 

vor dem Gießen. Die Trenngel-Lösung wurde in die Gelvorlage gegossen und zur 

Verhinderung von Blasenbildung am Meniskus mit Isopropanolol abgedeckt. Nach 

abgeschlossener Polymerisation nach ungefähr einer Stunde wurde Isopropanolol 

abgekippt, die Sammelgel-Lösung zugegossen und ein Probenkamm zur Formierung von 

Probentaschen eingesetzt. Kurz vor Beladen des Gels wird der Probenkamm entfernt.  

Vorbereitung der Proben: Die Proben „nicht induziert“ und „induziert“ wurden für 5 

Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert. Die entstandenen Zellpellets wurden in 25 µL 4x SDS-

Probenpuffer und 75 µL dH2O resuspendiert und wurden bis zur weiteren Nutzung bei -

20°C gekühlt. Die Proben „Lysat“, „ungebunden“, „Pellet“ und „Eluat“ wurden im 

Verhältnis von 1:4 mit 4x SDS-Probenpuffer vermischt. Alle Proben wurden für 5 Minuten 

im Thermomixer bei 95°C aufgekocht und direkt danach auf 4°C auf Eis runtergekühlt. 5 

µL der Proteinleiter sowie je 30 µL der Proben wurden in separate Probentaschen 

pipettiert. Leere Probentaschen wurden mit 30 µL SDS-Probenpuffer befüllt. Die Gele 

wurden in die Halterung in der Gelelektrophoresekammer (Mini-Protean Tetra cell) 

befestigt und die Kammer mit Lauf-Puffer aufgefüllt. 

Gelelektrophorese: Initial wurde eine elektrische Spannung von 70 V für 10 Minuten 

angelegt. Nach abgeschlossener Migration der Proben vom Sammelgel in das Trenngel 

wurde zur Auftrennung nach Proteingröße für 90 Minuten 130 V angelegt.  

Coomassie-Färbung: Die Gele wurden drei Mal für je 10 Minuten mit dH2O gewaschen 

und anschließend mit Proteinfärbelösung im Dunkeln über Nacht bei Raumtemperatur 
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und 50 rpm inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit dH2O wurden die Gele 

fotografiert.  

 
Agenzien 2 x Sammelgele 2 x Trenngel 

dH2O 3.7 mL 2 mL 

Puffer 1.5 mL Sammelgel-Puffer 2 mL Trenngel-Puffer 

Acrylamid 1 mL 3 mL 

TEMED 30 µL 30 µL 

Ammoniumperoxidsulfat 30 µL 30 µL 

Tabelle 4: Schema zur Herstellung von Sammel- und Trenngelen 

 

Dot Blot 
Präparation der PVDF-Membran: Dot Blots dienten dem qualitativen Nachweis der 

Proteine. Als Positiv-/ Negativkontrollen dienten sonifizierte GluN1-transfizierte HEK-

Zellen, welche von Kollegen bereitgestellt wurden, und GST. Je Erstantikörper wurde 

eine PVDF Membran in einer Petri-Schale vorbereitet und markiert. Mithilfe von je 2 µL 

100%igem Methanol wurde die hydrophobe PVDF Membran an den markierten Stellen 

aktiviert bevor je 2 µL des aufgereinigten Fusionsproteins (ATD-GST oder S1S2-GST) 

sowie der Kontrollen appliziert wurden. Nach einer Stunde Trocknen wurden sie in 50 mL 

Falcons übertragen und mit jeweils 12 mL 5% Milch/TBST für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur und 50 rpm auf einem Taumelrollenmischer geblockt.  

Immundetektion: Über Nacht erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikörper in einer 

Verdünnung von 1:1000 (Kaninchen anti-GluN1- und Maus anti-GluN1-Antikörper) bzw. 

1:5000 (Ziege anti-GST-Antikörper) in 6 mL 5% Milch/TBST bei 4°C und 50 rpm. Am 

Folgetag wurden die Membranen 3 Mal für 10 Minuten in TBST gewaschen und der 

Zweitantikörper appliziert. Die HRP-konjugierten Ziege-α-Kaninchen-, Ziege-α-Maus- 

bzw. Esel-α-Ziege-Antikörper wurden jeweils 1:6000 in 12 mL 5%Milch/TBST verdünnt. 

Nach 2 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur und 50 rpm wurden die Membranen 

erneut drei Mal in 10 mL TBST gewaschen. Zur Entwicklung wurde ECL-Lösung 

SuperSignalTM West Femto vorbereitet indem Luminol/Enhancer und stabiler 

Peroxidpuffer 1:2 vermischt wurden. Die Membran wurde mit einem ImageQuant und 

dem Programm ImageQuant TL entwickelt, nachdem je Membran 500 µL ECL-Lösung 

appliziert und anschließend mit Plastikfolie bedeckt wurde. Im Abstand von 15 Sekunden 

wurden mit zunehmender Belichtungszeit Bilder sukzessive aufgezeichnet bis eine 

Färbung deutlich sichtbar wurde. 
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Proteinbestimmung nach Bradford mit dem BCA-Test 
Vorbereitung der Standards und der BCA-Arbeitsreagenz: Zur quantitativen 

Proteinbestimmung kam der BCA-Test zum Einsatz. Aus einem 2 mg/ mL BSA-Bestand 

wurde eine Verdünnungsreihe mit BSA-Endkonzentration von 2000, 1500, 1000, 750, 

500, 250, 125, 25 und 0 µg/ mL erstellt. Die BCA-Arbeitsreagenz setzte sich aus BCA 

Reagenz A (mit Bicinchoninsäure) und B im Verhältnis 50:1, Reagenz A:B zusammen. 

Je Standard und zu messende Probe wurde 200 µL der Arbeitsreagenz plus 200 µL 

Überstand angesetzt.  

Proteinbestimmung: Jede Probe/Standard wurde jeweils 2 Mal im gleichen Durchlauf 

gemessen. Dazu wurden je 25 µL der Probe/ des Standards zusammen mit 200 µL 

Arbeitsreagenz in einzelne Näpfchen einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Nach 30 

Sekunden gründlichen Schüttelns im Mikroplatten-Lesegerät wurde die Platte bei 37°C 

für 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde im gleichen Gerät die 

Absorption photometrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm quantifiziert. In der 

integrierten SkanIt Software des Mikroplatten-Lesegerätes wurde der Mittelwert der 

Leerwerte aus Standard I von jeder anderen Messung subtrahiert. Eine Standardkurve 

wurde anhand der 9 BSA-Verdünnungsproben generiert und mithilfe einer Vier-

Parameter-Logistik angepasst. Anhand dieser konnte die Konzentration der Proteine 

abhängig von ihrer photometrischen Absorption bestimmt werden, wenn der Korrelations-

Koeffizient R2 größer als 0.99 war. 

 

2.3 Studienkohorte 

Alle klinischen Untersuchungen wurden gemäß den ethischen Grundsätzen der 

Deklaration von Helsinki durchgeführt. Für die Untersuchungen liegt die Zustimmung von 

der Ethikkommission der Charité vor. Von allen Probanden wurde eine schriftliche, 

informierte Einverständniserklärung am Zentrum für Autoimmunenzephalitis, Abteilung 

für Neurologie, Charité- Universitätsmedizin Berlin, eingeholt.  

Zwischen Januar 2017 und Juli 2018 wurden 16 Patienten mit NMDARE und 22 alters- 

und geschlechtsspezifisch abgestimmte Kontrollen in die Studie aufgenommen. Die 

Patienten wurden aufgrund der NMDARE an der Charité versorgt oder befanden sich in 

der Nachversorgung. Alle NMDARE-Patienten erfüllten die diagnostischen Kriterien der 

NMDARE, u.a. ein charakteristisches klinisches Erscheinungsbild zusammen mit 

hochtitrigen NMDAR-Autoantikörpern im Liquor. 
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2.4 Anreicherung antigenreaktiver T-Zellen (ARTE) 

2.4.1 Versuchsaufbau 

 
Abbildung 4: Versuchsaufbau zur Anreicherung und Färbung antigenspezifischer CD4+-T-Zellen 

Die Anreicherung erfolgte durch magnetische Markierung der Zielzellen und deren anschließender Isolation 

sowie Charakterisierung nach dem etablierten Antigen-reactive T-cell enrichment – Protokoll (148). Aus 

NMDARE-Patienten und Kontrollen wurde venöses Blut entnommen und die PBMCs isoliert (A). Zur T-

Zell-Stimulation wurden zu jedem Napf mit 1x107 PBMCs in einer 12-Well-Platte ein Antigen zugegeben, 

wodurch aktivierte antigenspezifische T-Zellen CD154 exprimierten. Um die anschließende 

Herunterregulation von CD154 durch CD40 auf antigenpräsentierenden Zellen zu verhindern dienten 

funktionelle CD40-Antikörper zur Blockierung der Rezeptor-Liganden-Bindung. Durch Hinzufügen von 
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Brefeldin A konnte der Proteintransport vom Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum 

unterbrochen werden, wodurch die Sezernierung von Zytokinen wie Interferon-γ und TNF-α unterbunden 

wurde. Als Folge kam es zur intrazellulären Akkumulation von Zytokinen (B). Aktivierte T-Zellen wurden 

magnetisch markiert, indem sie α-CD154-Biotin- und α-Biotin-magnetische Beads inkubiert wurden (C). 

Nicht-markierte Zellen wurden über Säulen im magnetischen Feld negativ-selektiert und verworfen (D). Die 

Säulen wurden anschließend aus dem Magneten entfernt und markierte Zellen eluiert (E). Durch Zugabe 

von immunofluoreszierenden Antikörpern wurden Zellen auf der Oberfläche, nach Fixierung und 

Permeabilisierung auch intrazellulär markiert (F). Die Zielzellen wurden im Durchflusszytometer 

quantifiziert und charakterisiert (G). 

 

2.4.2 PBMC-Isolation und Zellzählung 

PBMC-Aufbereitung 
PBMCs beinhalten u.a. Lymphozyten und Monozyten, die für die Immunantwort eine 

wichtige Rolle spielen. Zur Isolierung von PBMCs erfolgte eine venöse Blutabnahme 

beim Probanden mittels spezieller CPT-Röhrchen mit integriertem FICOLLTM-Gradienten. 

Die Blutproben wurden innerhalb von 2 Stunden bei Raumtemperatur (21°C) bei 1600 g 

für 25 Minuten zentrifugiert, wodurch sich das venöse Vollblut in Schichten aufteilte. Die 

Röhrchen wurden unter einer sterilen Arbeitsbank eröffnet und die oberen 2 mL des 

Plasmas verworfen. Nach vorsichtiger Resuspension der PBMCs mit dem verbliebenen 

Plasma wurden sie in 50 mL Falcons transferiert. Die einzelnen Röhrchen wurden je 2 

Mal mit jeweils 1 mL PBS gespült und die gespülte Flüssigkeit in das 50 mL Falcon 

gegeben. Die Falcons wurde mit PBS auf 50 mL aufgefüllt, verschlossen und bei 4°C bei 

300 g für 15 Minuten zentrifugiert. Die Falcons wurden abgekippt und das Zellpellet durch 

Pipettieren in 10 mL PBS resuspendiert. Daraus wurden 100 µL für die Zellzählung 

entnommen. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS (50 mL PBS, 4°C, 15 Minuten) 

wurden die PBMCs in einer Konzentration von 1x107 PBMC in 1 mL RPMI/5% humanes 

AB-Serum resuspendiert, in 12-Well-Kulturplatten ausgesät und über Nacht (~12 

Stunden) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Je ein Näpfchen mit 1x107 

PBMCs wurde zur Stimulation mit einem Antigen benötigt.  

 

Zellzählung 
Die Zellzählung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer – Improved und 

berechnete sich mit folgender Formel: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙/𝑚𝑙 = 𝑛	(𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡) ∗ 10	(𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) ∗ 10! 
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Von den 100 µL der während der PBMC-Präparation entnommenen Zellsuspension 

wurden 10 µL mit 90 µL PBS/0.4% Trypanblau vermischt (Verdünnungsfaktor 1:10) und 

10 µL in die Zählkammer gegeben. Trypanblau diente der Markierung toter Zellen. Durch 

die Zählung der vier 4x4 Felder ergab sich ein Mittelwert (n) aus dem sich die Zellzahl je 

mL errechnen ließ.  

 

2.4.3 Antigenstimulation 

Zu jedem Stimulationsansatz wurde 10 µL CD40 Antikörper (100 µg/ mL) zugegeben, 

sodass die Endkonzentration 1 µg CD40-Antikörper/ mL betrug. Diese Antikörper 

blockieren CD40 auf antigenpräsentierenden Zellen, weshalb die Internalisierung von 

exprimierten CD154 auf aktivierten CD4+-T-Zellen verhindert wird. Je Proband wurde ein 

individuelles Näpfchen mit 1x107 PBMCs mit einem Antigen für 7 Stunden bei 37°C und 

5% CO2 stimuliert. Als Antigene fungierten die synthetisierten Fusionsproteine ATD-GST 

(10 µg), S1-S2-GST (10 µg), GluN1 (ATD-GST und S1-S2-GST, jeweils 10 µg), das 

Neoantigen KLH (200 µg/ mL), Negativ- (100 µL PBS) und Positivkontrollen (20 µg/ mL 

C. albicans – Lysat). Ein Ansatz pro Proband verblieb unstimuliert zur Berechnung der 

Original (ORI)-Fraktion der PBMCs, aus der sich die CD154+-CD4+-T-Zellfrequenz 

herleiten ließ. Nach 5 Stunden Inkubation erfolgte die Zugabe von 2 µg/ mL Brefeldin A, 

welches durch Inhibition des intrazellulären Proteintransports die Sekretion von 

Zytokinen wie Interferon-γ und TNF-α aus der Zelle hemmt.  

