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1. Einleitung 

1.1 Das Immunsystem 

1.1.1 Überblick 

Jeder Organismus ist der fortwährenden Präsenz von potentiell pathogenen Mikroor-

ganismen und Toxinen ausgesetzt, die den Körper schädigen könnten. Zum Schutz 

sowohl gegen das Eindringen solcher Krankheitserreger als auch deren Eliminierung 

dient das Immunsystem. Dieses stellt ein differenziertes und hochkomplexes System 

dar, welches eine effektive Abwehr von Pathogenen gewährleisten kann. Mit eine der 

wichtigsten Eigenschaften des Immunsystems ist dabei die Unterscheidung zwischen 

körpereigenen Antigenen und Fremd-Antigenen, was als Selbsttoleranz bezeichnet 

wird. Ist die Selbsttoleranz gestört, kann es durch die Ausbildung von Autoimmuner-

krankungen zur Schädigung von körpereigenen Geweben kommen [1, 2].  

Das Immunsystem besteht aus diversen sezernierten Molekülen und aus einer Viel-

zahl an Effektorzellen, die von den pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen im 

Knochenmark abstammen. Es lässt sich allgemein in das angeborene, unspezifische 

und das adaptive (erworbene), spezifische Immunsystem unterteilen. Durch die enge 

Interaktion der beiden Systeme lässt sich eine effektive Abwehr von Pathogenen ge-

währleisten [1, 2]. 

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Barriere der Abwehr dar und wirkt dabei 

effizient und schnell innerhalb von Minuten [2]. Es hat sich phylogenetisch früh entwi-

ckelt und löst durch die Erkennung von Eindringlingen eine unmittelbare Immunantwort 

aus [3]. Das angeborene Immunsystem beinhaltet physikalische und chemische Bar-

rieren, ebenso wie zelluläre und humorale Bestandteile und Rezeptoren, die moleku-

lare konservierte Muster auf der Oberfläche von eindringenden Pathogenen erkennen 

[1, 4]. Die Haut und Epithelien stellen eine physikalische Barriere dar, während bei-

spielsweise die saure Umgebung im Magen und im Speichel enthaltene Enzyme als 

chemische Barriere mit anti-mikrobieller Wirkung fungieren [2]. Zu den zellulären Be-

standteilen zählen unter anderem Neutrophile Granulozyten und Makrophagen. Diese 

sekretieren destruktive Substanzen wie Protein-verdauende Enzyme, um eindrin-

gende Zellen zu töten und diese anschließend zu phagozytieren [1, 4]. Des Weiteren 
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zählen Mastzellen, natürliche Killer (NK)-Zellen und dendritische Zellen zum angebo-

renen Immunsystem [2]. Der humorale Teil des angeborenen Immunsystems beinhal-

tet Proteine des Komplementsystems. Diese starten eine Kaskade an proteolytischen 

Reaktionen, welche zur Zerstörung der Zielzelle führen. Weitere Bestandteile sind 

Chemokine, die Lymphozyten anlocken, und Zytokine, welche die Funktion, Aktivie-

rung und Proliferation weiterer Zellen steuern können [2, 4].  

Das adaptive Immunsystem wirkt im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem erst 

nach einigen Stunden bzw. nach einigen Tagen. Anders als bei der angeborenen Im-

munität starten keine unspezifischen, bereits vorhandenen Mechanismen direkt nach 

der Pathogen-Erkennung. Stattdessen muss eine Antigen-spezifische Immunantwort 

erst etabliert werden. Ein großer Vorteil des adaptiven Immunsystems ist, dass ein 

immunologisches Gedächtnis gebildet wird, sodass das Immunsystem bei einer Re-

Infektion deutlich schneller und effektiver reagieren kann [2]. Das adaptive Immunsys-

tem besteht aus B-Zellen und T-Zellen, bei denen es sich um Antigen-spezifische Lym-

phozyten handelt. Jeder Lymphozyt reift mit einer einzigartigen Variante eines Anti-

gen-Rezeptors heran, wodurch die Lymphozyten-Population ein großes Repertoire an 

Rezeptoren mit hoch diversen Antigen-Bindungsstellen besitzt, die potentiell jedes 

fremde Antigen erkennen können [1, 2, 5]. B- und T-Zellen entstehen im Knochenmark. 

Anschließend verbleiben B-Zellen im Knochenmark und differenzieren zu reifen naiven 

B-Zellen, während T-Zellen zur Differenzierung in den Thymus wandern. Hierbei ler-

nen die Zellen zwischen Selbst und Fremd zu unterscheiden [2, 5]. Die naiven reifen 

B-Zellen und T-Zellen zirkulieren zwischen Blut und sekundären lymphatischen Orga-

nen, bis sie ihr spezifisches Antigen antreffen und aktiviert werden. Die Aktivierung 

von Lymphozyten ist eine wichtige Verbindung zwischen dem angeborenen und dem 

adaptiven Immunsystem. Dendritische Zellen phagozytieren Pathogene, prozessieren 

diese und präsentieren sie in Peptidform auf ihrer Zelloberfläche naiven T-Zellen. Sie 

werden daher auch als Antigen-präsentierende Zellen (antigen presenting cells, APCs) 

bezeichnet. Erkennen T-Zellen mit ihrem T-Zell-Rezeptor (T cell receptor, TCR) das 

präsentierte Antigen, werden sie durch diese Stimulation und weitere costimulatori-

sche Signale der dendritischen Zelle aktiviert. Im Gegensatz dazu werden B-Zellen 

durch die Bindung eines Antigens an ihren B-Zell-Rezeptor (B cell receptor, BCR) ak-

tiviert, während weitere Aktivierungssignale durch die Interaktion mit aktivierten T-Zel-

len kommen [2]. Nach der Aktivierung differenzieren Lymphozyten zu Effektorzellen. 
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Die Effektor-Form von B-Zellen sind Plasmazellen, welche Antigen-spezifische Anti-

körper sekretieren, um so Pathogene und Toxine im extrazellulären Raum zu neutra-

lisieren und zu bekämpfen. Dies stellt die humorale Immunantwort dar. T-Zellen kön-

nen sich in die drei unterschiedlichen Effektorzelltypen der zytotoxischen T-Zellen, der 

T-Helferzellen (TH) und der regulatorischen T-Zellen differenzieren. Hierbei töten zyto-

toxische T-Zellen Zellen, die mit Viren oder intrazellulären Pathogenen infiziert sind. 

T-Helferzellen interagieren unter anderem mit Antigen-stimulierten B-Zellen, um deren 

Produktion von Antikörpern zu unterstützen. Im Gegensatz dazu unterdrücken regula-

torische T-Zellen die Aktivität von anderen Lymphozyten, um Immunreaktionen einzu-

dämmen. Daher sind T-Zellen sowohl für die humorale als auch für die zell-vermittelte 

Immunantwort wichtig [1, 2, 5]. Während der Immunreaktion differenzieren einige B- 

und T-Zellen zu langlebigen Gedächtniszellen, um eine langanhaltende Immunität zu 

gewährleisten [2, 5].  

 

1.1.2 B-Zellen 

Erstmals entdeckt wurden B-Zellen in der Bursa Fabricii, einem lymphatischen Organ 

in Vögeln, in dem die B-Zellen reifen. Daher wurden diese Zellen als „Bursa“ (B)-Zellen 

benannt [6].  

 

1.1.2.1 Allgemeiner Aufbau eines Immunglobulins 

Bei Immunglobulinen (Ig), die auf der Zelloberfläche von B-Zellen exprimiert werden 

bzw. durch terminal-differenzierte Plasmazellen sekretiert werden, handelt es sich um 

Glykoproteine. Sie stellen in ihrer Funktion als Antigenrezeptoren einen essentiellen 

Teil des humoralen adaptiven Immunsystems dar. Allgemein lassen sich Antikörper in 

die fünf Isotypen IgM, IgD, IgA, IgE und IgG unterteilen. IgG stellt dabei den im huma-

nen Immunsystem am häufigsten vorkommenden Isotyp dar, welcher in die vier Un-

terklassen IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4 unterteilt werden kann [7, 8]. IgA lässt sich in 

die Unterklassen IgA1 und IgA2 gliedern [8].  

Ein IgG Antikörper besteht aus zwei identischen schweren Ketten (heavy chain, HC) 

und zwei identischen leichten Ketten (light chain, LC), die durch Disulfidbrücken mitei-

nander verbunden sind (Abbildung 1). Die Paare von leichten und schweren Ketten 
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wiederum lassen sich in zwei strukturelle Domänen, die variable Domäne und die kon-

stante Domäne untergliedern. Die leichte Kette besteht aus einer variablen Domäne 

(variable light, VL) und einer konstanten Domäne (constant light, CL), während sich die 

schwere Kette in eine variable Domäne (variable heavy, VL) und drei konstante Domä-

nen (constant heavy, CH1, CH2, CH3) aufteilt [8, 9]. Im Gegensatz dazu beinhalten die 

schweren Ketten von IgM und IgE eine vierte konstante Domäne (CH4) [8]. 

Die Fab (fragment antigen binding)-Regionen (bestehend aus VL, VH, CL und CH1)  

können spezifische Antigene binden, wohingegen die Fc (fragment crystallizable)-Re-

gion (bestehend aus CH2, CH3 und CH4 bei IgM und IgE) verantwortlich für Effektor-

funktionen ist. Dazu gehören unter anderem die Bindung an Proteine des Komple-

mentsystems oder die Bindung an Fc-Rezeptoren [7, 10]. 

 

	

Abbildung 1: Aufbau eines IgG Antikörpers. Ein Antikörper besteht aus zwei schweren und zwei leichten Ketten, 
die über Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Die schweren Ketten setzen sich aus einer variablen und drei 
konstanten Domänen zusammen, während die leichte Kette aus einer variablen und einer konstanten Domäne 
besteht. Die Fc-Region dient der Effektorfunktion des Antikörpers, wohingegen die Fab-Region für die Antigenbin-
dung verantwortlich ist. Modifiziert von [11]. 

 

1.1.2.2 V(D)J Rekombination 

Um jedes potentiell eindringende Pathogen erkennen zu können, wird eine hohe An-

zahl an Antigen-Rezeptoren mit einzigartigen Antigen-Spezifitäten benötigt. Um diese 
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Diversität an Antigen-Bindestellen zu gewährleisten, liegen die Gene, die für die vari-

able Domäne der Antigen-Rezeptoren kodieren, in mehreren Gensegmenten vor. 

Diese werden in der B-Zelle (ebenso wie in der T-Zelle) durch eine somatische DNA-

Rekombination, die auch als V(D)J Rekombination bezeichnet wird, zu einer komplet-

ten variablen Region zusammengesetzt. Dabei werden V-(variable), D-(diversity) und 

J-(joining) Gensegmente zufällig angeordnet, die jeweils in einer Vielzahl an Kopien 

im Genom vorliegen [2]. Die V(D)J Rekombination eines Igs ist in Abbildung 2 darge-

stellt. Die leichte Kette der variablen Domäne wird aus zwei Gensegmenten (VL und 

JL) zusammengesetzt [12]. Durch diese Umlagerung wird ein Exon generiert, welches 

für die komplette leichte Kette der variablen Domäne kodiert. Um eine messengerRNA 

(messenger ribonucleic acid, Ribonukleinsäure, mRNA) zu generieren, die die kom-

plette leichte Kette des Igs enthält, wird die konstante Domäne durch RNA splicing mit 

der variablen Domäne verbunden. Die variable Domäne der schweren Kette wird aus 

den drei Gensegmenten VH, D und JH hergestellt. Die zusätzlichen D Gensegmente 

liegen zwischen den Segmenten VH und JH. Zunächst werden jeweils ein D Segment 

und ein JH Segment durch Rekombination miteinander verbunden, woraufhin ein VH 

Segment mit dem DJH Segment verbunden wird. Anschließend wird, wie bei der leich-

ten Kette, die komplette mRNA der schweren Kette durch RNA splicing hergestellt [2, 

13].  

Die Genumlagerung führt zur vermehrten Diversität, da einerseits die in verschiedenen 

Varianten vorliegenden Gensegmente zufällig kombiniert werden (kombinatorische 

Diversität) und andererseits beim Verknüpfen der Verbindungsstellen der Genseg-

mente Nukleotide addiert und/oder deletiert werden können. Das so generierte Anti-

körper Repertoire im Menschen liegt bei etwa 106. Vermehrte Diversität wird ebenfalls 

durch die vielen möglichen Kombinationen von schwerer und leichter Kette geschaf-

fen. Zur Erhöhung der Diversität führt auch die somatische Hypermutation, die 

Punktmutationen in die variable Region von aktivierten B-Zellen einbringt. Die Anzahl 

der möglichen Antikörperspezifitäten im Menschen wird so auf mindestens 1011 erhöht 

[2].  
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Abbildung 2: V(D)J Rekombination der variablen Domäne eines Immunglobulins. Die variable Domäne der 
leichten Kette wird aus zwei Gensegmenten (V und J) hergestellt (Mitte), während die variable Domäne der schwe-
ren Kette aus drei Gensegmenten (V, D und J) hergestellt wird (rechts). Ebenfalls dargestellt ist eine Übersicht, in 
welchem Stadium es sich um genomische oder rekombinierte DNA handelt bzw. wann die mRNA abgelesen wird 
und ein fertiges Protein entsteht (links) [2]. 