 

2.4.4 Magnetische Separation aktivierter Zellen 

Jeder Stimulationsansatz wurde in ein separates 5 mL Reaktionsgefäß überführt, das 

jeweiligen Näpfchen mit 2 mL PEB gespült und in das Reaktionsgefäß überführt. Nach 

einem Waschschritt (300 g bei 4°C für 6 Minuten) wurde der Überstand abgekippt. Für 

die magnetische Markierung aktivierter Zellen wurde im ersten Schritt zu jedem Ansatz 

10 µL α-CD154-Biotin zugegeben. Nach 10 Minuten Inkubationszeit bei 4°C wurden die 

Zellen erneut mit 2 mL PEB gewaschen und der Überstand abgekippt. Im zweiten Schritt 

wurde 10 µL α-Biotin-MicroBeads-Antikörper je Ansatz zugegeben und für 15 Minuten 

bei 4°C inkubiert. Nach erneutem waschen der Zellen wurde das Zellpellet in 500 µL PEB 

aufgenommen. Nachdem die MACS MS Columns im OctoMACS Separator am MACS 

Multistand platziert und mit je 500 mL PEB gespült wurden, wurde die Zellsuspension auf 
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die Säule gegeben. Mithilfe des magnetischen Feldes des OctoMACS Separators und 

den ferromagnetischen Sphären in den MACS MS Columns wurden magnetisch 

markierte Zellen in der Säule gehalten. Die durchgelaufene Zellsuspension wurde 

verworfen. Zur Umpufferung wurde die Säulen mit 500 µL PEB und anschließend mit 500 

µL PBS gespült.  

 

2.4.5 Extra- und intrazelluläre Färbung 

Extrazelluläre Färbung: Die Färbung der aktivierten Zellen erfolgte in den magnetischen 

Säulen. Dafür wurde ein Antikörper-Mix (s. Tabelle 5) in einem verdunkelten 

Reaktionsgefäß vorbereitet. Je Ansatz wurde zudem Fc-Rezeptor (FcR) Blocking 

Reagenz zur Verhinderung der Bindung der Antikörper an Fc-Rezeptoren humaner 

Zellen zugegeben, womit die Spezifität der Immunofluoreszenzfärbung erhöht wird. 

Zusätzlich wurde 1 µL Viobility 488/520 Fixable Dye zur Differenzierung lebender und 

toter Zellen verwendet. Der AK-Mix wurde auf die Säule mit den magnetisch fixierten 

Zellen appliziert. Nach 15 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln 

wurde die Säule mit 500 µL PBS gewaschen und anschließend aus dem Magneten 

entfernt. Die Zellen wurden unter Druck eines Kolbens mit 500 µL PEB mechanisch aus 

der Säule in ein 5 mL Reaktionsgefäß eluiert.  

 
Antikörper/ Agens / Puffer Verdünnung Volumen je 

Ansatz [µL] 
Beispiel mit 10 Ansätzen 
(+10 % Überschuss) [µL] 

α-CD4-APC-Vio770 1:11 5.45 59.95 

α-CD8-APC 1:11 5.45 59.95 

α-CD14-FITC 1:11 5.45 59.95 

α-CD20-FITC 1:11 5.45 59.95 

α-CD45RA-VioGreen 1:11 5.45 59.95 

α-CD45RO-VioBlue 1:11 5.45 59.95 

FcR Blocking Reagenz 1:11 5.45 59.95 

Viobility 488/520 Fixable Dye  1.00 11.00 

PBS  20.85 229.35 

Gesamtvolumen  60 660 

Tabelle 5: Zusammensetzung des extrazellullären Antikörper-Mixes 

 

Fixierung der Zellen: Zu jeder Zellsuspension wurden 200 µL Inside Fix mit Formaldehyd 

zur Fixierung verwendet. Nach 10 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur im 
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Dunkeln wurden die Zellen auf ein zweites vorbereitetes MACS MS Column gegeben. 

Die Zellen wurden mit 500 µL PEB gewaschen und mit 200 µL Inside Perm Puffer 

umgepuffert. Dadurch werden die Zellen permeabilisiert und für die anschließende 

intrazelluläre Immunofluoreszenzfärbung zugänglich gemacht. 

Intrazelluläre Färbung: Ein zweiter Antikörper-Mix (s. Tabelle 6) zur intrazellulären 

Färbung wurde in verdunkelten Reaktionsgefäßen vorbereitet und auf die magnetische 

Säule gegeben. Nach 15 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde 

die Säule mit 200 µL Inside Perm Puffer gewaschen und aus dem Magneten entfernt. Die 

Zellen wurden unter Druck eines Kolbens mit 1000 µL PEB aus der Säule in ein 5 mL 

Reaktionsgefäßg eluiert. Nach Zentrifugation (300 g, 5 Minuten, 4°C) wurden 750 µL des 

Überstandes entfernt und das Zellpellet im Restvolumen (~250 µL) resuspendiert. Die 

Lagerung der Probe bis zur FACS-Messung erfolgte verdunkelt auf Eis. 

 
Antikörper/ Agens/ Puffer Verdünnung Volumen je 

Ansatz [µL] 
Beispiel mit 10 Ansätzen 
(+10 % Überschuss) [µL] 

α-IFNγ-PE 1:11 5.45 59.95 

α-TNFα-PE-Vio770 1:11 5.45 59.95 

α-CD154-PerCP-Vio700 1:11 5.45 59.95 

FcR Blocking Reagenz 1:11 5.45 59.95 

Inside Perm Puffer  38.2 420.2 

Gesamtvolumen  60 660 

Tabelle 6: Zusammensetzung des intrazellulären Antikörper-Mixes 

 

2.4.6 Original-Fraktion (ORI) 

Aus dem nicht stimulierten Ansatz wurden die Zellen in ein 5 mL Reaktionsgefäß 

überführt, das Näpfchen mit 2 mL PEB gespült und in das Reaktionsgefäß übertragen. 

Nach Zentrifugation (300 g bei 4°C für 6 Minuten) wurde der Überstand abgekippt und 

auf PBS umgepuffert. Die Zellen wurden mit 1 mL PBS gewaschen, erneut zentrifugiert 

und der Überstand abgekippt. Zum Zellpellet wurden 60 µL eines zuvor vorbereiteten 

extrazellulären AK-Mixes (s. Tabelle 7) gegeben und das Pellet resuspendiert. Nach 15 

Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln erfolgte ein weiterer 

Waschschritt mit PBS. Zur Fixierung wurden die Zellen in 500 µL PEB und 200 µL Inside 

Fix resuspendiert. Die Lagerung der Probe bis zur Messung im Durchflusszytometer 

erfolgte verdunkelt auf Eis. 
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Antikörper/ Agens / Puffer Verdünnung Volumen je 
Ansatz [µL] 

Beispiel mit 4 Ansätzen 
(+10 % Überschuss) [µL] 

α-CD4-APC-Vio770 1:11 5.45 23.98 

α-CD8-APC 1:11 5.45 23.98 

α-CD14-FITC 1:11 5.45 23.98 

α-CD20-FITC 1:11 5.45 23.98 

FcR Blocking Reagenz 1:11 5.45 23.98 

Viobility 488/520 Fixable Dye  1.00 4.4 

PBS  31.75 139.7 

Gesamtvolumen  60 264 

Tabelle 7: Zusammensetzung des extrazellulären Antikörper-Mixes für die ORI-Färbung 

 

2.5 Durchflusszytometrie 

2.5.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie 

Funktionsweise: In der Flusszelle des Durchflusszytometers passieren meist 

Fluorochromen gekoppelte Zellen in einer Trägerflüssigkeit einzeln mehrere Laser 

(fokussiertes Licht mit einer spezifischen Wellenlänge). Abhängig von Volumen und 

intrazellulärer Granularität streuen die Zellen das Licht in unterschiedlichem Maß. 

Darüber hinaus emittieren unterschiedliche Fluorochrome Licht mit unterschiedlichen 

Wellenlängen. Diese Signale werden über Linsen gesammelt und durch Spiegel zu den 

gewünschten Detektoren mit Lichtfiltern reflektiert. Dabei werden Bandpass- und 

Langpass-Filter unterschieden. Bandpass-Filter detektieren Licht eines schmalen 

Lichtspektrums (beispielsweise lässt ein 530/30-Filter lässt Licht zwischen 515-545 nm 

passieren; das gefilterte Emissionsspektrum beträgt somit 30 nm). LP-Filter detektieren 

Licht nur oberhalb einer bestimmten Wellenlänge (685LP-Filter detektiert Licht mit einer 

Wellenlänge >685 nm). Die Detektoren sind in der Lage u.a. die Dauer und die Intensität 

des Signals zu ermitteln. 

Fluorochrome: Fluorochrome werden in der Immunfluoreszenzfärbung genutzt. Hierbei 

kommt es nach Anregung mit Licht zur Emission von Licht mit höherer Wellenlänge. 

Durch die Absorption eines Photons im Fluorochrom kommt es zur Überführung eines 

Elektrons von einem energiearmen Grundzustand in einen energiereicheren, angeregten 

Zustand. Dieses fällt spontan in den energiearmen Zustand zurück und emittiert dabei 

ein Photon mit niedrigerer Energie (höherer Wellenlänge). Durch die Existenz mehrerer 

Grundzustände besitzt ein Fluorochrom ein Exzitationsspektrum mit einem 
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Exzitationsmaximum und auch ein Emissionsspektrum mit einem Emissionsmaximum. 

Diese sind für jedes Fluorochrom spezifisch. Die Tabelle 8 gibt eine Übersicht über die 

genutzten Fluorochrome mit ihren jeweiligen Exmax, Emmax und den genutzten Spiegeln 

und Filter im FACS Canto II.  

 
Exzitationslaser 
[nm] 

Fluorochrome/ Parameter Exmax 
[nm] 

Emmax 
[nm] 

Spiegel Filter 

Violett - 405  VioBlue 400 452 - 450/50 

VioGreen 388 520 502LP 510/50 

Blau - 488 Forward Scatter (FSC) - Größe - - - 488/10 

Sideward Scatter (SSC) - 

Granularität 

- - - 488/10 

FITC 495 520 502LP 530/30 

PE 565 578 556LP 585/42 

PerCP-Vio700 482 675 655LP 670LP 

PE-Vio770 565 775 745LP 780/60 

Rot - 633 APC 652 660 - 660/20 

APC-Vio770 652 775 735LP 780/60 

Tabelle 8: Laser-, Filter- und Spiegelkonfiguration des FACS Canto II mit Fluorochromen 

Es sind die Fluorochrome bzw. Parameter angeben, die durch den jeweiligen Laser angeregt/ bestimmt 

werden. Fluorochrome sind mit ihren jeweiligen Exzitations- (Exmax) und Emissionsmaxima (Emmax) 

aufgelistet. BP = Bandpass. LP = Langpass. 

 

2.5.2 Kompensation 

Überlappende Emissionsspektren: Bei der Immunfluoreszenzfärbung kommt es bei 

Nutzung mehrerer Fluorochrome zu überlappenden Emissionsspektren, die von 

mehreren Detektoren in unterschiedlicher Intensität gemessen werden (s. Abbildung 5). 

Diese „Kontamination“ kann rechnerisch für jedes Fluorochrom in jedem Kanal 

kompensiert werden.  

Einzelfärbungen: Zur Kompensation sind ungefärbte Kontrollen und Einzelfärbungen mit 

jedem Fluorochrom-gekoppelten Antikörper notwendig. Da manche Antikörper bei dieser 

Fragestellung nur wenige Zellen binden (z.B. TNFα-Antikörper) und somit in der Färbung 

ein nur schwaches Signal emittieren, waren diese für Einzelfärbungen nicht geeignet. 

Deswegen wurden je nach Wirtsspezies der Antiörper anti-Maus Igκ bzw. anti-Mensch 

Igκ MACS Comp Beads genutzt. Für jedes Fluorochrom-konjugierte Antikörper wurde in 

einem 5 mL Reaktionsgefäß 100 µL FACS-Puffer, 20 µL des Antikörpers und je ein 
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ganzer Tropfen der MACS Comp Beads – anti-mouse/-human und MACS Comp Beads 

– blank (jeweils ca. 50 µL) gemischt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur 

im Dunkeln wurde jeder Ansatz mit 1 mL FACS-Puffer verdünnt und bis zur Messung am 

Durchflusszytometer verdunkelt auf Eis gelagert.  

Kompensation: Die Kompensation der stimulierten Zellen erfolgte rechnerich mit FlowJo 

nach bereits erfolgter Messung im Durchflusszytometer. Hierzu wurden die Daten der 

Comp Bead - Einzelfärbungen in FlowJo übertragen. Die daraus errechnete 

Kompensationmatrix wurde bei jeder FACS-Messung angewendet. Damit konnten 

überlappende „falsche“ Emissionssignale in den jeweiligen Kanälen korrigiert werden (s. 

Abbildung 5) 

 

 
Abbildung 5: Überlappende Emissionsspektren und Kompensation 

Darstellung der Emissionsspektren der Fluorochrome FITC (Grün) und PE (Orange) bei Stimulation mit 

dem 488 nm Laser (Blau) mit den beiden jeweiligen Filtern 530/30 (Grün gestreifter Balken) und 585/42 

(Orange gestreifter Balken). Rot eingekreist ist das überlappende Emissionssignal von FITC, welches zu 

einem überlappenden Signal im PE-Kanal (Filter 585/42) führt (A). Es ist eine exemplarische Einzelfärbung 

von Comp Beads mit dem FITC-gekoppeltem Antikörper dargestellt. Vor Kompensation mit FlowJo 

erzeugte das Signal von FITC ein gewünschtes Signal im FITC-Kanal (x-Achse) und ein unerwünschtes 

„überschwappendes“ Signal im PE-Kanals (y-Achsel). Nach Kompensation wurde das Signal im PE-Kanal 

korrigiert (B). 
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2.5.3 Messungen und Gating-Stragie 

Die stimulierten Zell- sowie die ORI-Färbungen wurden in 5 mL Rundboden Falcon®-

Röhrchen übertragen. Nach kurzem Vortexen der Proben erfolgte die Messung der 

gesamten Probe im Durchflusszytometer (FACS Canto II). Zwischen den einzelnen 

Messungen wurde das System mit Trägerflüssigkeit gespült. Anschließend erfolgte das 

Gating und die Kompensation mit FlowJo. 

Gating für Antigenstimulation: Aus den in der Durchflusszytometrie gewonnenen Daten 

konnten mit dem Programm FlowJo die Zellen analysiert werden. In sog. „Gates“ konnten 

die Zellen anhand ihrer Größe, Granularität und Fluoreszenz voneinander differenziert 

werden. Zuerst erfolgte die Auswahl der Lymphozyten anhand der Größe und 

Granularität. Nach Isolation aller Einzelzellen werden CD4+-T-Zellen von anderen 

Lymphozyten oder toten Zellen getrennt. Aktivierte CD4+-TH-Zellen konnten anhand ihrer 

CD154-Expression ausgewählt und aus ihnen die Zytokin-produzierenden T-Zellen 

isoliert werden (s. Abbildung 6).  
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Abbildung 6: Exemplarische Gating-Strategie einer Stimulation mit S1S2 

Anhand der Seitwärts- (SSC) und Vorwärtsstreuung (FSC) werden Lymphozyten ausgehend von ihrer 

Größe und Granularität isoliert (A). Die Messung der Daten wird in der Vorwärtsstreuung als Höhen- (FSC 

– Höhe) und als Flächen-Signal (FSC – Fläche) erhoben. Einzelzellen zeigen ein lineares Verhältnis 

zwischen Höhe und Fläche und konnten so isoliert werden (B). Tote, CD14+- und CD20+-Zellen werden im 

FITC-Kanal entfernt und nur die CD4+-Zellen im APC-Vio770-Kanal eingeschlossen (C). Es werden 

beispielhaft Aktivierungs- und die Zytokingates der Kontrolle (D1-3, grün) und des NMDARE-Patienten (E1-

3, rot) parallel abgebildet. Die Selektion aktivierter Zellen fand anhand ihrer CD154-Expression im PerCP-

Vio700-Kanal statt (# = absolute Anzahl der Ereignisse) (D1, E1). Anschließend erfolgte die Bestimmung 

der TNFα- (D2, E2) und IFNγ-produzierenden T-Zellen (D3, E3) im VioBlue- und PE-Vio770- bzw. PE-

Kanal (prozentuale Angabe zum CD154+-T-Zell-Gate). 
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Gating für ORI: Für die Berechnung der T-Zell-Frequenzen wurde die Zahl der CD4+-T-

Zellen innerhalb der PBMCs mithilfe der ORI-Färbung bestimmt. Die Gating-Strategie 

beinhaltete die Isolation aller peripheren mononukleären Einzelzellen und die 

Bestimmung des CD4+-TH-Zell-Anteils. Dieser betrug meist zwischen 20-50% der 

PBMCs. Anschließend erfolgte eine Differenzierung zwischen Gedächtnis- und naiven T-

Zellen (s. Abbildung 7). 

 

 
Abbildung 7: Exemplarische Gating-Strategie einer ORI-Färbung 

Es wird die Gating-Strategie der ORI-Färbung einer Kontrolle dargestellt. Periphere mononukleäre 

Blutzellen werden anhand ihrer Größe und Granularität ausgewählt (A). Aus diesem Gate wurden 

Einzelzellen isoliert (B) und anschließend der prozentuale Anteil an CD4+-T-Zellen bestimmt (C). Anhand 

der Expression von CD45RO wurde zwischen Gedächtnis- und naiven T-Zellen unterschieden (D). 

 

2.6 Statistische Auswertung 

Die in FlowJo ermittelten Daten wurden mit Microsoft Excel und GraphPad Prism 

ausgewertet. Zur Berechnung der antigenreaktiven CD4+-T-Zellfrequenzen wurde die 

Anzahl an absoluten CD4+-T-Zellen benötigt. Dazu erfolgte bei jedem Patienten eine 
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ORI-Färbung, bei der der Prozentsatz an CD4+-T-Zellen innerhalb der PBMCs bestimmt 

wurde. Aus ihr ließ sich die absolute Anzahl an CD4+-T-Zellen in jedem 

Stimulationsansatz herleiten. Ließen sich beispielsweise 30% CD4+-T-Zellen in der ORI-

Färbung nachweisen, ergaben sich je Ansatz 3x106 CD4+-T-Zellen bei einer Stimulation 

von je 1x107 PBMCs.  

Nachdem bei jedem Probanden als Hintergrund die PBS-reaktiven Zellen aus der 

Kontroll-Stimulation von jedem anderen Ansatz abgezogen wurde, ließ sich die Frequenz 

an antigenreaktiven CD154+CD4+-T-Zellen im Probanden berechnen. Bei einer Messung 

von bspw. 600 ATD-reaktiven CD154+CD4+-T-Zellen ergab sich bei 3x106 CD4+-T-Zellen 

eine T-Zell-Frequenz von 1 in 2x10-4 ATD-spezifischen CD4+-T-Zellen.  

Bei T-Zell-Frequenzen innerhalb der CD4+-T-Zellen wurde eine logarithmische 

Transformation durchgeführt. Zur Prüfung, ob die gewonnen Daten in der Gruppe 

normalverteilt sind, wurde der Shapiro-Wilk- und der D’Agostino Pearson Test 

angewendet. Da eine Normalverteilung gezeigt werden konnte wurde zum Vergleich von 

zwei Gruppen der zweiseitige Student-t-Test angewendet. In allen Graphen sind 

Mittelwerte mit Standardverteilungen sichtbar. Das Signifikanzlevel wurde mit p < 0.05 

definiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Proteinsynthese 

3.1.1 Agarose-Gelelektrophorese 

Nach Hitzeschocktransformation der Plasmide in E. coli (BL21) wurden diese auf LB-

Agar-Platten ausgestrichen und aus einer ausgewählten Kolonie ein Glycerolstock 

hergestellt. Mit der gleichen Kolonie erfolgte eine Kolonie-PCR zur Kontrolle der 

erfolgreichen Transformation. Durch die Schnittstelle der verwendeten Primer entstand 

ein ca. 300 bp langer Abschnitte des pGEX-Vektors. Zusammen mit den DNA-Inserten 

(ATD – 1179 bp; S1S2 – 873 bp) ergaben sich PCR-Produkte mit einer Länge von ca. 

1500 bp (ATD) bzw. 1200 bp (S1S2). Diese DNA-Länge konnte in der Agarose-

Gelelektrophorese bestätigt werden (s. Abbildung 8). 

 

 
Abbildung 8: Agarose-Gelelektrophorese von Kolonie-PCR-Produkten 

In der linken Säule ist jeweils die 2-Log DNA-Leiter aufgetragen, welches die Einordnung der DNA-Länge 

des PCR-Produkts ermöglicht. In der Agarose-Gelelektrophorese ist beim PCR-Produkt des ATD-Plasmids 

eine Bande mittig zwischen den 1- und 3 kb-Markern erkennbar, was bei der logarithmischen DNA-Leiter 

in etwa 1.5 kb entspricht und damit mit der errechneten Länge von ca. 1500 bp übereinstimmt (A). Das 

PCR-Produkt für S1S2 zeigt eine erwartete Bande etwas oberhalb der 1 kb-Bande, entsprechend 

kalkulierten Größe von 1.2 kb (B).  
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3.1.2 Proteinnachweis  

SDS-PAGE 
Zum Nachweis der Fusionsproteine und zur Kontrolle der einzelnen Schritte der 

Proteinsynthese wurden Acrylamid-Gele mit den Kontrollen beladen und unter Spannung 

der Größe nach aufgeteilt. Neben den sich im Eluat befindlichen aufgereinigten GST-

Fusionsproteinen wurden weitere Proben während der Proteinsynthese und -

aufreinigung zur Kontrolle der getesteten Expressionsparameter wie z.B. Temperatur, 

IPTG-Konzentration und Induktionsdauer entnommen und in der SDS-PAGE 

aufgetragen (s. Abbildung 9; A). Die Methode ermöglichte zudem eine ungefähre 

Einordnung der Proteingröße und gab Aufschlüsse über mögliche Verunreinigungen. 

Während in den Elektrophorese-Säulen „nicht-induziert“ bis „ungebunden“ viele 

verschiedene Banden unterschiedlicher Größe nachweisbar waren, ließ sich in den 

„Elutions“-Säulen jeweils nur eine isolierte Bande klar abgrenzen. Die Masse des GST-

Tags betrug ca. 26 kDa. Das Molekulargewicht von ATD und S1S2 ließ sich anhand ihres 

DNA-Inserts im pGEX-Vektor berechnen. So ergaben sich für das ATD-Insert mit 1179 

bp ein Protein mit 393 AS. Bei einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 110 Da/ 

AS ließ sich für ATD eine Masse von ~43 kDa berechnen. Entsprechend zeigte das 

S1S2-Konstrukt mit einem DNA-Insert von 873 bp ein Protein mit der Masse von ~32 

kDa. Dadurch ergaben sich Fusionsproteine mit der Masse von ~69 kDa (ATD-GST) bzw. 

~58 kDa (S1S2-GST), welche mit den Proteinbanden im SDS-PAGE übereinstimmen (s. 

Abbildung 9; B-C).  
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Abbildung 9: Gelelektrophorese von GST-, ATD- und S1S2-Proteinaufreinigungen 

In den jeweils linken Säulen ist der PageRuler als Proteinleiter aufgetragen, welche die Einordnung der 

Proteinmasse ermöglicht. In der exemplarischen SDS-PAGE einer GST-Aufreinigung ließen sich wie 

erwartet in den Säulen der Proben „nicht induziert“ (= n.i.), „induziert“ (= ind.), „Lysat“ (= Lys.), „Pellet“ (= 

Pel.) und „ungebunden (= ung.) viele Banden unterschiedlicher Intensität und atomarer Masse beobachten. 

Nach Isolation und Dialyse des Zielproteins ist in der Säule „Eluat“ (= elu.) eine einzelne Bande oberhalb 

des 25 kDa-Markers erkennbar, welches mit der Masse von GST (26 kDa) übereinstimmt (A). 

Entsprechend der errechneten Proteinmassen von 69 kDa für ATD-GST und 58 kDa für S1S2-GST zeigten 

die SDS-PAGEs übereinstimmende isolierte Proteinbanden unterhalb des 70 kDa-Markers für ATD-GST 

(B) bzw. oberhalb des 55 kDa-Markers für S1S2-GST (C). 
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Dot Blot: 
Neben dem SDS-PAGE diente der Dot Blot dem spezifischen Nachweis der 

Fusionsproteine. Hierfür wurden monoklonale Erstantikörper aus Tieren verwendet, 

welche mit kurzen Aminosäuresequenzen des GluN1 immunisiert wurden. Zur Kontrolle 

des GST-Proteins wurde der Ziege-α-GST-Antikörper verwendet, welcher ein Signal bei 

allen synthetisierten (Fusions-)Proteinen zeigte, jedoch wie erwartet keines bei GluN1-

transifizierten HEK-Zellen (Positivkontrolle). Das bestätigt das Vorkommen des GST-

Tags bei den Fusionsproteinen ATD-GST und S1S2-GST (s. Abbildung 10; A). Zum 

Nachweis des ATD-Proteins wurde ein Kaninchen-α-GluN1-Antikörper genutzt, welches 

gegen die AS 35-53 reaktiv ist. Dieser band wie erwartet an das ATD-GST und die 

Positivkontrolle und nicht an GST oder S1S2-GST (s. Abbildung 10; C). Entsprechend 

zeigte der Maus-α-GluN1 (immunogen gegen AS 660-811) das Vorhandensein der S2-

Untereinheit beim S1S2-GST sowie in der Positivkontrolle und kein Signal beim ATD-

GST und GST (s. Abbildung 10; B). In der Primärstruktur der GluN1-Untereinheit 

entsprachen die ersten 400 AS ungefähr dem ATD und die AS zwischen ca. 650-810 der 

S1-Region (153). 