 

1.1.2.3 Entwicklung von B-Zellen 

B-Zellen entstehen im Knochenmark und entwickeln sich aus pluripotenten hämatopo-

etischen Stammzellen. Dabei stehen sie in Kontakt mit nicht-lymphoiden Stromazellen, 

welche die für die Entwicklung nötigen Signale liefern. Unter anderem wird durch die 

Stromazellen Interleukin (IL)-7 sekretiert, welches für das Wachstum und das Überle-

ben der sich entwickelnden B-Zellen essentiell ist. Zunächst differenziert die Stamm-

zelle in die gemeinsame lymphoide Vorläuferzelle (common lymphoid progenitor, 

CLP), woraus die erste Stufe der B-Zellen, die frühe pro-B-Zelle, entsteht (Abbil-

dung 3). In diesem Stadium findet die Umlagerung der Gensegmente D und JH der 

schweren Kette statt, während die Umlagerung der Gensegmente VH und DJH in der 

späten pro-B-Zelle erfolgt. Die erfolgreiche Rekombination von VHDJH führt zur Ex-

pression einer kompletten schweren Kette, die zusammen mit einer surrogate (Ersatz) 

leichten Kette den pre-B-Zell-Rezeptor (pre-BCR) bildet. Durch diesen pre-BCR wird 
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getestet, ob die schwere Kette nach der Umlagerung funktional ist. Wird ein Signal 

durch einen fertigen pre-BCR an die Zelle geleitet, kann sich die späte pro-B-Zelle 

weiter zur großen pre-B-Zelle differenzieren, die proliferiert. Nach abgeschlossener 

Proliferation wird diese zur kleinen pre-B-Zelle, woraufhin die Umlagerung der Gen-

segmente der leichten Kette beginnt. Nachdem die Gene beider Ketten rekombiniert 

sind, wird die B-Zelle zu einer unreifen B-Zelle, welche ein komplettes IgM auf ihrer 

Zelloberfläche exprimiert. In diesem Stadium wird die B-Zelle auf Autoreaktivität ge-

testet. Erkennt die Zelle Selbst-Antigene, wird diese durch klonale Deletion eliminiert. 

Autoreaktive B-Zellen können ebenfalls den Zustand der Anergie annehmen, in wel-

chem sie nicht mehr aktivierbar sind. Weist eine Zelle keine Autoreaktivität auf, ent-

steht eine reife B-Zelle, die sowohl IgM als auch IgD auf ihrer Oberfläche exprimiert. 

Diese verlässt das Knochenmark und wird über Blutgefäße in die Peripherie getragen 

[2, 13-15]. 

 

	

Abbildung 3: Entwicklungsschritte einer B-Zelle. Dargestellt sind die einzelnen Schritte der B-Zell-Entwicklung 
beginnend mit der Stammzelle bis hin zur reifen B-Zelle. Der jeweilige Status der Gene der schweren Kette und 
der Gene der leichten Kette ist angegeben. Ebenfalls wird gezeigt, ob und welche Igs auf der Zelloberfläche expri-
miert werden [2]. 

 

1.1.2.4 Aktivierung von B-Zellen 

Naive B-Zellen zirkulieren nach Verlassen des Knochenmarks zwischen peripheren 

lymphoiden Geweben, dem Lymph- und dem Blutgefäßsystem, bis sie ihr spezifisches 

Antigen antreffen oder in die Apoptose übergehen. Immunglobuline auf der Oberfläche 

von B-Zellen fungieren als BCR. Dieser kann sowohl diverse Proteine als auch ganze 

Viruspartikel und Bakterienzellen durch Erkennung von Epitopen auf deren Oberfläche 
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binden. Die Antigen-Bindung führt zu zwei Reaktionen. Der BCR signalisiert dem Zell-

inneren, dass ein Antigen gebunden ist. Außerdem wird der BCR samt gebundenem 

Antigen internalisiert, woraufhin das Antigen in Peptide degradiert wird. Die Peptide 

wiederum werden durch den Haupthistokompatibilitäts-Komplex (major histocompati-

bility compex, MHC) Klasse II auf der B-Zell-Oberfläche präsentiert. Dies ist notwen-

dig, da allein das Signal des BCRs nicht ausreicht, um die B-Zellen komplett zu akti-

vieren. Es wird ebenfalls die Antigen-spezifische Costimulation durch T-Helferzellen 

benötigt. T-Helferzellen, die durch das gleiche Antigen, aber nicht zwingend durch das 

gleiche Epitop, aktiviert wurden und die das im MHC Klasse II präsentierte Peptid er-

kennen, können so mit der B-Zelle interagieren und weitere Aktivierungssignale liefern. 

Die Erkennung des Peptid:MHC Klasse II Komplexes induziert in der T-Helferzelle die 

Synthese von Membran-gebundenem CD40 Ligand (CD40L) und die Sekretion von 

Effektormolekülen. Die Bindung von CD40L der T-Zellen an CD40 der B-Zelle fördert 

die B-Zell-Proliferation und die Expression von costimulatorischen Molekülen. Als drit-

tes Signal dient die Sekretion von IL-4 durch die T-Zelle. Das Zytokin reguliert sowohl 

die B-Zell-Proliferation und die klonale Expansion als auch die Antikörper-Produktion. 

Nach einigen Runden der Proliferation differenziert sich die komplett aktivierte B-Zel-

len in einen Antikörper-sekretierenden Plasmablast. Dieser ist kurzlebig, kann sich im-

mer noch teilen und exprimiert weiter Oberflächenmoleküle, die eine Interaktion mit    

T-Zellen erlauben. Nach einigen Tagen stoppen die Plasmablasten die Zellteilung und 

differenzieren sich terminal in Plasmazellen. Diese Plasmazellen können große Men-

gen an IgM sekretieren, um den infizierten Körper gegen Pathogene zu schützen [2, 

15-17]. 

Um eine spätere und effektivere humorale Immunantwort zu gewährleisten, können 

aktivierte B-Zellen zusammen mit ihren assoziierten T-Zellen in einen primären lym-

phatischen Follikel einwandern. Im Follikel bilden sie einen germinal center (Keimzent-

rum, GC) aus, wodurch dieser Follikel zu einem sekundären lymphatischen Follikel 

wird. In einem GC findet extensive Zellteilung statt. B-Zellen durchlaufen dort einige 

wichtige Modifikationen. Einerseits findet die somatische Hypermutation statt, bei wel-

cher in der variablen Domäne Punktmutationen eingeführt werden. Durch affinity ma-

turation (Affinitätsreifung) werden diejenigen B-Zellen, die nach der somatischen Hy-

permutation eine sehr starke Affinität für ihr Antigen entwickelt haben, ausgewählt und 

weiter expandiert. Andererseits findet in GCs ein Klassenwechsel des Ig-Isotyps statt. 
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Dies dient der Erlangung neuer Effektorfunktionen, die die jeweiligen Isotypen ausü-

ben können. Die modifizierten B-Zellen können anschließend entweder in B-Gedächt-

niszellen, oder in Plasmazellen differenzieren, die Immunglobuline mit höherer Anti-

gen-Affinität und anderen Isotypen sekretieren können. Durch die GC-Reaktion kann 

das Immunsystem eine effektive und langlebige humorale Immunität gewährleisten 

[18, 19]. 

 

1.1.2.5 Funktion von Antikörpern in der humoralen Immunantwort 

Im Rahmen der humoralen Immunantwort können durch Plasmazellen sekretierte An-

tikörper generell auf drei unterschiedliche Weisen agieren. Einerseits binden Antikör-

per an Viren, Bakterien oder sekretierte Toxine und können diese so neutralisieren 

und verhindern, dass sie in körpereigene Zellen eindringen. Andererseits schützen An-

tikörper ebenfalls vor Bakterien, die sich außerhalb der Zelle vermehren, indem sie die 

Aufnahme der Bakterien durch Phagozyten beschleunigen. Um die Phagozytose zu 

beschleunigen, wird die Oberfläche eines Pathogens mit Antikörpern gecoatet, was 

auch als Opsonisierung bezeichnet wird. Hierbei werden die gebundenen Antikörper 

durch Fc-Rezeptoren auf der Zelloberfläche von Phagozyten erkannt. Drittens, werden 

mit Antikörpern gecoatete Pathogene von Proteinen des Komplementsystems gebun-

den, die wiederum von Komplement-Rezeptoren auf Phagozyten gebunden und von 

diesen internalisiert werden. Andere Komponenten des Komplementsystems können 

Pathogene ebenfalls direkt lysieren, indem sie Poren in deren Membran bilden [2, 9].  

 

1.1.2.6 Regulatorische Funktion 

Eine suppressive Eigenschaft von B-Zellen wurde erstmals in den 1970er Jahren be-

schrieben, als herausgefunden wurde, dass B-Zellen die Entstehung von Hypersensi-

tivitätsreaktionen unterdrückten [20]. Bei der Untergruppe von B-Zellen, die kollektiv 

als regulatorische B-Zellen bezeichnet werden, handelt es sich um B-Zellen mit vielen 

verschiedenen Phänotypen. Dabei wurden unter anderem B10 Zellen, Marginalzone 

(MZ) B-Zellen, CD138+ Plasmazellen, Tim-1+ B-Zellen und viele mehr identifiziert [21]. 

Diese können durch diverse Mechanismen pathogene T-Zellen supprimieren und zur 

Immun-Toleranz beitragen. Sehr oft werden regulatorische B-Zellen als IL-10 produ-

zierende Zellen definiert, jedoch wurde bis heute noch kein Oberflächenmarker oder 
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Transkriptionsfaktor entdeckt, der für regulatorische B-Zellen einzigartig ist, um diese 

zu identifizieren [22].  

Wahrscheinlich können regulatorische B-Zellen in jeder Stufe der B-Zell-Entwicklung 

und -Differenzierung entstehen, wenn die richtigen externen Stimuli vorhanden sind. 

Regulatorische B-Zellen wurden beispielsweise innerhalb der Populationen von unrei-

fen B-Zellen, Gedächtnis B-Zellen und Plasmablasten entdeckt [22]. Die Tatsache, 

dass trotz vieler durchgeführter Gen Arrays noch kein Transkriptionsfaktor identifiziert 

werden konnte, lässt ebenfalls darauf schließen, dass sich potentiell jede B-Zelle in 

eine regulatorische B-Zelle entwickeln kann [21]. Die Entwicklung von regulatorischen 

B-Zellen, die zur Suppression von TH17 Antworten führt, hängt von der Anwesenheit 

von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1 und IL-6 ab [23]. Zumal diese Zytokine 

zur Polarisierung und Proliferation von TH17 Zellen führen [24], lässt vermuten, dass 

regulatorische B-Zellen in einer Immunantwort entstehen, um die Immun-Homöostase 

zu fördern. Ebenfalls wurde gezeigt, dass ein geringes Level an IFNa die Differenzie-

rung von regulatorischen B-Zellen fördert, während ein hohes Level an IFNa diese 

inhibiert [25]. Daher scheinen moderate Level an Inflammation die Induktion und Auf-

rechterhaltung von regulatorischen B-Zellen zu fördern, was zur Wiederherstellung der 

Homöostase führt. Eine starke Inflammation hingegen inhibiert die Induktion von regu-

latorischen B-Zellen [22]. CD40 scheint in der Induktion von regulatorischen B-Zellen 

ebenfalls wichtig zu sein. Eine CD40-Stimulation erhöht die Produktion von IL-10 durch 

B-Zellen, während Mäuse mit einer CD40-Defizienz kein IL-10 produzieren und sich 

nicht von induzierten Krankheitsmodellen wie der Experimentellen autoimmunen En-

zephalomyelitis (EAE) erholen können [26].  

Es wurde gezeigt, dass regulatorische B-Zellen im Krankheitsmodell der Arthritis durch 

die Sekretion von IL-10 TH1 und TH17 Zellantworten supprimieren. Zudem fördern re-

gulatorische B-Zellen die Proliferation von regulatorischen T-Zellen und verstärken de-

ren Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 [27]. Eine weitere Population an re-

gulatorischen B-Zellen, die als B10 bezeichnet wird, kann die Produktion von proin-

flammatorischen Zytokinen durch Monozyten auf IL-10-abhängige Weise supprimieren 

[28]. Es wurden CD138high B-Zellen beschrieben, die große Mengen an IL-10 während 

einer Inflammation in EAE-Mäusen sekretieren und so die Krankheit eindämmen kön-

nen [29].  
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Ebenfalls wurden regulatorische B-Zellen identifiziert, die über die Produktion von 

IL-35 die Inflammation unterdrücken können. IL-35+ regulatorische B-Zellen können 

die APC-Funktionen von Makrophagen, inflammatorischen T-Zellen und inflammatori-

schen B-Zellen negativ regulieren [30]. Zusätzlich können diese regulatorische T-Zel-

len expandieren [31]. 

Es wurde eine Population an regulatorischen B-Zellen beschrieben, die transforming 

growth factor-β (TGFβ) produziert. TGFβ kann CD4+ T-Zellen dazu induzieren, sich in 

regulatorische T-Zellen zu differenzieren [32]. Zudem können aktivierte B-Zellen durch 

die Produktion von TGFβ Apoptose in CD4+ T-Zellen und Anergie in CD8+ T-Zellen 

induzieren [33, 34]. 

CD1d-exprimierende regulatorische B-Zellen können Inflammation unabhängig von 

IL-10 regulieren, indem sie mit invarianten natürlichen Killer T-Zellen (iNKT-Zellen) in-

teragieren [35]. Diese wiederum sind mit der Immunregulation in Autoimmunerkran-

kungen assoziiert [36].  

Abbildung 4 zeigt eine grobe Übersicht über die von regulatorischen B-Zellen sekre-

tierten Zytokine und deren positiven bzw. negativen Einfluss auf unterschiedliche Zell-

typen.  

 

	

Abbildung 4: Funktionen von regulatorischen B-Zellen. Dargestellt ist eine Übersicht von einigen Funktionen, 
die regulatorische B-Zellen ausführen können. Sie können durch die Sekretion von IL-10, IL-35 und TGFβ die 
Funktion von CD8+ T-Zellen, Monozyten, dendritischen Zellen, Th17 Zellen und Th1 Zellen supprimieren, während 
sie die Funktion von regulatorischen T-Zellen, Tr1 Zellen und iNKT-Zellen induzieren bzw. fördern können [21].  
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1.1.2.7 Immunglobulin E 

In der GC-Reaktion können B-Zellen einen Klassenwechsel hin zur Produktion von IgE 

durchführen. IgE ist mit einer Konzentration von 50 bis 100 ng/ml das am wenigsten 

im Plasma vorkommende Immunglobulin [7, 37]. Zudem besitzt es von allen Immun-

globulin-Isotypen die geringste Halbwertszeit mit weniger als einem Tag (verglichen 

mit der Halbwertszeit von IgG, die etwa 3 Wochen im Plasma beträgt) [37]. Rezeptor-

gebundenes IgE kann hingegen für Monate bzw. die ganze Lebensspanne der Zelle 

auf der Oberfläche verweilen [38]. Der Fc-Teil von IgE wird durch die zwei Fc-Rezep-

toren FcεRI (hoch affin) und FcεRII (CD23, niedrig affin) erkannt und gebunden. IgE 

spielt eine wichtige Rolle in der Expression des eigenen hoch affinen Rezeptors, da 

IgE FcεRI auf der Zelloberfläche stabilisiert [37]. Der hoch affine FcεRI wird auf der 

Zelloberfläche von Mastzellen und Basophilen Granulozyten exprimiert [39, 40], wäh-

rend der niedrig affine FcεRII vor allem auf B-Zellen, aber auch auf Monozyten, dend-

ritischen Zellen und Eosinophilen Granulozyten vorhanden ist [37, 40]. Die Funktion 

von IgE in der adaptiven Immunantwort ist die Bekämpfung von multizellulären Para-

siten und tierischen Giften [41]. Ebenfalls spielt IgE eine Rolle in allergischen Reakti-

onen, was in wenigen Fällen zu einer lebensbedrohlichen Anaphylaxie führen kann 

[39, 42]. IgE löst auch die schnellste Immunantwort in Hypersensitivitäts-Antworten 

aus [43]. Zusätzlich wurde ein Effekt von IgE in immunsuppressiven Antworten beo-

bachtet. Hierbei führte die Quervernetzung von FcεRI einerseits zur Produktion des 

antiinflammatorischen Zytokins IL-10, während andererseits die T-Zell Proliferation in 

vitro unterdrückt wurde [37]. Des Weiteren fördern große Mengen an IgE die Entwick-

lung von reifen Basophilen Granulozyten im Knochenmark. Dies erfolgt durch die Er-

höhung der Sensibilität von Vorläuferzellen gegenüber Wachstumsfaktoren [44].  

 

1.1.3 Basophile Granulozyten 

Basophile Granulozyten (zukünftig Basophile genannt) wurden erstmals 1879 von 

Paul Ehrlich identifiziert, da diese nach einer basischen Färbung eine besondere, von 

anderen Zellen unterschiedliche Erscheinung besaßen [45]. Mit weniger als einem 

Prozent von allen Leukozyten stellen die Basophilen die kleinste Granulozyten-Popu-

lation im peripheren Blut dar [46]. Im Gegensatz zu anderen Granulozyten besitzen 

reife Basophile mit etwa zwei bis drei Tagen eine relativ kurze Lebensdauer [47, 48]. 
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Sie tragen den hoch affinen Rezeptor FcεRI für IgE auf ihrer Zelloberfläche [39], des-

sen Expression direkt mit der Konzentration von IgE im Plasma korreliert [49]. Baso-

phile besitzen zelluläre Granula, welche Histamine und Proteoglykane wie Chondroit-

insulfat enthalten, die bei Aktivierung freigesetzt werden können. Sie sind in Hyper-

sensitivitätsreaktionen und anaphylaktische Reaktionen involviert und können chroni-

sche allergische Inflammation fördern [50].  

Basophile exprimieren auf ihrer Zelloberfläche CD40L. Durch die Interaktion von 

CD40L mit CD40 auf B-Zellen und die zusätzliche Sekretion von IL-4 und IL-3 können 

Basophile B-Zellen Aktivierungssignale liefern, die deren Differenzierung in Antikörper-

produzierende Plasmazellen fördert. Dabei können sie einen Klassenwechsel zu IgE-

produzierenden B-Zellen unabhängig von T-Zellen induzieren [51]. Ebenfalls unterstüt-

zen Basophile die Proliferation von B-Zellen und induzieren einen Helfer-Phänotyp in 

T-Zellen [52]. Zusätzlich sind Basophile für das Überleben von Plasmazellen in vitro 

und in vivo wichtig [53]. 

 

1.1.3.1 Entwicklung 

Basophile entwickeln sich im Knochenmark aus Granulozyten-Monozyten-Vorläufer-

zellen (granulocyte-monocyte progenitor cells, GMP), die wiederum von hämatopoeti-

schen Stammzellen abstammen (Abbildung 5). GMPs haben das Potential sich in ver-

schiedene Zelllinien, wie Makrophagen, Eosinophile Granulozyten, Mastzellen und 

Basophile zu entwickeln. Diese können sich in Basophil-Mastzell-Vorläufer (basophil-

mast cell precursor, BMCP) oder in Basophil-Vorläufer (basophil precursor, BaP) dif-

ferenzieren. Die daraus entstandenen Basophilen verlassen erst das Knochenmark, 

wenn sie komplett gereift sind [54].  

Es wird vermutet, dass die Entwicklung von Basophilen durch proinflammatorische 

Faktoren positiv reguliert werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei 

IL-3 um einen wichtigen Regulator für deren Entwicklung handelt [55]. Einen ebenfalls 

wichtigen Faktor für die Basophil-Entwicklung stellt das von Epithelzellen stammende 

epithelial cell-derived cytokine thymic stromal lymphopoietin (TSLP) dar [56].  
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Abbildung 5: Entwicklungsschritte von Basophilen. Dargestellt sind die einzelnen Schritte der Entwicklung von 
Basophilen. Granulozyten-Monozyten-Vorläuferzellen (GMP) im Knochenmark reifen zu Basophil-Mastzell-Vorläu-
fern (BMCP), welche wiederum in Basophil-Vorläufer (BaP) differenzieren. Das von T-Zellen stammende Zytokin 
IL-3 und das von Epithelzellen stammende TSLP fördern einzelne Phasen der Basophilen-Entwicklung. Nach der 
Reifung von Basophilen im Knochenmark betreten diese die Peripherie [57]. 

 

1.1.3.2 Aktivierung und Effektorfunktionen 

Basophile können durch viele unterschiedliche Signale, wie Antikörper, Zytokine, Pro-

teasen oder direkt durch Antigene aktiviert werden.  

Durch IgE-vermittelte Kreuzvernetzung von FcεRI werden Basophile aktiviert und sek-

retieren unter anderem Histamine und Leukotriene [46]. Es wurde gezeigt, dass Baso-

phile als Antwort auf IgG-Antigen-Komplexe Anaphylaxie fördern [58]. Zusätzlich zur 

Aktivierung durch IgE und IgG können Basophile auch durch IgD aktiviert werden. In 

diesem Fall sekretieren Basophile nach Erkennung von IgD-Antigen-Komplexen anti-

mikrobielle Peptide [59].  

Das Zytokin IL-3 kann Basophile direkt und IgE-unabhängig aktivieren, woraufhin 

Basophile IL-4 und IL-6 sekretieren [46]. Zudem werden Basophile durch IL-18 aktiviert 

[60]. 

Zusätzlich zur Aktivierung durch Immunglobuline und Zytokine lassen sich Basophile 

ebenfalls durch Proteasen aktivieren. Hierbei konnten von Parasiten stammende Pro-

teasen und die Protease Papain die Produktion von Typ-2-Zytokinen durch Basophile 

fördern [61].  
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Basophile können außerdem in der Abwesenheit von Antigen-spezifischem IgE auf 

„Super-Antigene“ reagieren. Beispielsweise führt das Glykoprotein IPSE/a-1, welches 

von Schistosoma stammt, zur Sekretion von IL-4 durch Basophile [62]. 

 

1.2 Chondroitinsulfat 

Bei Chondroitinsulfat (CS) handelt es sich um ein natürlich vorkommendes Polysac-

charid, das der Familie der Glykosaminoglykane (GAG) angehört [63]. CS wird in Knor-

peln, der extrazellulären Matrix und intrazellulären Granula gefunden [64]. 

 

1.2.1 Allgemeiner Aufbau 

GAGs stellen lange, lineare und hoch negativ geladene heterogene Polysaccharid-

Makromoleküle dar [64]. Die Polysaccharide bestehen aus sich unterschiedlich häufig 

wiederholenden Disaccharid-Einheiten, wobei β-Glucoronsäure mit N-Acetyl-D-Galac-

tosamin verbunden ist (Abbildung 6) [65, 66]. Das Disaccharid besitzt am N-Acetyl-D-

Galactosamin eine kovalent gebundene Sulfat-Gruppe [63], die entweder an Position 

4 oder 6 sitzt. Befindet sich die Sulfat-Gruppe an Position 4, handelt es sich um Chond-

roitinsulfat A (CSA), befindet sich die Sulfat-Gruppe an Position 6, spricht man von 

Chondroitinsulfat C (CSC) [65].  

 

	

Abbildung 6: Chemische Strukturformel von Chondroitinsulfat C. Chondroitinsulfat C (CSC) stellt ein Polysac-
charid dar, das aus sich wiederholenden Disaccharid-Einheiten besteht. Dabei ist β-Glucoronsäure mit N-Acetyl-
D-Galactosamin verbunden. Die kovalent an Position 6 von N-Acetyl-D-Galactosamin gebundene Sulfat-Gruppe 
charakterisiert CSC [67]. 
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Bei Chondroitinsulfat-Proteoglykanen handelt es sich um Proteoglykane, die aus ei-

nem Protein-Kern und einer Chondroitinsulfat-Seitenkette bestehen. Diese sind unter 

anderem ein wichtiger Bestandteil der extrazellulären Matrix des zentralen Nervensys-

tems (ZNS) [68]. 

 

1.2.2 Funktion / Wirkung 

Die konventionelle strukturelle Funktion von CS ist der Aufbau von extrazellulärer Mat-

rix und die Formation von Organen und Geweben, wie Knorpel und Knochen [69]. Da-

neben sind CS bekannt für ihre immunmodulatorische Funktionen; bei chronischen 

Krankheiten werden sie als antiinflammatorische Behandlung eingesetzt [70, 71]. 