 

Proteinquantifizierung nach Bradford mit dem BCA-Test 
Zur Quantifizierung der vorhandenen Proteinkonzentration wurde eine 

Proteinbestimmung nach Bradford mit dem BCA-Test durchgeführt. Aus der BSA-

Standardreihe wurde eine Standardkurve generiert, aus der die Konzentrationen der 

Proteine aus den einzelnen Aufreinigungen bestimmt werden konnten. Die 

Konzentrationen der synthetisierten Fusionsproteine variierten je nach Aufreinigung und 

betrugen zwischen 65-380 µg/ mL.  
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Abbildung 10: Dot Blot von Syntheseprodukten und Kontrollen 

Mit dem Erstantikörper Ziege-α-GST und entsprechendem Zweitantikörper Esel-α-Ziege-HRP konnten 

Signale in den synthetisierten (Fusion-)Proteinen gezeigt werden, welches GST in ihnen nachweist. Die 

Positivkontrolle HEK-GluN1 zeigte keine Veränderung (A). Die extrazelluläre S1-Domäne konnte im S1S2-

GST und in der Positivkontrolle mit dem Erstantikörper Maus-α-GluN1 (AS 660-811) und dem 

Zweitantikörper Ziege-α-Maus-HRP nachgewiesen werden. GST und ATD-GST entwickelten kein Signal 

(B). Entsprechend konnte das ATD in ATD-GST und in Glun1 transfizierten HEK-Zellen mit dem 

Erstantikörper Kaninchen-α-GluN1 (AS 35-53) und entsprechendem Zweitantikörper nachgewiesen 

werden (C). 

 

3.2 Studienkohorte 

Es wurden 16 NMDARE-Patienten und 23 alters- und geschlechtsangepasste in die 

Studie eingeschlossen. Es waren vor allem Frauen von der NMDARE betroffen (14 

Frauen vs. 2 Männer). Demgegenüber standen 17 Frauen und 6 Männer in der 

Kontrollgruppe. Das durchschnittlicher Alter lag bei 34.1 ± 13.2 [± Standardabweichung] 

Jahren für die NMDARE-Patienten und bei 33.5 ± 12.8 für die Kontrollen (Stichtag ist der 

31.12.2018). Die meisten Patienten erhielten zum Zeitpunkt der Blutabnahme eine 

immunsuppressive Therapie (s. Tabelle 9) 
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Studienkohorte NMDARE-Patienten* Kontrollen 

Teilnehmer (n) 24 23 

Geschlecht 21 F, 3 M 17 F, 6 M 

Æ-Alter in Jahren (± SD) 31.9 (± 11.9) 33.5 (± 12.8) 

Æ Zeit zwischen Krankheitsbeginn und 

Probenentnahme in Monaten (± SD) 
27.8 (± 19.0) - 

Immuntherapie   

- Steroide 23 (95.8%) 0 (0%) 

- Plasmapherese/ Immunadsorption 19 (79.2%) 0 (0%) 

- Rituximab 20 (83.3%) 0 (0%) 

- IVIGs 13 (54.2) 0 (0%) 

- Cyclophosphamid, MTX, Bortezomib, 

Azathioprin, Mycophenolatmofetil 
5 (20.8%) 0 (0%) 

Autoimme Komorbiditäten 
Schilddrüsenerkrankung (2) 

Multiple Sklerose (1) 
0 

Tumorerkrankungen 
Ovarialkarzinom (1) 

Ovarialteratome (5) 
0 

* Der Datensatz der NMDARE-Patienten enthält alle in der Studie eingeschlossenen Patienten und daher auch 8 

erst später rekrutierte Patienten, deren Proben ich nicht bearbeitet habe. 
 

Tabelle 9: Klinische, epidemiologische und therapeutische Informationen der Studienteilnehmer 

SD = Standardabweichung, Æ = Durchschnitt, F = Frauen, M = Männer 

 

3.3 Auswertung der Daten aus der Durchflusszytometrie 

3.3.1 Patienten und Kontrollen zeigen keine Unterschiede in der ORI-Färbung 

In der Bestimmung der CD4+-T-Zell-Fraktion innerhalb der PBMCs, welche für die 

spätere Berechnung der antigenspezifischen T-Zell-Frequenzen von Bedeutung ist, 

ließen sich keine Unterschiede zwischen NMDARE-Patienten und Kontrollen feststellen 

[CD4: NMDARE-Patienten (M = 0.357, SD = 0.079), Kontrollen (M = 0.359, SD = 0.059), 

t(37) = 0.047, p = .963] (s. Abbildung 11; A). Auch zeigten NMDARE-Patienten und 

Kontrollen keine Unterschiede in der Verteilung von naiven CD4+CD45RA+- und 

Gedächtnis-CD4+CD45RO+-T-Zellen innerhalb der CD4+-T-Zellen [CD4CD45RA: 

NMDARE-Patienten (M = 0.479, SD = 0.094), Kontrollen (M = 0.478, SD = 0.119), t(35) 

= 0.018, p = .986; CD4CD45RO: NMDARE-Patienten (M = 0.509,SD = 0.096), Kontrollen 

(M = 0.503, SD = 0.110), t(35) = 0.154, p = .878] (s. Abbildung 11; B). Diese Werte sind 

von Bedeutung, weil die Gewichtung von naiven und Gedächtnis-T-Zellen im Alter variiert 
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(154). Da hier keine Unterschiede beobachtet werden konnten, sind die Vergleiche nach 

Stimulation und magnetischer Anreicherung der errechneten T-Zell-Frequenzen möglich.  

 

 
Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der CD4+-Zellen in der Original-Fraktion 

Jeder Punkt repräsentiert einen NMDARE-Patienten (rote Dreiecke) bzw. eine Kontrolle (grüner Kreis). Die 

y-Achse gibt den prozentualen Wert innerhalb des übergeordneten Gates an. In der ORI-Färbung zeigte 

sich kein Unterschied in der prozentualen Verteilung von CD4+-T-Zellen innerhalb der PBMCs zwischen 

NMDARE-Patienten und Kontrollen (A). Im nächsten Schritt wurde die prozentuale Verteilung der 

CD4+CD45RA+-T-Zellen (naive TH-Zellen) bzw. der CD4+CD45RO+-T-Zellen (Gedächtnis TH-Zellen) 

miteinander vergleichen (B). In keinen der drei Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt 

werden.  

 

3.3.2 NMDARE-Patienten haben erniedrigte Frequenzen von S1S2- und 
ATD+S1S2-reaktiven CD154+-T-Zellen  

Die Antigenreaktivität wurde anhand der extrazellulären Regionen ATD, S1 und S2 der 

GluN1-Domäne untersucht. Die Untersuchung von ATD als Hauptepitop der 

pathogenetisch relevanten GluN1-Antikörper in NMDARE-Patienten erfolgte separat. 

Das Fusionsprotein S1S2, welche zusammen als funktionelle Einheit die 

Ligandenbindungsdomäne bilden, repräsentieren den restlichen Anteil der 

extrazellulären Domäne von GluN1. Das Schlitzschnecken-Hämocyanin (engl. Keyhole 

Limpet Hemocyanin, KLH) diente als Negativkontrolle, da es als Protein der großen 

kalifornischen Schlüssellochschnecke für das Immunsystem des Menschen unbekannt 

ist und folglich als „Neoantigen“ genutzt werden kann.  
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Entgegen der anfangs aufgestellten Hypothese konnte keine erhöhte Anzahl an GluN1-

reaktiven CD154-exprimierenden CD4+-T-Zellen in NMDARE-Patienten beobachtet 

werden. Im Gegenteil zeigte sich sogar eine signifikant verminderte Anzahl an GluN1-

reaktiven aktivierten CD4+-T-Zellen in NMDARE-Patienten nach Stimulation mit S1S2 

und ATD + S1S2 gegenüber den Kontrollen [S1S2: NMDARE-Patienten (M = -4.28, SD 

= 0.31), Kontrollen (M = -3.86, SD = 0.51), t(30) = 2.748, p = .010; ATD+S1S2: NMDARE-

Patienten (M = -4.19, SD = 0.27), Kontrollen (M = -3.74, SD = 0.51), t(19) = 2.4, p = .027]. 

Obwohl kein signifikanter Unterschied in den ATD-spezifischen T-Zell-Frequenzen 

festgestellt werden konnte, zeigte sich hier die gleiche Tendenz [ATD: NMDARE-

Patienten (M = -4.19, SD = 0.37), Kontrollen (M = -3.90, SD = 0.51), t(30) = 1.738, p = 

.094]. Demgegenüber zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den CD154+-T-

Zellfrequenzen nach Stimulation mit dem Neoantigen KLH [KLH: NMDARE-Patienten (M 

= -4.56, SD = 0.34), Kontrollen (M = -4.35, SD = 0.30), t(23) = 1.662, p = .110] (s. 

Abbildung 12; B). Es wurde wie erwartet eine niedrigere KLH-spezifische CD154+-T-

Zellfrequenz im Vergleich zum Autoantigen GluN1 beobachtet (145).  

 



 60 

 
Abbildung 12: CD154-Expression durch CD4+-T-Zellen nach Stimulation mit Antigenen 

Exemplarische Darstellung der Anzahl von CD154-exprimierenden CD4+-T-Zellen (# = absolute Anzahl der 

Ereignisse) der gleichen Kontrolle (oben, grün) bzw. desselben NMDARE-Patienten (unten, rot) nach 

Stimulation mit den oberhalb angegebenen Antigenen (A). Logarithmische Darstellung der aktivierten 

antigenreaktiven CD154+-T-Zell-Frequenzen innerhalb der CD4+-T-Zellen. Jeder Punkt repräsentiert einen 

NMDARE-Patienten (rote Dreiecke) bzw. eine Kontrolle (grüner Kreis). ATD und S1S2 sind 

krankheitsassoziierte Antigene. KLH diente als Kontrollneoantigen. Die y-Achse gibt die logarithmische 

Frequenz von CD154-exprimierenden Zellen innerhalb der CD4+-T-Zellen an. Es zeigten sich signifikant 

niedrigere Frequenzen von antigenreaktiven CD154+-T-Zellen innerhalb der CD4+-T-Zellen nach 

Stimulation mit S1S2 und ATD+S1S2 zwischen NMDARE-Patienten und Kontrollen. Es konnten keine 

Unterschiede nach Stimulation mit ATD oder dem Neoantigen KLH beobachtet werden (B). 
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3.3.3 Verminderte Produktion von inflammatorischen Zytokinen in CD154+-T-
Zellen von NMDARE-Patienten  

Im nächsten Schritt wurde ermittelt, ob antigenreaktive CD154+-T-Zellen in NMDARE-

Patienten inflammatorische Zytokine unterschiedlich stark gegenüber Kontrollen 

exprimieren. Dazu wurde zum einen die Frequenz von Zytokinproduzenten innerhalb der 

CD4+-T-Zellen und zum anderen der prozentuale Anteil der Zytokinproduzenten 

innerhalb aktivierter CD4+-T-Zellen bestimmt.  

Die Auswertung der Frequenz von TNFα- und IFNγ-Produzenten innerhalb der CD4+-T-

Zellen ergab erneut entgegen der Hypothese keine verstärkte Immunantwort gegen 

krankheitsassoziierte Antigene in NMDARE-Patienten gegenüber den Kontrollen. In 

bereits reduzierten antigenspezifischen T-Zellen zeigte sich sogar eine signifikante 

Reduktion der TNFα-Produzenten gegen die krankheitsspezifischen Antigene in 

NMDARE-Patienten [ATD: NMDARE-Patienten (M = -4.512, SD = 0.425), Kontrollen (M 

= -4.082, SD = 0.541), t(31) = 2.421, p = .022; S1S2: NMDARE-Patienten (M = -4.573, 

SD = 0.34), Kontrollen (M = -4.059, SD = 0.523), t(30) = 3.252, p = .003; ATD+S1S2: 

NMDARE-Patienten (M = -4.475, SD = 0.228), Kontrollen (M = -3.855, SD = 0.465), t(18) 

= 3.645, p = .002] (s. Abbildung 13; B). Unterstützt wurden die Befunde durch eine 

gleichzeitige Reduktion der IFNγ-Produktion [ATD: NMDARE-Patienten (M = -4.626, SD 

= 0.462), Kontrollen (M = -4.156, SD = 0.666), t(31) = 2.213, p = .034; S1S2: NMDARE-

Patienten (M = -4.695, SD = 0.396), Kontrollen (M = -4.129, SD = 0.65), t(30) = 2.928, p 

= .007; ATD+S1S2: NMDARE-Patienten (M = -4.69, SD = 0.314), Kontrollen (M = -3.864, 

SD = 0.516), t(19) = 4.231, p < .001] (s. Abbildung 14; B). Es zeigte sich jedoch in beiden 

Auswertungen gleichzeitig eine unerwartete signifikante Reduktion der 

Zytokin+CD154+CD4+-T-Zell-Frequenzen gegen das KHL-Neoantigen in NMDARE-

Patienten gegenüber Kontrollen [TNFα: NMDARE-Patienten (M = -5.023, SD = 0.378), 

Kontrollen (M = -4.739, SD = 0.279), t(23) = 2.171, p = .041; IFNγ: NMDARE-Patienten 

(M = -5.449, SD = 0.379), Kontrollen (M = -5.062, SD = 0.387), t(23) = 2.474, p = .021;] 

(s. Abbildung 13; B und Abbildung 14; B).  

 

Parallel wurde der relative Anteil an Zytokinproduzenten innerhalb der aktivierten 

CD154+-T-Zellen untersucht. Damit sollte ausgeschlossen werden, dass die 

Zytokinproduktion (TNFα und IFNγ) innerhalb der aktivierten T-Zellen in NMDARE-

Patienten sich gegenüber den Kontrollen unterscheidet. Es konnte wiederholt entgegen 

der aufgestellten Hypothesen in aktivierten GluN1-reaktiven CD4+-T-Zellen von 
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NMDARE-Patienten eine signifikant reduzierte Expression von TNFα nach Stimulation 

mit extrazellulären GluN1-Domänen gegenüber den Kontrollen festgestellt werden [ATD: 

NMDARE-Patienten (M = 0.394, SD = 0.155), Kontrollen (M = 0.542, SD = 0.139), t(31) 

= 2.846, p = .008; S1S2: NMDARE-Patienten (M = 0.416, SD = 0.141), Kontrollen (M = 

0.555, SD = 0.137), t(30) = 2.837, p = .008]; ATD+S1S2: NMDARE-Patienten (M = 0.444, 

SD = 0.121), Kontrollen (M = 0.581, SD = 0.075), t(19) = 3.220, p = .005] (s. Abbildung 

13; C). Die Auswertung der IFNγ-Produktion zeigte ähnliche Ergebnisse. Alle 

Stimulationen mit krankheitsassoziierten Antigenen zeigten einen signifikant reduzierten 

prozentualen Anteil an IFNγ-Produzenten innerhalb aktivierter CD154+-T-Zellen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe [ATD: NMDARE-Patienten (M = 0.311, SD = 0.157), 

Kontrollen (M = 0.499, SD = 0.218), t(31) = 2.679, p = .012; S1S2: NMDARE-Patienten 

(M = 0.318, SD = 0.134), Kontrollen (M = 0.494, SD = 0.207), t(30) = 2.818, p = .009; 

ATD+S1S2: NMDARE-Patienten (M = 0.286, SD = 0.101), Kontrollen (M = 0.593, SD = 

0.192), t(19) = 4.339, p < .001] (s.Abbildung 14; C). Anders als in der CD154+CD4+-T-

Zell-Frequenz zeigte die Stimulation mit KLH keinen Unterschied in der prozentualen 

Produktion der Zytokine innerhalb aktivierter CD4+-T-Zellen zwischen NMDARE-

Patienten und Kontrollen [TNFα: NMDARE-Patienten (M = 0.362, SD = 0.107), Kontrollen 

(M = 0.420, SD = 0.108), t(23) = 1.329, p = .197; IFNγ: NMDARE-Patienten (M = 0.149, 

SD = 0.080), Kontrollen (M = 0.249, SD = 0.175), t(15) = 0.412, p = .686] (s. Abbildung 

13; C und Abbildung 14; C).  
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Abbildung 13: TNFα-Expression aktivierter CD4+-T-Zellen nach Stimulation 

Exemplarische Darstellung der TNFα-Expression innerhalb der CD154-exprimierenden CD4+-T-Zellen der 

gleichen Kontrolle (grün) bzw. desselben NMDARE-Patienten (rot) nach Stimulation mit den oberhalb 

angegebenen Antigenen (A). Jeder Punkt repräsentiert einen NMDARE-Patienten (rote Dreiecke) bzw. 

eine Kontrolle (grüner Kreis) (B-C). Die y-Achse gibt die logarithmische Frequenz der TNFα+CD154+-

Expression innerhalb der CD4+-T-Zellen (B) bzw. den prozentualen Anteil an TNFα-Produzenten innerhalb 

der CD154+CD4+-T-Zellen an (C). Es zeigt sich nach Stimulation mit ATD, S1S2 und ATD+S1S2 eine 

signifikante Reduktion der TNFα+CD154+CD4+-T-Zell-Frequenzen (B) und eine signifikant verminderte 

prozentuale TNFα-Expression innerhalb aktivierter CD4+-T-Zellen (C). Während sich nach Stimulation mit 

dem Kontrollantigen KLH eine unerwartete Reduktion von TNFα+-T-Zell-Frequenzen zeigt (B), konnte diese 

Beobachtung in der prozentualen Expression von TNFα innerhalb CD154+CD4+-T-Zellen nicht bestätigt 

werden (C). 
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Abbildung 14: IFNγ-Expression aktivierter CD4+-T-Zellen nach Stimulation 

Exemplarische Darstellung der IFNγ-Expression innerhalb der CD154-exprimierenden CD4+-T-Zellen der 

gleichen Kontrolle (grün) bzw. desselben NMDARE-Patienten (rot) nach Stimulation mit den oberhalb 

angegebenen Antigenen (A). Jeder Punkt repräsentiert einen NMDARE-Patienten (rote Dreiecke) bzw. 

eine Kontrolle (grüner Kreis) (B-C). Die y-Achse gibt die logarithmische Frequenz der IFNγ+CD154+-

Expression innerhalb der CD4+-T-Zellen (B) bzw. den prozentualen Anteil an IFNγ-Produzenten innerhalb 

der CD154+CD4+-T-Zellen an (C). Es zeigt sich nach Stimulation mit ATD, S1S2 und ATD+S1S2 eine 

signifikante Reduktion von IFNγ+CD154+CD4+-T-Zell-Frequenzen (B) und eine signifikant verminderte 

prozentuale Zytokin-Expression innerhalb aktivierter CD4+-T-Zellen (C). Während sich nach Stimulation mit 

dem Kontrollantigen KLH eine unerwartete Reduktion der IFNγ+-T-Zell-Frequenzen zeigt (B), konnte diese 

Beobachtung in der prozentualen Expression von IFNγ innerhalb CD154+CD4+-T-Zellen nicht bestätigt 

werden (C). 



 65 

3.3.4 Verminderte T-Zell-Antwort ist unabhängig von der Immunsuppression 

Zum Ausschluss, dass die entstandenen Ergebnisse in der Auswertung von CD154+-, 

ΤΝFα+- oder IFNγ+-T-Zell-Frequenzen kein Resultat vorheriger immunsuppressiver 

Therapie bei NMDARE-Patienten war, wurden diese Proben parallel zu den 

krankheitsbezogenen Antigenen mit dem Lysat des ubiquitär vorkommenden C. albicans 

stimuliert. Dieses führt in Individuen mit erfolgter Immunisierung typischerweise zu einer 

ausgeprägten Immunreaktion mit Aktivierung von ~1/103 CD4+-T-Zellen, einer starken 

TNFα-Reaktion (~70% innerhalb der aktivierter Zellen) und einer IFNγ-Produktion im 

Bereich von 10% (145, 155). In NMDARE-Patienten und Kontrollen konnte diese 

Immunreaktion reproduziert werden, ohne feststellbare Unterschiede in der Frequenz 

von CD154+CD4+-T-Zellen oder in der prozentualen Expression von TNFα und IFNγ 

innerhalb der CD154+CD4+-T-Zellen [CD154CD4: NMDARE-Patienten (M = -3.135, SD 

= 0.347), Kontrollen (M = -3.030 SD = 0.311), t(16) = 0.6723, p = .511; TNFα: NMDARE-

Patienten (M = 0.758, SD = 0.111), Kontrollen (M = 0.780, SD = 0.139), t(16) = 0.378, p 

= .710; IFNγ: NMDARE-Patienten (M = 0.099, SD = 0.041), Kontrollen (M = 0.141, SD = 

0.060), t(16) = 1.745, p = .100] (s. Abbildung 15). Somit kann von einer unbeeinträchtigten 

Immunantwort in NMDARE-Patienten ausgegangen werden, welche die oben 

festgestellten Unterschiede bekräftigen. 
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Abbildung 15: Expression von CD154, IFNγ und TNFα nach Stimulation mit C. albicans-Lysat 

Exemplarische Darstellung der CD154-Expression und der TNFα- und IFNγ-Produktion innerhalb der 

CD154+CD4+-T-Zellen der gleichen Kontrolle (grün) bzw. desselben NMDARE-Patienten (rot) nach 

Stimulation mit dem Lysat von C. albicans (A). Jeder Punkt repräsentiert einen NMDARE-Patienten (rote 

Dreiecke) bzw. eine Kontrolle (grüner Kreis) (B-C). Nach Stimulation von PBMCs mit C. albicans – Lysat 

zeigten NMDARE-Patienten und Kontrollen wie erwartet eine Aktivierung von 1 in 102-103 CD4+-T-Zellen 

(y-Achse zeigt logarithmische Frequenz von CD154-Expression innerhalb der CD4+-T-Zellen) (B). Es 

zeigte sich zudem in beiden Gruppen eine ~80%-ige TNFα- und ~15% IFNγ-Produktion innerhalb 

aktivierter CD4+-T-Zellen (C). In keiner der Untersuchungen konnten Unterschiede zwischen NMDARE-

Patienten und Kontrollen festgestellt werden, was auf eine ungestörte Immunreaktion hinweit (B-C).  
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die hier präsentierte Studie ist eine ex vivo Analyse von zirkulierenden NMDAR-

autoreaktiven T-Zellen. Die gewonnenen Daten konnten entgegen der anfangs 

aufgestellten Hypothese keine Expansion von krankheitsspezifischen GluN1-reaktiven 

CD4+-T-Zellen in NMDARE-Patienten feststellen. Im Gegenteil, bei gleicher Verteilung 

von CD4+-T-Zellen innerhalb der PBMCs und gleichem Verhältnis von Gedächtnis- und 

naiven T-Zellen zwischen Patienten und Kontrollen wurde eine unerwartete, signifikante 

Reduktion der Frequenzen von CD154+CD4+-T-Zellen nach Stimulation mit den 

extrazellulären GluN1-Domänen S1S2 und ATD + S1S2 beobachtet. Obwohl die isolierte 

Stimulation mit ATD in Patienten keinen signifikanten Unterschied ergab, zeigte sich auch 

hier eine Tendenz zur Reduktion der aktivierten T-Zellen. Die beobachteten Frequenzen 

von autoantigenreaktiven CD4+-TH-Zell lagen dabei im Bereich von 1 in 104-106 CD4+-T-

Zellen, ähnlich wie in vorherigen Studien (145). Unterstützt werden die Befunde durch 

eine Subanalyse isolierter aktivierte T-Zellen, welche eine reduzierte TNFα- und IFNγ-

Produktion gegen ATD, S1S2 und ATD+S1S2 ergab. Diese äußerte sich zum einen durch 

eine verminderte Frequenz von zytokinproduzierenden CD154+CD4+-T-Zellen als auch 

durch eine relative Reduktion der Zytokinexpression innerhalb aktivierter CD4+-T-Zellen. 

Ansätze mit Kontrollantigenen (KLH, C. albicans Lysat), die parallel zu den GluN1-

Antigenen stattfanden, ergaben keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen. 

 

4.2 Immunsuppression als Ursache der präsentierten Ergebnisse? 

Dabei muss der ggf. vorhandene Einfluss einer immunsuppressiven Therapie beachtet 

werden. Nach Stimulationen mit dem KLH-Protein, einem Kontroll- und Neoantigen, 

wurde wie erwartet eine niedrigere Aktivierung von CD4+-T-Zellen gegenüber 

Stimulationen mit Autoantigenen (145) beobachtet. Die Daten zeigten im Vergleich 

zwischen immunsupprimierten NMDAR-Patienten und Kontrollen keine Unterschiede in 

den CD154+CD4+-T-Zell-Frequenzen und auch nicht in der prozentualen TNFα- und 

IFNγ-Produktion. Es zeigte sich jedoch ein Unterschied in der Frequenz von Zytokin-

exprimierenden KLH-reaktiven CD4+-T-Zellen, welche, ähnlich wie in der Stimulation mit 

den krankheitsassoziierten Antigenen, in NMDARE-Patienten signifikant reduziert war. 
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Diese Beobachtung könnte auf eine generell verminderte Immunreaktion in den 

NMDARE-Patienten durch ihre Therapie hindeuten. Ausgehend davon wären die 

beobachteten Unterschiede einer verminderten Immunantwort von NMDARE-Patienten 

gegen ihre krankheitsspezifischen Antigene nur allein auf die immunsuppressive 

Therapie zurückzuführen und kein Zeichen einer veränderten Immunantwort.  