Basierend auf der strukturellen Diversität in Kettenlänge und Sulfat-Rest-Mustern be-

sitzen CS spezifische Funktionen in Zell-Adhäsion, Bildung von neuronalen Netzwer-

ken und Zellteilung [66]. Aufgrund der hohen negativen Ladung kann CS mit Proteinen 

der extrazellulären Matrix interagieren und hilft bei der Regulation von zellulären Akti-

vitäten [63]. CSs können mit einer Vielzahl an Zytokinen, Chemokinen, Wachstums-

faktoren und Membranproteinen, wie Integrinen und Selektinen, interagieren [72]. 

Ebenfalls wurde gezeigt, dass CSC B-Zellen in vitro aktiviert und CD138+ B-Zellen        

in vivo expandiert [72].  

Die Behandlung von symptomatischer Osteoarthrose (OA) mit CS führt zu einer ver-

minderten Entwicklungs-Geschwindigkeit der Krankheit [73]. Diese ist auf die antiin-

flammatorische Aktivität, die Stimulation der Synthese von Proteoglykanen und Hyal-

uronsäure und die Inhibierung der Synthese von proteolytischen Enzymen, die Knor-

pel-Matrix zerstören, zurückzuführen [74]. Außerdem spielt CS eine Rolle in der Bil-

dung von neuen Knochen und Knorpeln [75]. 

CSE agiert als Stimulator für Neuronen-Wachstum, während CSA das Wachstum ne-

gativ beeinflusst. Axonale Regeneration kann zudem durch CSC gefördert werden 

[76].  

Eine Rolle von CSE in der Metastasen-Bildung wurde ebenfalls publiziert. Hierbei wird 

vermutet, dass CSE-enthaltende Strukturen an der Bildung von pulmonalen Metasta-

sen bei Lewis lung carcinoma (LLC) beteiligt sind [76].  
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1.3 Multiple Sklerose (MS) beim Menschen 

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch-inflammatorische 

demyelinisierende Autoimmunerkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS) [77]. 

Die ersten veröffentlichten Studien zum Krankheitsbild der MS lieferten Carswell und 

Cruveilhier in den 1830er Jahren. In diesen beschrieben sie Läsionen in Teilen des 

Rückenmarks und im Gehirn von Patienten mit neurologischen Symptomen, wie 

Paresen der Beinmuskulatur und Koordinations- und Gleichgewichtsstörungen [78]. 

Die erste überzeugende und detaillierte Beschreibung der histologischen und klini-

schen Befunde wurde 1868 von Chacrot publiziert. Bei den beschriebenen charakte-

ristisch auftretenden Symptomen handelte es sich um Nystagmus, Intentionstremor 

und skandierende Sprache [78]. Erst nach der Durchführung von Tierexperimenten 

wurde 1930 festgestellt, dass es sich bei der MS um eine Autoimmunerkrankung han-

delt [78].  

 

1.3.1 Epidemiologie 

Die MS gilt heutzutage als die häufigste chronisch-inflammatorische Erkrankung des 

ZNS in der westlichen Welt [77]. Die Prävalenz der Krankheit in Deutschland im Jahr 

2010 betrug 289/100.000. Es waren in allen Altersklassen Frauen häufiger betroffen 

als Männer, womit das Geschlechterverhältnis bei 2,3:1 lag. Die Patienten waren im 

Mittel 49,4 Jahre alt [79]; jedoch manifestiert sich die MS bei einem Großteil der Fälle 

zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr [80]. 

 

1.3.2 Ätiologie 

Die genaue Ursache der Erkrankung an MS konnte bisher noch nicht eindeutig geklärt 

werden. Allerding wird angenommen, dass der Ausbruch der MS multifaktoriell bedingt 

ist. In einer Studie konnten bei 20 % der Patienten eine familiäre Häufung der Erkran-

kung an MS festgestellt werden, wobei diese abhängig vom Verwandtschaftsgrad war. 

Das Risiko einer Erkrankung lag bei Geschwistern bei 5 %, während das Risiko bei 

Verwandten dritten Grades bei 1 % lag. Bei monozygoten Zwillingen dagegen lag das 

Risiko einer Erkrankung bei 25 % [81]. Ebenfalls wurde eine Assoziation zwischen der 

MS und Allelen von MHC identifiziert [82]. Als eine weitere mögliche Ursache der MS-
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Erkrankung werden Virusinfektionen vermutet. Es wird vor allem eine Korrelation mit 

dem Epstein-Barr-Virus (EBV) vermutet, da der Antigen-Titer für das Virus bei MS-

Patienten deutlich höher liegt, als bei Kontrollen [83]. Eine höhere Prädisposition geht 

außerdem mit dem Tabakrauchen einher [84]. Zudem werden Umweltfaktoren mit der 

Erkrankung an MS assoziiert. Hierbei werden in Regionen mit höherer geographischer 

Breite mehr Erkrankungsfälle registriert. Diese Assoziation wird mit der Sonnenlichts-

Exposition und dem Vitamin-D Haushalt erklärt, da sowohl eine hohe Exposition ge-

genüber Sonnenlicht als auch eine hohe Serumkonzentration von 25-Hydroxyvita-

min D einen protektiven Effekt besitzen sollen [85, 86].  

 

1.3.3 Pathogenese 

Die Immunpathogenese der MS ist bis heute nicht vollständig verstanden. Es wird ver-

mutet, dass autoreaktive T-Zellen in den peripheren Lymphknoten durch unbekannte 

Auslöser aktiviert werden. Als Auslöser könnte beispielsweise die molekulare Mimikry 

zählen. Hierbei werden T-Zellen aktiviert, die ein fremdes Antigen erkennen, das eine 

Sequenzhomologie mit Selbst-Epitopen der Myelinscheide teilt. Nach Aktivierung kön-

nen die T-Zellen mit diesen Selbst-Epitopen kreuzreagieren und so eine Autoimmun-

reaktion induzieren [87]. In MS-Patienten wurden beispielsweise Myelin-Basisches 

Protein (MBP)-spezifische T-Zellen und Antikörper nachgewiesen, die mit EBV-Anti-

genen kreuzreagierten [88, 89]. Im Gegensatz zu naiven T-Zellen sind aktivierte T-Zel-

len in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren, da unter inflammatorischen Kon-

ditionen die Expression von Adhäsionsmolekülen und Chemokinen auf den Endothel-

zellen der Blut-Hirn-Schranke induziert wird [90]. Dendritische Zellen können den mi-

grierten T-Zellen ZNS-Antigene präsentieren [91]. Durch die Reaktivierung der T-Zel-

len kommt es zur klonalen Expansion und Sekretion von proinflammatorischen Zyto-

kinen, wodurch weitere Immunzellen, wie B-Zellen und Makrophagen ins ZNS rekru-

tiert werden. Infolgedessen werden unter anderem Sauerstoffradikale wie Stickstoff-

monoxid durch Makrophagen ausgeschüttet. Außerdem kommt es und zur Einleitung 

von proteolytischen Reaktionen des Komplementsystems, welche durch von B-Zellen 

sekretierte Antikörper induziert werden. Durch die Reaktionen des Immunsystems ge-

gen Myelin-Proteine wird folglich die Myelinschicht zerstört [92]. 
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1.3.4 Symptomatik und Verlaufsformen 

Die Symptomatik der MS beinhaltet neben zentralen Paresen, Sehstörungen und Sen-

sibilitätsstörungen auch zerebelläre Symptome wie Miktionsstörungen, Ataxie und 

psychopathologische Symptome. Jedoch kann die Symptomatik für jeden individuellen 

Fall sehr unterschiedlich ausfallen, da die Symptome von Ort und Ausmaß der Schä-

digung abhängen [93]. Die Störungen lassen sich auf herdförmige Läsionen zurück-

führen, die durch perivaskuläre Infiltrationen von Immunzellen, sowie Demyelinisierun-

gen, Verlust von Myelin-produzierenden Oligodendrozyten und eine direkte Schädi-

gung von Nervenfasern charakterisiert sind. Diese Läsionen lassen sich durch die 

Magnetresonanztomographie als scharf abgrenzbare Zonen darstellen. Sie können 

zum Teil in der grauen Substanz lokalisiert werden, befinden sich vor allem aber in der 

weißen Substanz des ZNS, dabei vorzugsweise in periventrikulären Regionen, im 

Hirnstamm, in optischen Nerven und im Rückenmark [94].  

Die häufigste Form der MS stellt mit etwa 85-90 % der Patienten der schubförmig-

remittierende Verlauf dar. In diesem Fall erleiden die Patienten voneinander abgrenz-

bare Krankheitsschübe, bei denen diverse Symptome auftreten, die sich anfänglich 

noch vollständig oder aber auch nur partiell wieder zurückbilden können. Über Jahre 

hinweg kann diese Form in eine sekundär-progressive Form übergehen, bei welcher 

es zu einer langsamen Zunahme der neurologischen Dysfunktion kommt. Bei dieser 

Form werden vor allem fokal-inflammatorische demyelinisierte Läsionen in der weißen 

Substanz beobachtet. Die primär progrediente Form der MS kommt mit etwa 10-15 % 

der Patienten deutlich seltener vor. Diese Form der MS ist durch eine von Beginn an 

vorhandene schleichende Progression ohne Rückbildung der neurologischen Defizite 

charakterisiert. Pathologisch weist die primär progrediente Form der MS einen diffusen 

axonalen Schaden mit einer globalen Beeinträchtigung des Gehirns auf [93-95]. Die 

klinische Remission der Symptome beim schubförmig-remittierenden Verlauf kann mit 

einer Rückbildung der Entzündung, sowie einer Wiederherstellung der Erregungslei-

tung durch Remyelinisierung erklärt werden. Im Gegensatz dazu ist eine Schädigung 

von Nervenfasern irreversibel und führt zur Persistenz der neurologischen Dysfunktion 

[96].  
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1.3.5 Therapieansätze 

Das Ziel der MS-Therapie ist es pathologische Prozesse zu unterdrücken, protektive 

Prozesse zu unterstützen und das Fortschreiten der Krankheit möglichst zu verhin-

dern. Allgemein umfassen die möglichen Therapieansätze die Immunsuppression, die 

Immunmodulation und die gezielte Depletion bestimmter Immunzellen. Dabei wird zwi-

schen drei Behandlungsansätzen unterschieden: der Behandlung eines akuten Schu-

bes, der symptomatischen Behandlung und der immunmodulatorischen Langzeitbe-

handlung [97].  

Die Behandlung eines akuten Schubes soll die funktionelle Remission der neurologi-

schen Defizite beschleunigen, die Stärke der Attacke lindern und bleibende Schäden 

möglichst verhindern oder gering halten [97]. Zur Behandlung werden hoch dosierte 

Glukokortikosteroide, wie Methylprednisolon, für drei bis fünf Tage verabreicht. Diese 

können durch ihre entzündungshemmende und immunsuppressive Funktion Symp-

tome reduzieren, motorische Funktionen verbessern und die Dauer der akuten Schübe 

verringern [98]. Sollte die Behandlung mit Glukokortikosteroiden nicht wirken, kann 

ebenfalls eine Plasmapherese angewendet werden [97, 99]. 

Die symptomatische Behandlung dient vor allem der Aufrechterhaltung der Lebens-

qualität und Selbstständigkeit von Patienten mit MS. Für die Behandlung werden me-

dikamentöse und nicht-medikamentöse Behandlungsansätze aus Bereichen der Phy-

siotherapie, Ergotherapie, Logopädie oder Psychotherapie kombiniert. Ebenfalls wer-

den sekundäre Symptome wie beispielsweise Infektionen des Harnwegs, die durch 

Blasen-Dysfunktionen bedingt sind, behandelt [97].  

Für die Durchführung einer immunmodulatorischen Langzeitbehandlung werden je 

nach Verlaufsform des Patienten und je nach Ansprechen auf eine Therapie unter-

schiedliche Medikamente eingesetzt. Bereits seit den 90er Jahren werden Interferon 

(IFN)-β und Glatirameracetat (GA) verwendet. In klinischen Studien konnten diese Me-

dikamente eine Reduktion von akuten Schüben um 30 % erreichen. Zudem konnte 

eine Reduktion an Läsionen im ZNS beobachtet werden [100]. Die exakte Wirkweise 

von IFNβ ist nicht komplett verstanden, ist aber wahrscheinlich auf die Herunterregu-

lierung von MHC Klasse II Komplexen auf APCs, die Induktion der Produktion von 

IL-10 durch T-Zellen und die Inhibition der T-Zell-Migration zurückzuführen [101]. Bei 

GA handelt es sich um einen heterogenen Mix aus synthetischen Polypeptiden; der 
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genaue Mechanismus der therapeutischen Wirkung ist jedoch nicht bekannt. Es wird 

vermutet, dass GA-spezifische Suppressor T-Zellen induziert werden [102]. Eine wei-

tere Behandlungsmöglichkeit stellen monoklonale Antikörper dar. Natalizumab ist ein 

monoklonaler Antikörper, der a4 Integrin blockiert, welches für die Migration von Lym-

phozyten durch die Blut-Hirn-Schranke wichtig ist. Klinische Studien zeigten eine sig-

nifikante Reduktion von akuten Schüben durch die Behandlung mit Natalizumab. Als 

Nebenwirkung waren Patienten allerdings anfällig für eine progressive multifokale Leu-

kenzephalopathie, die durch das JC-Virus ausgelöst wird [103]. Einen weiteren mono-

klonalen Antikörper stellt Alemtuzumab dar, welcher CD52+ Immunzellen depletiert. 

Eine Therapie mit diesem Antikörper konnte akute Schübe ebenfalls signifikant redu-

zieren [97]. Der monoklonale Antikörper Ocrelizumab wird als das heute effektivste 

Medikament gegen die MS angesehen. Dieser anti-CD20 Antikörper depletiert sowohl 

B-Zellen als auch eine CD20+ T-Zell Unterpopulation. Behandlung von Patienten mit 

Ocrelizumab zeigte eine verminderte Schub-Rate und weniger Läsionen im ZNS. Des 

Weiteren wurde ein verlangsamtes Fortschreiten von Krankheitssymptomen bei Pati-

enten mit primärer progredienter MS beobachtet [104, 105]. Zusätzlich ist die Gabe 

von oral einzunehmenden Medikamenten wie Fingolimod, Terifluomid und Dimethyl-

fumarat möglich. Die Behandlung mit Fingolimod führt zu einer Reduktion an Lympho-

zyten im Blut, die darauf zurückzuführen ist, dass Lymphozyten zurück in sekundäre 

lymphoide Organe wandern [100]. Terifluomid hingegen inhibiert die Biosynthese von 

Pyrimidin in aktivierten Lymphozyten, wodurch deren Proliferation blockiert wird [106]. 

Die genaue Wirkweise von Dimethylfumarat ist nicht geklärt. Es wird vermutet, dass 

diese auf die Inhibierung von NFκB, eine Verschiebung des Zytokinprofils in die anti-

inflammatorische Richtung und die Induktion von Apoptose in Lymphozyten zurückzu-

führen ist [100].  

 

1.4 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) als Maus 
Modell der humanen MS 

Die Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist ein Maus Modell für die 

MS und stellt eines der am intensivsten untersuchten Maus-Modelle dar [107]. EAE 

wurde zu ersten Mal 1933 von Rivers beschrieben, der beobachtete, dass sich eine 

akute Enzephalomyelitis teilweise nach einer Tollwut-Impfung entwickelte. Diese      
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Enzephalomyelitis konnte er in Affen reproduzieren, indem er Gehirn-Extrakte aus Ha-

sen in Affen injizierte [108]. Diese Ergebnisse konnten daraufhin verwendet werden, 

um EAE in Mäusen, Ratten und anderen Spezies auszulösen [109].  

Die EAE wird induziert, indem eine Immunantwort gegen Antigene des ZNS ausgelöst 

wird. Dabei wird eine durch T-Helferzellen vermittelte Autoimmunerkrankung ausge-

löst, die durch eine Infiltration von T-Zellen, Monozyten und Neutrophilen Granulozyten 

ins ZNS und eine lokale Inflammation charakterisiert ist. Die Inflammation resultiert in 

primärer Demyelinisierung und Schädigung von Axonen und einer progressiven Para-

lyse der Beine bzw. des Schwanzes. Daher stellt die EAE ein passendes Modell für 

die Untersuchung der humanen MS dar [110].  

 

1.4.1 Methoden der Immunisierung 

Generell werden Mäuse, die im Modell der EAE verwendet werden, durch die Injektion 

von Selbst-Antigenen bzw. Selbst-reaktiven Zellen immunisiert. Daneben existieren 

ebenfalls transgene Maus-Stämme, welche spontan die Krankheit entwickeln können. 

EAE kann allgemein auf zwei unterschiedliche Weisen induziert werden; durch eine 

aktive Immunisierung mit Myelin-Peptiden, oder durch eine passive Immunisierung 

durch den adoptiven Transfer von Myelin-spezifischen T-Zellen in naive Mäuse [111]. 

Die aktiv induzierte EAE stellt das am einfachsten zu induzierende Modell dar und 

liefert schnelle und robuste Ergebnisse [112]. Bei der aktiv induzierten EAE werden 

Mäuse (oder andere Tiere) mit einem Meylin-verwandtem Antigen oder Peptid, wie 

myelin basic protein (MBP), Proteolipid-Protein (PLP) oder Myelin Oligodendrozyten 

Glykoprotein (MOG) immunisiert [113, 114]. Das Myelin-Peptid liegt in einer Emulsion 

mit Komplettem Freund’s Adjuvant (complete Freund’s adjuvant, CFA) vor und wird 

durch subcutane Injektion appliziert [111]. CFA fördert einerseits eine Immunantwort 

durch T-Helferzellen, während es andererseits die Permeabilität der Blut-Hirn-

Schranke erhöht [115]. Der größte Nachteil von CFA ist hierbei, dass das Immunsys-

tem durch das Adjuvans global aktiviert wird und somit keine eindeutigen Vergleiche 

mit Immunreaktionen von naiven Mäusen gezogen werden können [112]. Zusätzlich 

wird die zweimalige Injektion von Pertussis Toxin, einem Virulenzfaktor von Bordetella 

Pertussis, zur Induktion benötigt. Das Toxin kann durch noch nicht komplett aufge-
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klärte Prozesse den Eintritt von Immunzellen in das ZNS erleichtern und die Prolifera-

tion und Zytokin-Produktion von T-Zellen fördern [111]. Durch die Immunisierung mit 

Myelin-Peptiden werden Myelin-spezifische T-Zellen aktiviert, die expandieren und als 

differenzierte Effektorzellen durch die Blut-Hirn-Schranke ins ZNS einwandern. Dort 

werden sie durch APCs reaktiviert, sekretieren proinflammatorische Zytokine und rek-

rutieren weitere Immunzellen [111]. Dies führt letztlich zu Gewebeschäden und 

Demyelinisierung, welche der Pathologie der humanen MS ähnlich sind [116].  

Die zweite Möglichkeit, eine EAE zu induzieren, ist die passive Immunisierung durch 

den adoptiven Transfer von Myelin-spezifischen T-Zellen. Zu diesem Zweck werden 

T-Zellen aus der Milz und den Lymphknoten von Mäusen isoliert, die etwa 10 Tage 

vorher durch Myelin-Antigene zusammen mit CFA aktiv immunisiert wurden. Die iso-

lierten T-Zellen werden anschließend in vitro mit Myelin-Antigenen und verschiedenen 

Proliferationsfaktoren restimuliert. Nachdem die aktivierten T-Zellen in die Empfänger-

Maus injiziert wurden, entsteht die EAE durch Migration der aktivierten T-Zellen in das 

ZNS [117]. Dort werden sie, wie im Modell der aktiven Immunisierung, durch APCs 

reaktiviert, sekretieren proinflammatorische Zytokine und rekrutieren weitere Immun-

zellen [111]. Dies führt zu Gewebeschäden und Demyelinisierung [116]. Der größte 

Vorteil dieser Methode besteht darin, die isolierten Zellen vor dem adoptiven Transfer 

zu markieren, um deren Lokalisierung und Aktivität beobachten zu können. Zudem 

können bei dieser Methode die T-Zellen so kultiviert werden, dass sie sich in unter-

schiedliche Subpopulationen differenzieren [111, 117]. 

Generell treten die ersten Symptome der EAE etwa 9 bis 10 Tage nach der Immuni-

sierung auf und es kommt durch die Schäden und Demyelinisierung im ZNS zu funk-

tionellen Defiziten, wie einer Lähmung von Schwanz und Beinen [113]. Das Modell der 

EAE reflektiert eine Inflammation, die vor allem im Rückenmark lokalisiert ist [116]. 

 

1.4.2 Verlaufsformen der EAE 

Ob die EAE einen monophasischen (akuten), einen chronischen oder einen schubför-

mig-remittierenden Verlauf annimmt, hängt vom Stamm, dem immunogenen Protein 

und der Verwendung von Pertussis Toxin ab (Abbildung 7) [116]. Beim monophasi-

schen Verlauf kommt es zu einem akuten Schub, nach welchem die Symptome der 

Versuchstiere nahezu komplett remittieren. Der chronische Verlauf ist ebenso durch 
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einen akuten Schub charakterisiert, welcher sich jedoch nur partiell zurückbildet, wäh-

rend einige Symptome dauerhaft persistieren. Bei der schubförmig-remittierenden Ver-

laufsform erleiden die Versuchstiere einen ersten akuten Schub, der wieder komplett 

remittieren kann. Daraufhin kann es zu erneuten Schüben kommen, die wiederum 

nicht komplett remittieren und einige Symptome persistieren können [116]. 

 

	

Abbildung 7: Unterschiedliche Verlaufsformen der EAE anhand des klinischen EAE Scores. Dargestellt sind 
die drei möglichen Verlaufsformen der EAE anhand des klinischen Scores: chronischer Verlauf (blau), schubförmig-
remittierender Verlauf (rot) und monophasischer Verlauf (grün). Der klinische Score wurde dabei mittels einer 
Score-Skala, die von 0 bis 5 reicht, erhoben [116]. 

 

Die in dieser Arbeit verwendete aktive Induktion der EAE durch die Immunisierung mit 

MOG35-55-Peptid zusammen mit CFA und zweimaliger Injektion von Pertussis Toxin 

führt zur Ausbildung einer chronischen EAE, bei der die ersten Symptome etwa an Tag 

9 bis 10 auftreten [118]. 

 

1.4.3 Einfluss von B-Zellen in der EAE 

1.4.3.1 Pathogener Einfluss von B-Zellen 

Obwohl die Induktion der EAE eine starke T-Zell-vermittelte Immunantwort benötigt, 

spielt die humorale Immunität ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese der 

Krankheit [110]. B-Zellen agieren bei der EAE durch die Sekretion von Antikörpern, 

Antigen-induzierte Effektorfunktionen und die Stimulation von T-Zellen durch Antigen-

Präsentation [119]. Dies wird deutlich durch den monoklonalen Antikörper Rituximab 
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gezeigt, der mit Ausnahme von Plasmazellen alle B-Zellen depletiert [120]. Die Be-

handlung von MS-Patienten mit Rituximab führte zu weniger neuen Läsionen und zu 

einer Reduktion an neuen Schüben [121].  

Der Einfluss von Antikörpern wurde demonstriert, als in Geweben von MS-Patienten 

post mortem Myelin-spezifische Antikörper in Läsionen identifiziert wurden [110]. Zu-

dem werden Läsionen häufig mit Antikörper- und Komplementablagerungen assoziiert 

[122] und eine Studie konnte zeigen, dass nur Patienten mit Läsionen, die solche Ab-

lagerungen beinhalteten, von Plasmapheresen profitierten [123].  

Da es sich bei B-Zellen um potente APCs handelt, können B-Zell-T-Zell-Interaktionen 

sowohl die Expression von costimulatorischen Molekülen und Zytokinen als auch Ef-

fektorfunktionen von T-Zellen modulieren [110]. In der EAE wurde gezeigt, dass B-Zel-

len für die Entwicklung einer EAE essentiell sind, wenn Mäuse mit komplettem MOG-

Protein immunisiert wurden, nicht aber, wenn sie mit MOG-Peptiden immunisiert wur-

den. Dies lässt darauf schließen, dass die Prozessierung von Proteinen durch B-Zellen 

und die Präsentation von Peptiden über MHC Klasse II in der Entwicklung der MS 

wichtig sein könnte. Beispielsweise enthalten Läsionen von MS-Patienten häufig 

Myelinfragmente mit völlig intaktem Protein [124].  

 

1.4.3.2 Suppressiver Einfluss von B-Zellen 

Ein erster suppressiver Einfluss von B-Zellen im Modell der EAE wurde durch die Ver-

wendung von B-Zell-defizienten µMT-Mäusen beobachtet. In einem Experiment wurde 

durch die Immunisierung mit MBP sowohl in wildtyp Mäusen als auch in µMT-Mäusen 

eine EAE induziert. Wildtyp Mäuse entwickelten eine monophasische EAE, die sich 

wieder erholte, während µMT-Mäuse in Abwesenheit von B-Zellen eine chronische 

EAE entwickelten, die sich nicht zurückbildete [125]. Der positive Einfluss von B-Zellen 

auf den Verlauf einer EAE wurde neben der Verwendung von knock-out Mäusen auch 

durch eine aCD20-Antikörper-induzierte Depletion von B-Zellen in Mäusen gezeigt. 