Dagegen sprechen jedoch die parallel erhobenen Daten der Stimulationen mit dem Lysat 

des ubiquitär vorkommenden C. albicans. Obwohl die meisten NMDARE-Patienten eine 

Erst- oder Zweitlinien-Immunsuppressionstherapie erhielten, reagierte ihr Immunsystem 

bezüglich der CD4+-T-Zell-Frequenzen und Zytokin-Produktion in der erwarteten 

Größenordnung gegen das C. albicans Lysat (148) und zeigten im Vergleich zur 

Kontrollgruppe keine statistischen Unterschiede. In einem fast identischen 

Versuchsaufbau von Kollegen unserer Arbeitsgruppe, in dem NMDARE-, LGI1-

Enzephalitis (LGI1E)-Patienten und deren jeweiligen Kontrollgruppen mit dem Protein 

LGI1 (leucine-rich glioma inactivated 1) stimuliert wurden, konnten bei vergleichbarer 

Immuntherapie zwischen den jeweiligen Vergleichsgruppen keine Unterschiede in der 

CD154+-T-Zell-Frequenz oder in der TNFα+- oder IFNγ+-CD4+-T-Expression gezeigt 

werden (156). Zusammenfassend unterstützen die oben genannten Beobachtungen eine 

unbeeinträchtigte CD4+-T-Zell-Antwort in den hier getesteten NMDARE-Patienten. 

 

4.3 Was bedeutet die verminderte Zytokinproduktion? 

Entgegen der anfangs aufgestellten Hypothese einer verstärkten CD154-, IFNγ- und 

TNFα-Expression durch GluN1-spezifische CD4+-T-Zellen in NMDARE-Patienten zeigen 

die Ergebnisse eine Reduktion dieser pro-inflammatorischen Zytokine. CD154 ist ein 

Mitglied der TNF-Superfamilie und ein Oberflächenmolekül, welches auf CD4+-T-Zellen 

nach Antigenkontakt exprimiert wird. Die Bindung von CD154 an CD40 auf B-Zellen 

induziert die B-Zell-Proliferation, Reifung, den Isotypenswitch und somatische 

Hypermutationen ihrer Antikörper (125, 152). Die verminderte Expression von CD154 in 

GluN1-spezifischen T-Zellen von NMDARE-Patienten ist hinweisend für eine 

Antikörpergenese, die unabhängig von der CD154-CD40-Interaktion ist (s. 4.6). TNFα ist 

ein genereller Aktivierungsmarker und ein Zytokin, dessen Produktion nicht auf eine T-

Zell-Linie beschränkt ist (148). Ihre verminderte Produktion in aktivierten CD4+-T-Zellen 

unterstützt die Beobachtung reduzierter CD154+CD4+-T-Zell-Frequenzen. Die 

verminderte IFNγ-Produktion in aktivierten CD4+-T-Zellen ist hinweisend auf eine 



 69 

Pathogenese ohne die Beteiligung von TH1-Zellen. IFNγ ist eines der Leitzytokine von 

TH1-Zellen und ist vor allem für die zellvermittelte adaptive Immunantwort verantwortlich. 

IFNγ verstärkt dabei die durch CD8+-T-Zellen verursachte Zytotoxizität (157). Ein Beispiel 

für die autoreaktive Relevanz von TH1-Zellen zeigt sich in ihrer Beteiligung in der 

Multiplen Sklerose (158). Zusammen mit der Beobachtung, dass in Hirnbiopsien und 

Autopsien wenig CD8+-T-Zellen und neuronaler Schaden beschrieben wurde (139, 141) 

unterstützt die reduzierte IFNγ-Antwort eine TH1-abhängige Genese der NMDARE. 

Zusammen spricht die Reduktion von CD154, IFNγ und TNFα generell gegen eine pro-

inflammatorische Immunreaktion gegen die krankheitsspezifischen Antigene der 

NMDARE.  

 

4.4 Wie verhalten sich CD4+-T-Zellen in anderen 
antikörpervermittelten ZNS-Erkrankungen? 

Die verminderte CD4+-T-Zell-Antwort von NMDARE-Patienten gegen die extrazellulären 

Domänen des GluN1 sind auch insbesondere im Vergleich zu Untersuchungen von 

LGI1E-Patienten interessant. Die LGI1E ist neben der NMDARE eine der häufigsten 

antikörpervermittelten Autoimmunenzephalitiden (54, 55). Ihre Klinik ähnelt in vielerlei 

Hinsicht der NMDARE: Sie ist häufig mit einer limbischen Enzephalitis und 

Veränderungen der Kognition und des Verhaltens assoziiert. Besonders charakteristisch 

sind zudem generalisierte oder partielle epileptische Anfälle, die sich oft als unilateraler 

epileptischer Anfall der oberen Extremität und des Gesichts präsentieren (eng. 

faciobrachial dystonic seisure) (159). Auch in der Pathogenese finden sich Parallelen zur 

NMDARE. So ist die LGI1E durch Antikörper gegen das neuronale LGI1 charakterisiert, 

welches zusammen mit ADAM22 und ADAM23 einen transsynaptischen Proteinkomplex 

in exzitatorischen Synapsen bildet (160). Diese LGI1-Antikörper sind ähnlich wie 

NMDAR-Antikörper direkt funktional und verhindern in zellbasierten Assays die Bindung 

von LGI1 an ADAM22 und ADAM23, wodurch die intrinsische zelluläre Exzitabilität sowie 

die glutamaterge Transmission in hippocampalen CA3-Neuronen erhöht wird (161, 162). 

In einem parallelen Versuchsaufbau von Kollegen unserer Arbeitsgruppe wurden PBMCs 

von NMDARE-Patienten mit dem neuronalen Autoantigen LGI1 stimuliert. Die daraus 

resultierende CD4+-T-Zell-Antwort zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe, anders als bei 

Stimulation mit den krankheitsspezifischen Antigenen, keinen Unterschied in ihrer 
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Immunantwort gegen LGI1. Parallel wurde die Immunantwort von LGI1E-Patienten 

gegen LGI1 selbst untersucht, welches in keinem der untersuchten Parameter 

(CD154+CD4+-, TNFα+CD154+CD4+-, IFNγ+CD154+CD4+-T-Zellfrequenzen und 

prozentuale Expression von TNFα und IFNγ innerhalb aktivierter CD4+-T-Zellen) zu 

Unterschieden im Vergleich zur Kontrollgruppe führte (156). Das steht im starken 

Kontrast zu den hier präsentierten Daten einer verminderten Immunreaktion und weist 

auf einen krankheitsspezifischen Effekt in NMDARE-Patienten gegen ihr definierendes 

Antigen hin. Möglicherweise beeinflussen immunogenetische Faktoren die 

Immunzellfrequenzen und -verteilung. So zeigen genomweite Assoziationsstudien eine 

starke Korrelation der LGI1E mit dem HLA-DR7 Haplotypen (163, 164), während die 

NMDARE eine Assoziation mit HLA-II DRB1*16:02 aufweist (165). Dieses wurde 

interessanterweise schon mit anderen antikörpervermittelten Autoimmunerkrankungen 

wie Morbus Basedow (166) und Neuromyelitis optica (NMO) (167) assoziiert.  

Die verminderten Frequenzen antigenspezifischer T-Zellen unterscheiden sich auch zum 

aktuellen Stand der T-Zell-Forschung in der NMO. Die NMO ist eine autoimmune 

inflammatorische demyelinisierende Erkrankung des ZNS (168), welche durch 

Autoantikörper gegen das krankheitsspezifische Protein Aquaporin 4 (AQP4) definiert ist. 

In der Pathogenese unterscheiden sich die NMO und die NMDARE bezüglich des 

Wirkungsmechanismus der Antikörper. Während eine Bindung von GluN1-Antikörpern 

an den NMDAR seine Internalisierung zur Folge hat (111), löst die AQP4-

Antikörperbindung am Zielprotein vor allem eine Komplement-vermittelte Zytotoxizität 

aus (169). Ungeachtet dessen existieren auch in der NMO zahlreiche Hinweise auf eine 

Beteiligung von CD4+-T-Zellen an ihrer Pathogenese. Es konnte in NMO-Patienten eine 

generelle Erhöhung der Konzentration von CD154 (170) und im akutem 

Krankheitsstadium ein erhöhter prozentualer Anteil von CD154+CD4+-T-Zellen innerhalb 

der CD4+-T-Zellen nachgewiesen werden (171). Ein direkter Vergleich dieser 

Beobachtungen mit beschriebenen Befunden in der NMDARE ist jedoch nur teilweise 

möglich, da es sich hierbei um keine Analyse antigenspezifischer CD154-Expression 

handelt und sich dieser Unterschied nur in Patienten im akuten Krankheitsstadium zeigte. 

Patienten mit stabiler NMO zeigten in der gleichen Studie keine Unterschiede in der 

CD154-Expression verglichen mit gesunden Kontrollen (171). Daneben existieren auch 

Hinweise auf eine Vermehrung von AQP4-spezifischen T-Zellen. So konnten AQP4-

spezifische-TH-Zellen klonal  expandiert werden, welche in NMO-Patienten eine 

signifikant stärkere Proliferation bei Stimulation mit AQP4 zeigten als TH-Zellen von 
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gesunden Kontrollen (172). Anders als hier wurden diese Daten jedoch aus einer 

langfristigen in vitro-Kultur generiert, welche möglicherweise individuelle T-Zell-Klone 

selektierte und somit die phänotypischen und funktionellen Charakteristika verändert 

haben könnten. Eine 2016 veröffentliche Studie bestärkt dennoch die Relevanz von T-

Zellen. Peptidfragmente des AQP4-Proteines induzierte in AQP4 Knockout-Mäusen eine 

deutliche T-Zell-Antwort, die nach Übertragung in das ZNS von Wildtyp-Mäusen eine 

Autoimmunität auslöste. Interessanterweise erzeugten AQP4-Fragmente keine T-Zell-

Antwort in Wildtyp-Mäusen (173). Die Daten suggerieren strenge Mechanismen zentraler 

Toleranz in gesunden Individuen, die die Aktivierung solcher autoreaktiven T-Zellen 

normalerweise inhibiert. Der Reifungsprozess unreifer T-Zellen führt durch Präsentation 

von körpereigenen Epitopen im Thymus i.d.R. zur Entwicklung von T-Zellen, die „nur“ 

eine mittlere Affinität für Autoantigene vorweisen. Für das Überleben benötigen TCRs 

reifer T-Zellen eine minimale Affinität gegenüber MHC-Molekülen (positive Selektion) und 

gleichzeitig dürfen sie keine zu hohe Affinität aufweisen (negativ Selektion). So weist die 

fehlende Proliferation von AQP4-spezifischen T-Zellen in Wildtyp-Mäusen, anders als in 

AQP4-Knockout-Mäusen, auf eine mögliche dysfunktionale thymische Selektion hin 

(173). Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich mit den hier präsentierten Daten nicht 

auf die Pathogenese der NMDARE übertragen. Ausgehend von einer ausbleibenden 

zentralen Toleranzentwicklung bei NMDARE-Patienten gegenüber der GluN1-

Untereinheit müsste die T-Zell-Antwort nach Stimulation mit krankheitsspezifischen 

Antigenen verstärkt ausfallen. Bei fehlendem Grenzwert einer „starken Immunreaktion“ 

gegen neuronale Autoantigene würde sich im Vergleich zwischen den NMDARE-

Patienten zumindest eine abgeschwächte CD4+-T-Zell-Antwort in der Kontrollgruppe 

beobachten lassen.  