Mäuse mit depletierten B-Zellen zeigten einen deutlich schwereren EAE-Verlauf. Des 

Weiteren war eine erhöhte Anzahl an ZNS-infiltrierenden CD4+ T-Zellen und deren 

Produktion von proinflammatorischen Zytokinen zu erkennen [126]. In einer weiteren 

Studie wurde ein positiver Effekt durch die Sekretion des antiinflammatorischen Zyto-

kins IL-10 durch B-Zellen beschrieben, aufgrund dessen die proinflammatorische      
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Zytokin-Antwort vermindert wurde [26]. Ebenfalls wird vermutet, dass B-Zellen durch 

die Interaktion mit T-Zellen mittels costimulatorischer Moleküle wie B7 Foxp3-expri-

mierende regulatorische T-Zellen rekrutieren, die einen supprimierenden Effekt auf die 

Inflammation haben [127]. Von B-Zellen sekretierte Antikörper können auch einen mo-

dulatorischen Effekt auf die Immunreaktion besitzen. Die Behandlung von EAE-immu-

nisierten Mäusen mit intravenösen Immunglobulin (IVIg), das vor allem aus IgG be-

steht, zeigte sowohl eine Verbesserung des Krankheitsverlaufs als auch eine gerin-

gere Inflammation des ZNS. Die Verbesserung durch IVIg ist wahrscheinlich auf eine 

Modulation der Makrophagen-Funktion und eine Inhibition des Komplementsystems 

durch die Igs zurückzuführen [128].  

 

1.4.4 Einfluss von Chondroitinsulfat in der EAE 

Bisher wurden nur wenige Studien publiziert, in denen Mäuse mit einer induzierten 

EAE mit CS behandelt wurden.  

Es wurde gezeigt, dass die Injektion von CSA in EAE-induzierte Mäusen die Krank-

heitssymptome deutlich verstärkte im Vergleich zur Kontrolle [129]. Wurde im Gegen-

satz dazu ein durch die Chondroitinase ABC degradiertes CSA-Produkt EAE-induzier-

ten Mäusen injiziert, führte dies zu einer starken Suppression der Krankheit [68, 129]. 

Während CSA die Infiltration von Lymphozyten ins Gehirn verstärkte, blockierte das 

degradierte CSA-Produkt die Migration von Lymphozyten [129]. In Ratten hatte die 

Behandlung mit CSA keinen Effekt auf den Verlauf einer passiven EAE [130]. Darüber 

hinaus wurde gezeigt, dass die CSA Seitenkette von CS-Proteoglykanen in Mäusen 

mit EAE im Rückenmark hochreguliert waren. Diese Hochregulation erhöhte zusätzlich 

die Expression von proinflammatorischen Zytokinen durch Makrophagen [131]. 

Wurde eine EAE in Mäusen induziert, denen ein wichtiges Enzym für die Synthese von 

CS fehlte, verlief die EAE im Vergleich zur Kontrolle milder [132]. 

Miyamoto und Kollegen induzierten aktiv eine EAE in Chondroitin 6-O-Sulfattrans-

ferase 1-defizienten (C6ST1-/-) Mäusen. C6st1 modifiziert CS hin zu CSC über das 

Anbringen eines Sulfatrestes an Position 6 von N-Acetyl-D-Galactosamin. Im Ver-

gleich zu wildtyp Mäusen entwickelten C6st1-/- Mäuse einen schwereren Krankheits-

verlauf. Das gleiche Bild zeigte sich auch in einer passiv induzierten EAE. Eine EAE-

Induktion in C6ST1 transgenen Mäusen, welche C6ST1 überexprimieren, führte zu 
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einem milderen Verlauf, als in wildtyp Mäusen. Demnach konnte die Anwesenheit von 

CSC die Pathogenese der EAE verbessern [133]. 

Insgesamt zeigten sowohl die Behandlungen von EAE-induzierten Mäusen mit ver-

schiedenen CS als auch die Verwendung von knockout Mäusen unterschiedliche Er-

gebnisse in der Suppression bzw. Verstärkung von Krankheitssymptomen der EAE. 

 

1.4.5 Einfluss von Basophilen in der EAE 

Ein Einfluss von Basophilen auf den Verlauf der induzierten EAE in Mäusen wurde 

bislang kaum publiziert.  

In einer Studie wurden durch die i.p. Injektion eines anti-FcεRIa Antikörpers Basophile 

in Mäusen mit induzierter EAE depletiert. Diese Mäuse zeigten einen verschlechterten 

Krankheitsverlauf der EAE im Vergleich zur Kontrolle. Es wurde eine verstärkte Th1 

und Th17 Antwort gegen Myelin-Antigene in Mäusen ohne Basophile gezeigt. Diese 

Resultate ließen darauf schließen, dass Basophile oder Interaktionen von FcεRI eine 

wichtige Rolle in der EAE spielen [134]. 

 

1.5 Zielsetzung 

Die suppressive Eigenschaft von regulatorischen B-Zellen wurde erstmals in den 

1970er Jahren beschrieben. Obwohl seitdem viel Zeit vergangen ist und eine Vielzahl 

an unterschiedlichen Studien durchgeführt wurde, ist es noch nicht gelungen, einen 

Oberflächenmarker oder Transkriptionsfaktor zu identifizieren, der einzigartig für die 

Definition einer regulatorischen B-Zelle wäre. Stattdessen wurde bislang eine Vielzahl 

an regulatorischen B-Zellen mit unterschiedlichen Phänotypen beschrieben. Dies lässt 

darauf schließen, dass regulatorische B-Zellen nicht aus einer bestimmten Vorläufer-

zelle entstehen, sondern dass sich potentiell jede B-Zelle in eine regulatorische B-Zelle 

differenzieren kann, wenn sie den richtigen Stimulus erhält. 

Ein positiver Einfluss von regulatorischen B-Zellen auf den Krankheitsverlauf wurde 

bislang in einigen Krankheiten gezeigt. Die genaue funktionelle Rolle von regulatori-

schen B-Zellen in der demyelinisierenden Autoimmunerkrankung der Multiplen Skle-

rose (MS) muss jedoch noch genau geklärt werden. 



1. Einleitung  28 

Die Stimulation von B-Zellen mit dem Glykosaminoglykan Chondroitinsulfat C (CSC) 

führt zur Proliferation von B-Zellen und es wird vermutet, dass diese B-Zellen einen 

regulatorischen Phänotyp besitzen. Daher ist das primäre Ziel dieser Arbeit, B-Zellen, 

die mit CSC stimuliert wurden, genauer zu charakterisieren und eine mögliche supp-

ressive Wirkung im Modell der EAE zu untersuchen. 

Zu diesem Zweck sollen CSC-stimulierte B-Zellen zunächst in vitro charakterisiert wer-

den. Hierbei wird der Fokus auf die Proliferation, die Modulation von Oberflächenre-

zeptoren und das Expressionsprofil von antiinflammatorischen und proinflammatori-

schen Zytokinen gelegt. Zudem werden B-Zellen untersucht, die in vivo durch die In-

jektion von CSC stimuliert wurden. Dabei soll ebenfalls die Modulation von Oberflä-

chenrezeptoren, aber auch die Sekretion von Immunglobulinen ins Plasma untersucht 

werden.  

Um letztlich herauszufinden, ob durch CSC-stimulierte B-Zellen einen regulatorischen 

Phänotyp besitzen und in der Lage sind, den Verlauf einer Autoimmunerkrankung zu 

verbessern, sollen diese B-Zellen im Modell der EAE, welches die Krankheit der MS 

in der Maus darstellt, untersucht werden. Zu diesem Zweck werden die Mäuse direkt 

mit CSC behandelt. Zusätzlich soll untersucht werden, ob der Transfer von CSC-sti-

mulierten B-Zellen den Verlauf der Krankheit verbessern kann. 

Die grundsätzliche Fragestellung dieser Arbeit ist zusammengenommen letztlich, ob 

CSC-stimulierte B-Zellen einen suppressiven Effekt auf den Verlauf der EAE haben 

und welche Zellen bzw. welche von Zellen sekretierten Proteine daran beteiligt sind. 
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2. Material 

2.1 Chemikalien, Reagenzien, Puffer 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Puffer. 

Bezeichnung Verwendung Bezugsquelle 

ABTS-Tabletten ELISA Sigma Aldrich, Taufkirchen 

AccuCheck Counting Beads  FACS-Analyse Life Technologies, Carls-

bad, USA 

Aqua ad iniectabilia EAE Immunisierung Braun, Melsungen 

Bovines Serum Albumin 

(BSA) 

ELISA, EAE Immu-

nisierung 

Sigma Aldrich, Taufkirchen 

CD19 MicroBeads, mouse Zellisolation Miltenyi Biotec B.V. & Co. 

KG, Bergisch-Gladbach 

CD49b (DX5) MicroBeads, 

mouse 

Zellisolation Miltenyi Biotec B.V. & Co. 

KG, Bergisch-Gladbach 

Chondroitinsulfat aus Hai-

Knorpeln 

Injektionen, Stimula-

tion 

Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Dulbecco’s Phosphate Buff-

ered Saline (PBS) 

ELISA + EAE Immu-

nisierung 

Sigma Aldrich, Taufkirchen 

EDTA Blutentnahme Roth, Karlsruhe 

FACS Lysing Solution, FACS 

Clean, FACS Flow 

FACS-Analyse BD Sciences, Heidelberg 

Freund’s Adjuvant, incom-

plete 

EAE Immunisierung Sigma Aldrich, Steinheim 

Hanks Balanced Salt Solution 

(HBSS) 

FACS-Analyse Sigma Aldrich, Steinheim 

Mycobacterium Butyricum 

Difco 

EAE Immunisierung BD Sciences, Heidelberg 
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Kaliumchlorid (KCl) PBS Roth, Karlsruhe 

Kaliumhydrogenphosphat 

(KH2PO4) 

PBS Roth, Karlsruhe 

MOG35-55-Peptid (MEVGWYRS-

PFSRVVHLYRNGK) 
EAE Immunisierung, 

ELISA, Zellkultur 

EZ Biolab, Carmel, USA 

NaCl 0,9 % steril Injektionen Braun, Melsungen 

Natriumchlorid (NaCl) PBS Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid (NaOH) PBS Roth, Karlsruhe 

Percoll Zellisolation Sigma Aldrich, Steinheim 

Pertussis Toxin von Borde-

tella Pertussis 

EAE Immunisierung Sigma Aldrich, Steinheim 

Schwefelsäure (H2SO4) ELISA Roth, Karlsruhe 

Streptavidin Sepharose high 

performance 

Depletion von IgE Merck, Darmstadt 

Tetramethylbenzidin (TMB 

Substrate Set) 

ELISA BioLegend, San Diego, 

USA 

Trypanblau-Lösung Zellen zählen Sigma Aldrich, Taufkrichen 

Türks Lösung Zellen zählen Merck Millipore, Darmstadt 

Tween 20 ELISA Merck Millipore, Darmstadt 

 

2.2 Stimulanzien und Antikörper 

Tabelle 2: Verwendete Stimulanzien und Antikörper. 

Bezeichnung Konzentration Bezugsquelle 

Anti-CD40 1 µg/ml BioLegend, San Diego, USA 

Biotin anti-mouse IgE 300 µg/ml BioLegend, San Diego, USA 

ChromPure Syrian Hamster 

IgG, whole molecule 

10 µg/Injektion Jackson Immuno Research, 

Suffolk, UK 
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CpG 1 nM TIB Molbiol, Berlin 

FceRI alpha Monoclonal Anti-

body (MAR-1), Functional 

Grade 

10 µg/Injektion (eBioscience) Thermo Fisher 

Scientific, Dreieich 

Lipopolysaccharid (LPS) 1 µg/ml Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Normales Mausserum 1/10 Jackson Immuno Research, 

Suffolk, UK 

Purified Rat Anti-Mouse IgE, 

Klon R35-72 

1 µg/ml BD Biosciences, Heidelberg 

Rabbit-anti-mouse-HRP 

(P0260) 

1/2000 DAKO A/S, Dänemark 

(Agilent Technologies GmbH, 

Waldbronn) 

Recombinant Mouse IL-3 25 ng/ml Peprotech, Hamburg 

 

2.3 FACS-Antikörper 

Tabelle 3: Verwendete FACS-Antikörper. 

Target Fluorochrom Klon Bezugsquelle 

R0439 (Polyclonal 

Rabbit Anti-Mouse 

Immunoglobu-

lins/RPE, Rabbit 

F(ab’)2) 

PE Polyklonal DAKO A/S, Dänemark 

(Agilent Technologies 

GmbH, Waldbronn) 

Anti-CD11b PE-Cy7 M1/70 Biolegend, San Diego, USA 

Anti-CD138 APC 281-2 Biolegend, San Diego, USA 

Anti-CD19 PerCp-Cy5.5 1D3/CD19 Biolegend, San Diego, USA 

Anti-CD4 APC eFluor 780 RM4-5 Invitrogen, Karlsruhe 

Anti-CD45 V500 30-F11 BD Biosciences, Heidelberg 

Anti-CD49b eF450 DX5 Biolegend, San Diego, USA 
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Anti-IgE FITC R35-72 BD Biosciences, Heidelberg 

 

2.4 Zellkulturmedien und Zellkulturzusätze 

Tabelle 4: Verwendete Zellkulturmedien und Zellkulturzusätze. 

Bezeichnung Bezugsquelle 

b-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Fetales Kälberserum (hitzeinaktiviert 1h 

bei 56 °C) 

PAA, Cölbe 

HEPES Buffer Solution 1M Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

MEM NEAA (100x) Minimum Essential 

Medium Non-Essential Amino Acids 

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute 

1640 Medium) 

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

Sodium Pyruvate Solution 100 nM Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Streptomycin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe 

 

2.5 Zusammensetzung der Zellkulturmedien 

Tabelle 5: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien. 

Zellkulturmedium Zusammensetzung 

MLR-Medium 500 ml RPMI, 10 % iFCS, 1 % Penicillin/Streptomycin-

Stammlösung, 1 % Sodium Pyruvat, 1 % HEPES, 1 % 

NEAA, 1,8 µl b-Mercaptoethanol 
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2.6 Pufferzusammensetzung 

Tabelle 6: Zusammensetzung der verwendeten Puffer. 

Puffer Zusammensetzung 

10x PBS 11,5g Na2HPO4, 80g NaCl, 2g KH2PO4, 

2g KCL (in 1l H2O) 

Block- und Verdünnungspuffer für 

ELISA 

1 % BSA in PBS bzw. 2 % BSA in PBS 

MACS-Puffer 0,5 % BSA in PBS + 2 mM EDTA 

Präparationspuffer 0,5 % BSA in PBS 

Waschpuffer für ELISA 0,05 % Tween 20 in PBS 

 

2.7 Arzneistoffe 

Tabelle 7: Verwendete Arzneistoffe. 

Wirkstoff Verwendung Konzentration Hersteller 

Atipamezolhydrochlo-

rid 

Antagonist 5 mg/ml Vetoquinol, 

Ravensburg 

Fentanylcitrat Narkose 0,1 mg/ml Janssen, Beerse, 

Belgien 

Flumazenil Antagonist 0,5 mg/ml Hexal, Holzkirchen 

Medetomidinhydro-

chlorid 

Narkose 1 mg/ml Vetoquinol, 

Ravensburg 

Midazolam Narkose 1 mg/ml Rotexmedica, Trittau 

Naloxonhydrochlorid Antagonist 0,4 mg/ml Ratiopharm, Ulm 
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2.8 Kits 

Tabelle 8: Verwendete Kits. 

Kit Verwendung Bezugsquelle 

ELISA MAX Deluxe Set 

Mouse IgE 

ELISA Biolegend, San Diego, USA 

IgM Mouse Uncoated ELISA 

Kit 

ELISA (Invitrogen) Thermo Fisher Sci-

entific, Dreieich 

Mouse IFN-gamma DuoSet 

ELISA 

ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

Mouse IL-3 DuoSet ELISA ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

Mouse IL-4 DuoSet ELISA ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

Mouse IL-6 DuoSet ELISA ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

Mouse IL-10 DuoSet ELISA ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

Mouse IL-17 DuoSet ELISA ELISA R&D Systems, Minneapolis, USA 

 

2.9 Sonstige Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 9: Sonstige verwendete Verbrauchsmaterialien. 

Bezeichnung Verwendung Bezugsquelle 

24 Well Culture Plate Zellkultur Greiner Bio-One, Fricken-

hausen 

Abdeckfolie für Mikrotest-

platten 

ELISA, Zellkulturüber-

stände 

Roth, Karlsruhe 

Cell-Strainer (70 nm, 

100 nm) 

Vereinzelung der Zellen Falcon / Corning Inc., 

Tweksbury, USA 

CellTrics 30 µm Vereinzelung der Zellen Sysmex, Görlitz 

Discofix Drei-Wege-Hahn EAE Immunisierung Braun, Melsungen 
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Disposable Hemocytome-

ter C-Chip, Neubauer-im-

proved 

Zellen zählen Nano EnTek, Waltham, 

USA 

Einmal-Microhaematokrit-

Kapillaren 

Blutentnahme Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt 

Einmalskalpell (No. 10) Zerteilen des Gehirns, 

Schaben von Knochen-

mark 

Pfm, Köln 

Einmalspritzen (1 ml, 

2 ml, 20 ml) 

Injektionen, Perfusion, Or-

gan homogenisieren 

BD Biosciences, Heidel-

berg 

ELISA-Platte F96 Ma-

xisorp 

ELISA Thermo Fisher Scientific, 

Dreieich 

Kanülen (0,80x40mm, 

0,40x20mm) 

Injektion, Bereitung von 

MOG-Emulsion 

BD Medical, Heidelberg 

LS-Säulen Zellisolation Miltenyi Biotec B.V. & Co. 

KG, Bergisch-Gladbach 

Mikrotester Rundboden-

platte 96-Well 

ELISA Sarstedt, Nümbrecht 

Omnifix Luer Lock 

Spritze, 1 ml 

EAE Immunisierung Braun, Melsungen 

Omnifix Luer Lock 

Spritze, 10 ml 

EAE Immunisierung Braun, Melsungen 

Pasteurpipetten ohne 

Wattestopfen 

Zellisolation, FACS-Ana-

lyse 

Roth, Karlsruhe 

Petrischale (verschiedene 

Größen) 

Zellpräparation BD Biosciences, Heidel-

berg 

Pipettenspitzen ohne Fil-

ter (10, 20, 100, 200, 

1000 µl) 

Pipettieren Sarstedt, Nümbrecht 
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Pipettenspitzen mit Filter 

(10, 20, 100, 200, 

1000 µl) 

Pipettieren Eppendorf, Hamburg  

Pipettieraufsätze für Multi-

pette plus 

Pipettieren Eppendorf, Hamburg 

Polystyrolröhrchen für 

Durchflusszytometrie 

(5 ml) 

FACS-Analyse BD Falcon, Le Pont de 

Claix, Frankreich 

Reaktionsgefäße (0,2, 

1,5, 2, 5 ml) 

Pipettieren Sarstedt, Nümbrecht 

Serologische Pipetten (5, 

10, 25, 50 ml) 

Pipettieren nerbe plus GmbH & Co. 

KG, Winsen/Luhe 

Spritzenvorsatzfilter, 

0,22 µm 

EAE Immunisierung VWR, Darmstadt 

VersaTouch Handschuhe Steriles Arbeiten, Selbst-

schutz 

Ansell Europe, Brüssel, 

Belgien 

Zellkulturplatten Cellstar 

Rundboden 96-Well 

Zellkultur Greiner Bio-One, Fricken-

hausen 

Zentrifugenröhrchen 

(15 ml, 50 ml) 

Zellbiologische Methoden Sarstedt, Nümbrecht 

 

2.10 Geräte 

Tabelle 10: Verwendete Geräte und Hilfsmittel. 

Laborgerät Hersteller 

Brutschrank Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg 

Durchlichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena 

Eismaschine Ziegra, Isernhagen 



2. Material 37 

Kühlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz 

Magnetrührer MR 3001 Heidolph Instruments, Schwabach 

Mehrkanalpipetten Transferpette (0,5-

10 µl, 5-50 µl, 2-200 µl) 

Brand, Wertheim 

Microplate Reader Infinite M200 PRO Tecan, Männedorf, Schweiz 

Microplate Washer Wellwash Versa Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finn-

land 

Pipette Multipette plus Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Pipetten Pipetman (P10, P20, P100, 

P200, P1000) 

Gilson, Limburg-Offheim 

Pipettierhilfe Accu-jet pro Brand, Wertheim 

Premium No Frost -20 °C Gefrier-

schrank 

Liebherr, Bulle, Schweiz 

Rotator SB3 Stuart, Staffordshire, UK 

Schüttelgerät Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 

Sterilbank LaminAir HB2448 Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Wasseraufbereitungsanlage Millipore, Eschborn 

Wasserbad GFL, München 

Zentrifuge (Megafuge 16R) Thermo Fisher Scientific, Dreieich 

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R) Eppendorf, Hamburg 

 

2.11 Software 

Tabelle 11: Verwendete Software. 

Software Verwendung Herausgeber 

FACS Diva Version 8.0.2 FACS-Analyse BD Biosciences, Heidel-

berg 
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GraphPad Prism 8.0.1 FACS-Analyse und Statis-

tik 

GraphPad Software, La 

Jolla, USA 

Microplate Reader Soft-

ware i-control TM 

ELISA Tecan, Männedorf, 

Schweiz 

Microsoft Excel 2016 Berechnungen Microsoft, Redmont, USA 

 

2.12 Versuchstiere 

Tabelle 12: Verwendete Versuchstiere. 

Stamm Abkürzung Herkunft 

C57Bl/6N Bl/6N Charles River, Sulzfeld 

B6.129P2-Igh-Jtm1Cgn/J JHT Aus der Arbeitsgruppe von 

Simon Fillatreau 

Mb1wt/cre x blimp1fl/fl  - Aus der Arbeitsgruppe von 

Simon Fillatreau 

Mb1wt/wt x blimp1fl/fl - Aus der Arbeitsgruppe von 

Simon Fillatreau 
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3. Methoden 

3.1 Tierexperimente 

3.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung 

Alle verwendeten Mäuse wurden unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen bei 

einer konstanten Temperatur von 21 °C ± 2 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 60 % 

gehalten. Der Hell-Dunkel-Rhythmus folgte einem 12-Stunden-Wechsel. Wasser und 

Nahrung wurden den Mäusen durchgehend ad libitum zur Verfügung gestellt. Für die 

Versuche wurden ausschließlich weibliche Mäuse verwendet, welche sich in einem 

Alter von 8-13 Wochen befanden. Alle durchgeführten Tierexperimente wurden geneh-

migt und unter der Beachtung der jeweiligen geltenden Richtlinien durchgeführt. 

 

3.1.2 Intraperitoneale, intravenöse und subkutane Injektionen 

Alle Injektionen wurden unter Beachtung der durch die Gesellschaft für Versuchstier-

kunde (GV-SOLAS) empfohlenen Injektionsmethoden und Injektionsvolumina bei Ver-

suchstieren durchgeführt. Subkutan wurden Injektionen in die Nackenfalte bzw. die 

Hinterflanken appliziert. Intravenöse Injektionen fanden über die laterale Schwanz-

vene statt. 

 

3.1.3 Antagonisierbare Narkose 

Zur Entnahme von peripherem Blut wurde eine antagonisierbare Narkose durchge-

führt. Diese wurde direkt nach der Blutentnahme wieder antagonisiert, wodurch die 

Mäuse nur kurz in Narkose lagen und die Narkose somit gut verträglich war. Die Nar-

kose, bestehend aus Fentanyl (0,05 mg/kg), Midazolam (5 mg/kg) und Medetomidin 

(0,5 mg/kg) wurde durch intraperitoneale Injektion eingeleitet. Durch eine subkutane 

Injektion des Antagonisten, bestehend aus Naloxon (1,2 mg/kg), Flumazenil 

(0,5 mg/kg) und Atipamezol (2,5 mg/kg) konnte die Narkose wieder aufgehoben wer-

den. 
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3.1.4 In vivo Experimente mit Injektion von CSC 

Für die Durchführung von in vivo Experimenten wurden 6-13 Wochen alte weibliche 

Bl/6N Mäuse der Firma Charles River verwendet. Diese wurden nach Anlieferung für 

mindestens 2 Wochen im Tierstall adaptiert, bevor ein Experiment gestartet wurde. 

Abhängig vom jeweiligen Versuchsaufbau wurde den Mäusen täglich für 5, 14 oder 20 

Tage 10 mg CSC bzw. NaCl als Kontrolle i.p. injiziert. Je nach Fragestellung wurden 

die Mäuse am Tag nach der letzten Injektion (für Organanalysen mittels FACS bzw. 

Ansetzen einer Zellkultur) bzw. drei Tage nach der letzten Injektion (für Gewinnung 

von Blutplasma) durch zervikale Dislokation getötet. Anschließend wurden entspre-

chende Organe entnommen und weitergehend untersucht. 

 

3.1.5 Tiermodell der EAE 

Um den Einfluss von CSC und CSC-aktivierten Zellen in einer inflammatorischen Au-

toimmunkrankheit zu untersuchen, wurde ein Maus Modell, das die humane Multiple 

Sklerose nachbildet, verwendet. Hierbei handelte es sich um die MOG35-55-induzierte 

EAE, welche durch eine aktive Immunisierung induziert wird.  