Ein Vergleich mit der Myasthenia gravis (MG) unterstreicht erneut die überraschenden 

Befunde einer verminderten T-Zell-Antwort in NMDARE-Patienten. Die MG ist wie die 

NMDARE oder NMO eine durch Antikörper vermittelte Erkrankung, welche durch 

Autoantikörper gegen den Acetylcholinrezeptor (AChR) ausgelöst wird (174). Diese 

Autoantikörper führen über mehrere Mechanismen (z.B. beschleunigte Endozytose von 

AChR oder funktionelle Blockade des Rezeptors) zu einer Reduktion verfügbarer AChR, 

wodurch es zu einer Störung der neuromuskulären Endplatte mit einer pathologisch 

gesteigerten Ermüdbarkeit der Muskulatur kommt (175). Zahlreiche Studien weisen dabei 

auf eine T-Zell-abhängige antikörpervermittelte Pathogenese der MG hin. Dafür sprechen 

beispielweise der Nachweis von AChR-spezifischen CD4+-T-Zellen im peripheren Blut 
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und Thymus von MG-Patienten (176, 177) und die Synthese von AChR-Autoantikörpern 

in Mäusen, für die der adoptive Transfer von AChR-spezifischen CD4+-T-Zellen 

ausreichend war (178). Auch waren CD4-defiziente Mäuse nicht in der Lage, die 

experimentelle Autoimmun-Myasthenia gravis (EAMG), ein Tiermodell der MG, zu 

entwickeln (179). Anders als bei den hier präsentierten Ergebnissen mit einer Reduktion 

der GluN1-spezifischen IFNγ-Produktion in NMDARE-Patienten zeigten MG-Patienten in 

mehreren Studien jedoch erhöhte Frequenzen von IFNγ-exprimierenden AChR-

autoreaktive T-Zellen (180-183). Ein Vergleich mit den verminderten GluN1-spezifischen 

CD154+-T-Zell-Frequenzen ist nach eigener Recherche leider nicht möglich, da bisher 

keine Studien über die Frequenz von AChR-spezifischen CD154+CD4+-T-Zellen in 

Patienten veröffentlich wurden. Hinweise für eine pathophysiologische Beteiligung von 

CD154 wurden jedoch beschrieben. So sind beispielsweise CD154-Knockout Mäuse 

resistent gegenüber der Induktion der EAMG (184) und eine Blockade von CD154 in 

chronischer EAMG führten zu einer verminderten Krankheitsaktivität in erkrankten 

Mäusen (185). Diese Daten weisen auf eine notwendige CD154-Expression in CD4+-T-

Zellen hin und suggerieren eine klonale Expansion von AChR-spezifischen CD154+-T-

Zellen in der MG, was für eine erhöhte Frequenz von AChR-spezifischen CD154+-T-

Zellen sprechen könnte. Existierende Unterschiede in der IFNγ-Produktion und potentiell 

bestehende Unterschiede in der antigenspezifischen CD154-Expression könnten dabei 

durch eine Unterschiedliche Verteilung von T-Helferzellen und regulatorischen T-Zellen 

bedingt sein. Eine Rolle könnte so den IL17 produzierenden TH17-Zellen zukommen. So 

konnte gezeigt werden, dass IL-17-Knockout-Mäuse nach aktiver Immunisierung im 

Vergleich zu Wildtyp-Mäusen weniger oder keine EAMG-Symptome entwickelten (186). 

Interessanterweise konnte auch in klonal expandierten AQP4-spezifischen T-Zellen von 

NMO-Patienten eine vermehrte Expression von IL-17 gezeigt werden (172). Aktuelle 

Studien beschreiben zudem dysfunktionale Treg-Populationen als mögliche Ursache der 

MG-Pathogenese. MG-Patienten zeigten im Vergleich zu Kontrollen erhöhte Frequenzen 

von AChR-spezifischen CCR6+ Gedächtnis-T-Zellen, einem Marker für eine Untergruppe 

von regulatorische T-Zellen (187), mit vermehrter Produktion von IFNγ und IL17 (183).  

Zukünftige Forschung über das T-Zell-Repertoire von NMDARE-Patienten, insbesondere 

hinsichtlich der Rolle von Th17- und regulatorischen T-Zellen, sind notwendig, um 

bestehende Unterschiede im Vergleich zur MG oder zur NMO besser einordnen zu 

können und ein besseres Verständnis über die Pathogenese der NMDARE zu gewinnen. 
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4.5 Befinden sich GluN1-reaktive T-Zellen nicht im Blut? 

Ein Erklärungsansatz für die erniedrigten Frequenzen von GluN1-spezifischen TH-Zellen 

könnte die Migration der Zellen in Keimzentren des lymphatischen Systems (z.B. 

Lymphknoten), in Keimzentren-ähnlichen Strukturen in Tumoren (89) und Gehirn/ 

Gehirnparenchym sein, wodurch sie durch sie im peripheren Blood nicht detektierbar 

wären. In der Tat konnten bereits GluN1-Antikörperproduzierende B-Zellen in 

lymphozytenreichen Strukturen innerhalb von Teratomen von NMDARE-Patienten 

nachgewiesen werden (188), die eventuell von T-Zellen umgeben werden. Auch in 

Patienten mit AChR-Antikörper-positiver MG sind ektope Keimzentren im Thymus schon 

länger bekannt (189). Dagegen spricht jedoch, dass in der Immunantwort gegen fremde 

Epitope antigenspezifische T-Zellen während und nach der Erkrankung im peripheren 

Blut nachweisebar sind (155). Die hier präsentierten Daten zeigen trotz nicht bestehender 

C. albicans-Infektion konsistent hohe C. albicans-spezifisch CD4+-T-Zell-Frequenzen mit 

starker TNFα-Sekretion. Zudem zeigen die Untersuchungen Kollegen nach Stimulation 

mit LGI1 keine reduzierte Anzahl an peripher autoreaktiven CD4+-T-Zellen, weder in 

NMDARE- noch LGI1E-Patienten (156). Zusammengenommen widersprechen diese 

Befunde eine T-Zell-Verschiebung ins Gewebe. Eine Untersuchung zur Bestätigung 

dieser Hypothese am Menschen wäre durch die limitierte Anzahl an Biopsie- und 

Autopsieproben zudem sehr schwer. 

 

4.6 Ist eine CD4+-T-Zell-Beteiligung in der Pathogenese der NMDARE 
nicht notwendig? 

Die präsentierten Daten sind unerwartet, weil in der klonalen Selektionstheorie (190) die 

CD4+-T-Zell-Hilfe für die Selektion und Produktion von hochspezifischen und hochaffinen 

Antikörper essentiell sind. Im Rahmen der humoralen adaptiven Immunantwort benötigen 

B-Zellen typischerweise die Hilfe von aktivierten antigenspezifischen CD4+-T-Zellen zur 

Proliferation und Differenzierung. TH2-Zell-abhängig kommt es in antigenspezifischen B-

Zellen zu einem Klassenswitch zu IgG und somatischen Hypermutationen, die 

schlussendlich B-Zellen mit hochaffinen Antikörpern hervorbringen.  

Angesichts des bisherigen Forschungsstandes einer Antikörper-vermittelten Ätiologie mit 

hochaffinen IgG-Antikörpern, Liquorbefunden mit Pleozytose und erhöhten Zytokinen 

sowie post mortem Untersuchungen mit CD4+-T-Zell-Infiltraten im Gehirn deuten die 
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Befunde auf eine verstärkte Immunantwort mit starker CD4+-T-Zell-Beteiligung hin. 

Insbesondere ein 2019 entwickeltes Tiermodell von NMDARE von Mäusen betonte die 

pathophysiologische Relevanz von CD4+-T-Zellen. Drei Wochen nach aktiver 

Immunisierung waren CD4+-T-Zellen die prädominante Klasse von Immunzellen im 

Hippocampus von symptomatischen Tieren. Darüber hinaus entwickelten Mäuse mit 

CD4- und CD8-Knockout verglichen mit Wildtyp-Tieren keine Enzephalitis, zeigten 

histopathologisch keine Inflammation und bildeten keine NMDAR-Antikörper (142).  

Dennoch, gegensätzlich zur anfänglichen Hypothese, zeigen die Daten eine Reduktion 

von GluN1-reaktiven TH-Zellen und eine signifikante Reduktion von inflammatorischen 

Zytokinen in den Zellen von NMDARE-Patienten. Es stellt sich die Frage, ob in dieser 

spezifischen Erkrankung CD154-exprimierenden CD4+-TH-Zellen in der Bildung von 

GluN1-Antikörpern möglicherweise nicht beteiligt sind. Vorstellbar wäre eine TH-Zell-

unabhängige extrafollikuläre Aktivierung von bereits GluN1-reaktiven B-Zellen in 

NMDARE-Patienten direkt im Gehirn nach einer Virusenzephalitis (91) oder in 

assoziierten NMDAR-exprimierenden Tumor-Zellen in Teratomen (89). Für diese 

Hypothese müssten zwei Voraussetzungen erfüllt sein: das Vorhandensein von 

autoreaktiven B-Zellen und eine TH-Zell-unabhängige B-Zell-Aktivierung. 

Die B-Zell-Reifung und Toleranzentwicklung finden im Knochenmark statt. Die riesige 

Vielfalt an variablen B-Zell-Rezeptoren (BCR) entsteht durch die zufällige Rekombination 

der V-, D- und J-Gensegmente (somatische Rekombination), bei der es unausweichlich 

auch zur Entstehung von autoreaktiven B-Zellen kommt. Typischerweise durchlaufen B-

Zellen während ihrer Reifung eine Toleranzentwicklung mit negativer Selektion von 

hochaffinen BCR gegen Autoepitope. GluN1-reaktive B-Zellen könnten jedoch aufgrund 

einer ausbleibenden GluN1-Präsentation oder wegen einer genügend niedrigen Affinität 

ihrer BCR als Teil des naiven B-Zell-Repertoires bestehen bleiben. Solch ein 

Mechanismus würde die pathogene Wirkung der bereits entdeckten Keimbahn-GluN1-

Antikörper in NMDARE-Patienten erklären (112). Daneben wurden auch bei NMO-

Patienten bereits naive AQP4-spezifische B-Zellen entdeckt (191).  

Die Aktivierung von diesen naiven B-Zellen erfolgt in der Regel TH-Zell-abhängig. 

Antigenspezifische CD4+-T-Zellen binden über ihren T-Zell-Rezeptor den MHC-II/Peptid-

Komplex der präsentierenden B-Zelle, wonach sie die B-Zelle über Zellkontakte und 

Zytokine aktivieren. Dieser Prozess induziert in naiven B-Zellen, die fast ausschließlich 

IgM-Antikörper exprimieren, einen Klassenswitch zu IgG und somatische 

Hypermutationen ihrer Antikörper, die die Affinität gegen das Epitop steigern. 
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Autoantikörper aus LGI1E- und MG-Patienten zeigten einen Wechsel ihrer 

Immunglobulinklasse und wiesen zahlreiche somatische Mutationen in den 

hypervariablen V-Regionen auf (162, 192).  

Die hier präsentierten Daten einer Reduktion von GluN1-spezifischen CD4+-T-Zellen 

suggerieren jedoch eine TH-Zell-unabhängige humorale Immunantwort. Solch ein 

Mechanismus ist zwar schon länger bekannt, er unterscheidet sich jedoch von der TH-

Zell-abhängigen B-Zell-Antwort. Naive B-Zellen können durch repetitive Nicht-Protein-

Epitope wie z.B. Kohlenhydratstrukturen auf Bakterienoberflächen direkt aktiviert werden. 

Es kommt jedoch typischerweise durch die fehlende T-Zell-Hilfe zu keinem 

Klassenwechsel der Immunglobuline und auch zu keinen somatischen Hypermutationen, 

sodass diese, ähnlich wie naive B-Zellen, nur weniger affine IgM produzieren können 

(193). Dazu passen die Befunde von Glun1-spezifischen IgM-Antikörpern in Patienten, 

welche noch Monate nach Ausbruch der Erkrankung nachweisbar waren (188). Zudem 

zeigten sich nur wenige bzw. keine somatischen Hypermutationen in Antikörpern aus 

NMDAR-Patienten (112). Pathogene unmutierte GluN1-Antikörper stehen auch im 

deutlichen Kontrast zur NMO, wo AQP4-Antikörper nach Umkehrung der somatischen 

Hypermutationen jegliche Bindung zu ihrem Epitop verloren (194). Im Verlauf der 

Erkrankung könnten die hochaffinen pathogenen NMDAR-IgGs dabei im Rahmen eines 

CD4+-T-Zell-unabhängigen Isotypenswitches entstehen. In T-Zell-defizienten Mäusen 

konnte solch eine Umstellung der IgM- zur IgG-Produktion nach Virusinfektion bereits 

nachgewiesen werden (195). 

Die verminderte T-Zell-Antwort, wie sie hier gegen GluN1-Epitope beschrieben wurde, 

könnte sich mit dieser Hypothese decken. Bereits auto-reaktive naive B-Zellen könnten 

nach erneutem Antigenkontakt eine TH-Zell-unabhängige Aktivierung mit Synthese von 

hochaffinen IgG-Antikörpern unterlaufen. Die Befunde deuten auf eine notwendige T-

Zell-Beteiligung in der Pathogenese der LGI1E und NMO hin, während die 

keimbahnkonfigurierten GluN1-Antikörper und eine reduzierte CD4+-T-Zell-Antwort 

konsistent mit einer CD4+-TH-Zell-unabhängigen Genese sind.  

 

4.7 Sind NMDA-Antikörper natürlich vorkommende Autoantikörper? 

Ungeklärt bleibt jedoch die hohe Seroprävalenz von IgA, IgM und IgG Glun1-Antikörpern 

in der allgemeinen Bevölkerung (117). NMDA-Antikörper könnten Teil einer bestimmten 

Gruppe von „natürlich“ vorkommenden Autoantikörpern sein, deren Existenz ist seit über 
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40 Jahren bekannt ist (196, 197). Natürliche Autoantikörper der Klassen IgM, IgA und 

IgG werden schon vor der Geburt von B1-Zellen und B-Zellen in der Marginalzone der 

Milz produziert, unabhängig von Antigenkontakten und CD4-T-Zell-Hilfe (198, 199). Sie 

sind womöglich vor allem in der frühen Entwicklung des Immunsystems von Bedeutung 

und sind an der Bekämpfung von Krankheitserregern wie Staphylococcus aureus beteiligt 

(200) bevor es zur Bildung von Antikörper der adaptiven Immunantwort kommen kann 

(201, 202). Natürlich GluN1-Antikörper decken sich mit der Entdeckung von GluN1-

Antikörpern auf Keimbahnebene (112), deren Auftreten im Individuum möglicherweise 

allein von der statistischen Wahrscheinlichkeit der VDJ-Rekombination abhängig ist. Es 

lassen sich zahlreiche Autoantikörpern in sowohl gesunden als auch kranken Individuen 

und in anderen Säugetieren finden (203), auch gegen Proteine aus dem ZNS (120). 

Während es jedoch typischerweise zu einer Abnahme der natürlichen IgM- (198) und 

Zunahme der natürlichen IgG-Antikörper im Alter kommt (203), zeigten Untersuchungen 

der GluN1-spezifischen Antikörper eine altersabhängige Zunahme aller 

Immunglobulinklassen in kranken und gesunden Individuen (118). Die Gründe für diesen 

Widerspruch sind bisher noch unklar. Unterstützend für die Theorie natürlicher GluN1-

Antikörper ist das Vorkommen von NMDAR-Antikörper der Immunglobulinklassen IgA, 

IgM und IgG in anderen Säugetieren wie Hunden und Rhesus Makaken, wo sie zum 

natürlichen Autoimmunantikörperrepertoire gehören (204). In allen getesteten 

Säugetieren zeigt GluN1 eine Sequenzhomologie von mehr als 99%. Parallel zu den 

Untersuchungen in Menschen waren alle aus Säugetieren gewonnenen GluN1-

Antikörper in Experimenten funktional und damit potentiell pathogen. Dass NMDAR-

Antikörper auch in Tieren pathogen sein können, wurde bereits 2015 nachgewiesen. 

Knut, ein Eisbär aus dem Berliner Zoo, ertrank in Folge eines epileptischen Anfalls 

ausgelöst durch NMDAR-Antikörper (205). Auch Hunde scheinen aufgrund von GluN1-

Antikörper Enzephalitiden entwickeln zu können (206). Ob und welche Rolle natürlich 

vorkommende GluN1-Antikörper haben, kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden. 

Es existieren jedoch Hinweise auf eine neuroprotektive Wirkung. Bereits vorhandene 

NMDAR-Autoantikörper in Individuen sind mit einer kleineren Läsionsgröße nach 

Schlaganfällen assoziiert (118), möglicherweise durch eine von ihnen bewirkte Reduktion 

der Glutamat-vermittelten Exzitotoxität. Ihre Autoreaktivität in Trägern ist möglicherweise 

nur ein ungünstiges Nebenprodukt. Der spezifische Keimbahnantikörper mit der 

variablen schweren Kette 4-34 zeigte eine nachgewiesene Reaktivität gegen 
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kommensale Bakterien, weiste jedoch gleichzeitig eine autoreaktive Komponente auf 

(207).  

Es stellt sich die Frage, wie diese seit der Geburt vorhandenen Antikörper, im späteren 

Verlauf in bestimmten Individuen zu einer Neuroinflammation führen. Alle untersuchten 

GluN1-Antikörper (IgG-GluN1-Antikörper auf Keimbahnebene aus NMDARE-Patienten 

(112), Immunglobuline (IgA, IgM und IgG) aus gesunden Individuen (117) und aus 

Säugetieren (204)) waren in zellbasierten Assays direkt funktional und damit potentiell 

pathologisch, lösten jedoch im Großteil ihrer Träger keine Symptomatik aus. Ein 

Erklärungsansatz findet sich in der Rolle der Blut-Hirn-Schranke. Mäuse mit 

Apolipoprotein (ApoE)-Knockout, welche eine dysfunktionale Blut-Hirn-Schranke 

aufweisen (208, 209), zeigten nach Injektion von Antikörpern aus NMDAR-Antikörper-

positiven Individuen psychosebedingte Verhaltensstörungen (121). Zudem wiesen 

seropositive schizophrene Patienten mit Geburtskomplikationen oder bekanntem 

Neurotrauma in der Vorgeschichte, beides Hinweise für eine zumindest vorübergehende 

Einschränkung der Blut-Hirn-Schranke, signifikant mehr neurologische Defizite aus als 

vergleichbare seronegative Patienten (121). Auch die kleinere Läsionsgröße nach 

Schlaganfällen war nur mit dem negativem ApoE4-Trägerstatus assoziiert, ApoE4-Träger 

zeigten dagegen eine gegenteilige Vergrößerung des Läsionsareals (118). Eine 

dysfunktionale Blut-Hirn-Schranke scheint auch in der NMO eine relevante 

pathophysiologische Rolle zu spielen. Der alleinige Transfer von Immunglobulinen aus 

AQP4-Antikörper-positiven NMO Patienten führte zu keinen pathologischen 

Veränderungen im ZNS (210). Erst die Gabe von AQP4-Antikörpern und 

Komplementfaktoren und die gleichzeitige Umgehung der Blut-Hirn-Schranke führte zu 

NMO-typischen demyelinisierenden Veränderungen in Mäusen (211). 

Die Ergebnisse vieler Studien weisen auf NMDAR-Antikörper als Teil dieses natürlichen 

vorkommenden Antikörperrepertoires hin. Die in dieser Arbeit beschriebene fehlende 

CD4+-T-Zell-Antwort würde sich mit dieser Theorie einer natürlichen GluN1-

Antikörperproduktion durch B1-Zellen decken. Für die Produktion solcher natürlich 

vorkommenden Antikörper benötigen diese B-Zellen keinen Antigenkontakt und, viel 

wichtiger, wäre die Produktion vollkommen TH-Zell-unabhängig. Der genaue 

Mechanismus, wie diese natürlichen GluN1-Antikörper im Verlauf pathogen werden, ist 

jedoch auch mit diesem Erklärungsansatz nicht vollumfänglich geklärt. Das Auftreten von 

der NMDARE nach Virusenzephalitiden (91) oder während NMDAR-Expression in 

Teratomen (89) implizieren eine Assoziation mit (erneuter) Präsentation von NMDA-
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Rezeptoren. Es ist unklar, welche Faktoren zu einer Expansion oder Zunahme der 

GluN1-Antikörperproduktion von bereits existierenden B-Zellen beitragen würden. 

Möglicherweise erfolgt die Aktivierung dabei durch abnorme Neurone in Teratomen (89, 

212), Antikörper-Komplex-Bildung mit bisher unbekannten Substanzen (213) oder 

Antikörperkontakt mit frei löslichem NMDAR nach neuronalem Schaden (214, 215). 

 

4.8 Limitationen und Ausblick 

Die vorliegende Arbeit weist Limitationen seitens der Methodik und des Studiendesigns 

auf, die im folgenden Abschnitt diskutiert werden. 

T-Zell-Stimulation: Die zur Stimulation genutzten Antigene waren aus E. coli gewonnen 

GST-Fusionsproteine. Die Stimulation von allen Probanden fand daher auch mit dem an 

dem Fusionsprotein befindlichen GST-Tag statt. Auch zum Zeitpunkt der Stimulation war 

der GST-Tag Teil dieses Proteins. Mögliche Unterschiede in der CD154+CD4+-T-

Zellfrequenz oder in der Zytokinproduktion aktivierter T-Zellen können jedoch relativiert 

werden. Die Stimulation von beiden Kohorten erfolgte mit den gleichen Proteinen, sodass 

ein Unterschied bei unbeeinträchtigter Immunantwort nur auf die GluN1-Domänen 

zurückgeführt werden kann.  

Analyse von seltenen antigenspezifischen T-Zellen: Die Analyse von autoreaktiven T-

Zellen stellt aufgrund ihrer niedrigen Frequenz (1/ 104-107 autoreaktiven T-Zellen (145)) 

ein methodisches Problem dar. Das ARTE-Protokoll ist dabei eine etablierte Methode um 

antigenspezifischen CD4+-T-Zellen anzureichern (148, 155, 216) und sie der späteren 

Messung z.B. in der Durchflusszytometrie zugänglich zu machen. Die hier präsentierten 

Kontroll-Stimulationen mit KLH und C. albicans-Lysat waren in der Lage frühere 

Ergebnisse zu reproduzieren (148), was für eine hohe Inter-Assay-Präzision spricht. 

Dennoch wäre es interessant, T-Zell-Frequenzen mithilfe von löslichem Peptid/MHC-II-

Tetrameren zu analysieren, da diese auch nicht aktivierte antigenspezifische T-Zellen mit 

einbeziehen kann. Alternativen zur Analyse von seltenen antigenspezifischen T-Zellen 

ist z.B. die in-vitro Expansion über Wochen mit kontinuierlicher Stimulation mit einem 

Antigen. Diese Methode wird jedoch von vielen schwer vorhersehbaren Parametern 

beeinflusst wie z.B. ihrem T-Zell-Status (z.B. naive vs. Gedächtnis-T-Zellen) oder einer 

antigenunspezifischen Aktivierung (Bystander-Aktivierung). Zudem ist eine Errechnung 

der antigenspezifischen T-Zell-Frequenz mit dieser Methode nicht möglich.  
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Studiendesign: Es handelt sich hierbei um eine Momentaufnahme von GluN1-

spezifischen T-Zellen, weshalb ihre Aussagekraft bezüglich der T-Zell-Entwicklung 

während der Erkrankung eingeschränkt ist. Die T-Zellen der meisten Patienten wurden 

erst Monate bis Jahre nach Erkrankungsbeginn untersucht. Hier wäre eine langzeitliche 

Begleitung von mehreren Patienten mit mehreren Untersuchungszeitpunkten interessant. 

Diese könnten die Entwicklung der CD4+-T-Zell-Antwort vor allem zu Beginn der 

Erkrankung charakterisieren und möglicherweise eine Normalisierung der T-Zellen über 

einen längeren Zeitraum feststellen. Interessant wäre auch die Testung von gesunden 

Individuen mit NMDAR-Antikörper-Träger-Status, um deren CD4+-T-Zell-Antwort zu 

Vergleichen. Die Patientenakquise stellt hierbei aufgrund der relativ niedrigen Inzidenz 

der NMDARE ein generelles Problem dar.  

T-Zell-Analyse: Die generierten Daten ermöglichten eine Analyse der CD4-, CD45RA-, 

CD45RO-, TNFα-, IFNγ- und CD154-Expression in antigenspezifischen T-Zellen. Die 

Hürden für die ausführlichere Charakterisierung der T-Zellen sind zum einen das limitierte 

Patientenmaterial sowie die begrenzte Anzahl an Detektoren und verfügbaren 

Fluorochromen in der Durchflusszytometrie (217). Mehrere Stimulationsansätze mit dem 

gleichen Antigen zur genaueren Differenzierung der T-Zell-Antwort wären dafür in der 

Zukunft notwendig. Oberflächenmarker und Zytokinprofile könnten Aussagen über die 

Beteiligung bestimmter CD4+-T-Zellreihen geben, wie z.B. IFNγ und IL-2 für TH1-, IL-4, 

IL-5, etc. für TH2-, IL-17 für TH17-T-Zellen oder FOXP3 für regulatorische T-Zellen. 

Regulatorische TH-Zellen wären besonders interessant, da sie möglicherweise zu einer 

verminderten GluN1-spezifischen TH-Zellfrequenz führen. Es ist jedoch schwer zu 

prognostizieren, wie Treg-Zellen an der Pathogenese der NMDARE beteiligt sind, da es 

bisher meines Wissens nach noch nicht möglich ist, autoantigenspezifische Treg-Zellen 

in Menschen zu isolieren oder funktionell zu charakterisieren. 

 

4.9 Fazit 

Die hier präsentierten Daten zeigen eine unerwartete Reduktion von CD154+CD4+-TH-

Zellen und eine signifikant verminderte Produktion von inflammatorischen Zytokinen 

(IFNγ und TNFα) in Patienten mit NMDARE. Dagegen konnten Stimulationen mit dem C. 

albicans-Lysat keinen Unterschied zur Kontrollgruppe erzeugen, was auf eine intakte 

Immunantwort hinweist. Die verminderte Immunantwort deutet auf eine NMDARE-

Pathogenese ohne Beteiligung von proinflammatorischen GluN1-spezifischen TH-Zellen 
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hin. Die GluN1-reaktiven Antikörper könnten als natürliche vorkommende Antikörper seit 

der Geburt existieren oder im Rahmen einer TH-Zell-unabhängigen Aktivierung von B-

Zellen mit fehlerhafter Toleranzentwicklung gebildet werden, welche erst durch eine 

dysfunktionale Blut-Hirnschranke pathogen werden. Betrachtet man dazu die Daten der 

Stimulation von NMDARE- und LGI1E-Patienten mit LGI1-Protein, welche keine 

Unterschiede zu den Kontrollgruppen zeigten, weisen die verminderten CD4+-T-Zellen 

auf eine krankheitsspezifische Erscheinung. Zukünftige Studien können die fehlerhafte 

T-Zell-Antwort gegen GluN1 in Patienten ausführlicher charakterisieren. So könnten 

parallel zum Krankheitsverlauf wiederholte T-Zell-Analysen des gleichen NMDARE-

Patienten Einblicke in die T-Zell-Entwicklung geben und die klonale Expansion GluN1-

reaktiver T-Zellen in Kultur die Analyse von T-Zell-Subpopulationen ermöglichen.  
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