EAE-Experimente wurden in weiblichen Bl/6N Mäusen mit einem Alter von 11-12 Wo-

chen durchgeführt. Da das Modell der EAE zum Teil stressabhängig ist, wurden die 

Mäuse mindestens für 2 Wochen im Tierstall adaptiert, bevor eine EAE induziert 

wurde. Zusätzlich musste darauf geachtet werden, die Mäuse vorsichtig und nur so oft 

wie nötig zu untersuchen und zu behandeln [135]. 

 

3.1.5.1 Immunisierung 

Zunächst wurde eine Emulsion aus MOG35-55-Peptid zusammen mit complete Freund’s 

adjuvant (Komplettes Freund’s Adjuvant, CFA) hergestellt. Hierfür wurden in einer 

50 ml Röhre 4800 µl PBS mit 200 µl MOG35-55-Peptid mit einer Ausgangs-Konzentra-

tion von 50 mg/ml versetzt und gemischt. Daneben wurden die 10 ml Inhalt eines 

Fläschchens Inkompletten Freund’s Adjuvant in eine 50 ml Röhre überführt und an-

schließend 100 mg Mycobacterium Butyricum zugegeben, wodurch CFA entstand. 

Nachdem 5 ml des CFA zu den 5 ml verdünnten MOG35-55-Peptids gegeben wurden, 

konnte die Emulsion mittels eines Vortex-Geräts gut gemischt werden und mit einer 
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10 ml Spritze und einer 0,80x40 mm Kanüle aufgezogen werden. Die Emulsion musste 

nun mittels einer zweiten 10 ml Spritze und eines Drei-Wege-Hahns durch mehrmali-

ges hin-und-her Drücken verdichtet werden.  

Zusätzlich wurde Pertussis Toxin angesetzt, welches verwendet wird, um die Induktion 

der EAE in den Mäusen zu fördern. Das als lyophilisiertes Pulver vorhandene Pertussis 

Toxin, welches von Bordetella pertussis sekretiert wurde, musste zunächst durch die 

Zugabe von 500 µl sterilem Aqua ad iniectabilia und 500 µl sterilem PBS mit 1 % BSA 

gelöst werden, wodurch eine Konzentration 50 µg/ml entsteht. Anschließend wurde 

das Pertussis Toxin in PBS auf eine Konzentration von 1,25 µg/ml eingestellt. 

Den zu immunisierenden Mäusen konnten nun an Tag 0 in beide Hinterflanken jeweils 

100 µl der Emulsion subcutan injiziert werden, was insgesamt 200 µg MOG35-55-Peptid 

mit 1 mg M. Butyricum entspricht. Daraufhin wurden 200 µl des Pertussis Toxins int-

raperitoneal injiziert, was 0,25 µg pro Maus entspricht. Die Injektion des Pertussis To-

xins wurde an Tag 2 wiederholt.  

 

3.1.5.2 Krankheitsverlauf und Scoring 

Nach der Immunisierung wurden die Mäuse täglich gewogen, sowie der klinische 

Score erhoben. Meist kam es wenige Tage nach dem Beginn der Krankheit zu einem 

Gewichtsverlust der Mäuse. Die ersten klinischen Symptome der EAE traten zwischen 

9 und 10 Tagen nach der Immunisierung auf. Generell zeigten Mäuse etwa 16 bis 18 

Tage nach der Immunisierung eine teilweise Genesung und damit einhergehend eine 

leichte Verbesserung des klinischen Scores. Typischer Weise wird der klinische Score 

der EAE mit einer Bewertungsskala, die von 0 bis 5 reicht, bewertet [116], wohingegen 

in dieser Arbeit eine detailliertere Bewertungsskala von 0 bis 14 verwendet wurde. 

Diese ist in Tabelle 13 dargestellt. Es wurden auf die vier Beine und den Schwanz 

einzeln Scores gegeben, die addiert wurden, um den endgültigen Score der jeweiligen 

Maus zu erhalten. Unter Beachtung der genehmigten Richtlinien, wurden Mäuse, die 

einen zu hohen Score, oder anderweitige Erkrankungen, wie beispielsweise infizierte 

und offene Hautverletzungen aufwiesen, vorzeitig aus dem Versuch genommen. Am 

Tag 21 nach der Immunisierung wurden die Experimente beendet. Die Mäuse wurden 
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mittels Vergasung mit CO2 mit einer Expositionsdauer von mindestens 10 Minuten ge-

tötet; anschließend konnten die zu untersuchenden Organe präpariert und analysiert 

werden. 

 

Tabelle 13: Klinisches Scoring System. Gezeigt sind die Score-Punkte, sowie die dazugehörige klinische 
Symptomatik der Versuchstiere. 

Score Klinische Symptome Erklärung 

0 Keine klinischen Symptome Normaler Gang, Schwanz bewegt 

sich und kann angehoben werden 

1 Teilweise erschlaffter Schwanz Schwanzspitze hängt herab, 

Schwanz kann an Basis noch bewegt 

werden 

2 Komplette Lähmung des 

Schwanzes 

Schwanz ist erschlafft, kann nicht 

mehr bewegt werden 

1 Leichte Lähmung eines der 

Beine 

Leicht unkoordinierter Gang; Maus 

kann sich mit Vorderfuß etwas 

schlechter an Gitterstäben festhalten 

2 Mittlere Lähmung eines der 

Beine 

Deutlich unkoordinierter, schwanken-

der Gang; Maus kann sich mit Vor-

derfuß nur schlecht an Gitterstäben 

festhalten 

3 Komplette Lähmung eines der 

Beine 

Bein kann nicht mehr bewegt werden 

und wird nachgezogen 
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3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Entnahme von peripherem Blut und Gewinnung von Plasma 

Zunächst wurde wie unter 3.1.3 beschrieben, bei den Mäusen eine antagonisierbare 

Narkose eingeleitet. Mittels einer Heparin-beschichteten Kapillare konnte anschlie-

ßend retrobulbär Blut entnommen werden, welches mit 0,1 M EDTA vermengt wurde. 

Bis zur weiteren Verwendung wurde das Blut auf Eis gelagert. 

Zur Gewinnung des Blutplasmas wurden die Reagiergefäße, welche das entnommene 

Blut enthielten bei 2500 rpm und 4 °C für 15 Minuten zentrifugiert. Durch die Zentrifu-

gation befanden sich alle zellulären Bestandteile des Blutes am Boden des Reagier-

gefäßes, während sich der flüssige Anteil des Blutes, also das Plasma, als Überstand 

abtrennte. Das in ein neues Gefäß überführte Plasma wurde bis zur weiteren Analyse 

bei -20 °C gelagert. 

 

3.2.2 Transkardiale Perfusion 

Damit keine kontaminierenden Blutzellen bei der Analyse von Zellen aus dem Gehirn 

bzw. dem Rückenmark vorhanden waren, wurden die Mäuse perfundiert, nachdem sie 

durch eine 10-minütige Exposition mit CO2 getötet wurden. Zur Perfusion des Herz-

Kreislaufs wurde der Brustkorb geöffnet, indem die Rippen seitlich aufgeschnitten wur-

den. Zusätzlich wurde die Arteria femoralis superficialis geöffnet, um das Blut aus den 

Gefäßen auswaschen zu können. Daraufhin wurde der linke Ventrikel mit einer Kanüle 

punktiert und der Blutkreislauf mit 20 ml kaltem PBS unter konstantem Druck gespült. 

 

3.2.3 Präparation von murinen Zellen 

Zur Präparation unterschiedlicher Organe wurden die Mäuse zunächst durch zervikale 

Dislokation bzw. Vergasung mit CO2 mit einer Expositionsdauer von mindestens         

10 Minuten getötet. Das Fell wurde mit 70 % Ethanol desinfiziert. 
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3.2.3.1 Präparation von Zellen aus der Milz 

Nach Öffnung des Bauchraumes und Freilegung des umliegenden Gewebes konnte 

die Milz entnommen werden. Für die anschließenden Analysen wurde eine Einzelzell-

suspension der Milz hergestellt. Hierfür wurde die Milz mit Hilfe des Stempels einer 

2 ml Spritze und Präparationspuffer durch einen 70 µm Filter homogenisiert. Diese 

Suspension wurde in eine 15 ml Röhre überführt und bei 1200 rpm und 4 °C für               

6 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in Präparationspuffer resuspendiert, über ei-

nen 30 µm Filter gegeben und bei 1600 rpm und 4 °C für 6 Minuten zentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde im entsprechenden Medium in Lösung genommen und bis zur Wei-

terverarbeitung auf Eis gelagert. 

 

3.2.3.2 Präparation von Zellen aus dem Gehirn 

Zunächst wurden die Mäuse wie unter 3.2.2 beschrieben perfundiert. Zur Präparation 

des Gehirns wurden die Mäuse dekapitiert und der Schädelknochen wurde entlang der 

Schädelnähte durchgeschnitten, um das komplette Gehirn aus der Schädelhöhle he-

ben zu können. Die linke Seite des Gehirns wurde in flüssigem Stickstoff schockgefro-

ren und für spätere Experimente aufbewahrt. Die rechte Seite des Gehirns wurde mit 

Hilfe des Stempels einer 2 ml Spritze und Präparationspuffer durch einen 100 µm Filter 

homogenisiert. Die Suspension wurde in eine 15 ml Röhre überführt und für 10 Minu-

ten bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Inzwischen wurde der zu verwendende Percoll 

in Hanks balanced salt solution (HBSS) verdünnt. Das Pellet konnte anschließend mit 

insgesamt 8 ml 40 %-igem Percoll resuspendiert werden und in eine neue 15 ml Röhre 

überführt werden. Daraufhin wurden die Zellen mit 2 ml 80 %-igem Percoll unterschich-

tet und für 20 Minuten bei 2000 rpm und 4 °C mit verminderter Beschleunigungs- und 

Bremsstärke (Acc 4, Decc 4) zentrifugiert. Durch die unterschiedlichen Konzentratio-

nen des Percolls bildete sich ein Dichtegradient, wodurch sich die Zellen in der Inter-

phase befanden. Die Interphase wurde anschließend in neues Gefäß überführt und 

die Zellen wurden mit 3 ml RPMI mit 10 % FCS durch Zentrifugation für 6 Minuten bei 

1600 rpm und 4 °C gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen auf 

Eis gelagert. 
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3.2.3.3 Präparation von Zellen aus dem Rückenmark 

Wie unter 3.2.2 beschrieben wurde zunächst der Blutkreislauf der Mäuse perfundiert. 

Zur Präparation des Rückenmarks wurden die Mäuse dekapitiert und der Schwanz 

abgetrennt. Anschließend konnte die komplette Wirbelsäule präpariert werden. Um 

das Rückenmark zu gewinnen, wurde die Wirbelsäule mit 10 ml PBS gespült, wodurch 

die Zellen herausgelöst wurden. Daraufhin wurde das Rückenmark mit Hilfe des Stem-

pels einer 2 ml Spritze und Präparationspuffer durch einen 100 µm Filter homogeni-

siert. Die Zellsuspension wurde in eine 15 ml Röhre überführt und für 10 Minuten bei 

3000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Inzwischen wurde der zu verwendende Percoll in 

HBSS verdünnt. Mit insgesamt 8 ml 40 %-igem Percoll wurde das Zellpellet resuspen-

diert und in eine neue 15 ml Röhre überführt. Anschließend wurden die Zellen mit 2 ml 

80 %-igem Percoll unterschichtet und für 20 Minuten bei 2000 rpm und 4 °C mit ver-

minderter Beschleunigungs- und Bremsstärke (Acc 4, Decc 4) zentrifugiert. Durch die 

unterschiedlichen Konzentrationen des Percolls bildete sich ein Dichtegradient, 

wodurch sich die Zellen in der Interphase befanden. Nach der Überführung der Inter-

phase in neues Gefäß, wurden die Zellen mit 3 ml RPMI mit 10 % FCS durch Zentri-

fugation für 6 Minuten bei 1600 rpm und 4 °C gewaschen. Bis zur weiteren Verwen-

dung wurden die Zellen auf Eis gelagert. 

 

3.2.3.4 Präparation von Zellen aus dem Knochenmark 

Zur Präparation des Knochenmarks wurde zunächst der untere Bauchraum der Maus 

geöffnet und die Beine von Haut und Fell freigelegt. Anschließend wurden die Beine 

auf der Höhe des Hüftgelenks abgetrennt. Daraufhin wurden Unterschenkel und Ober-

schenkel durch einen Schnitt im Kniegelenk getrennt, zusätzlich wurde der Fuß ent-

fernt. Um die Knochen freizulegen wurde das umliegende Gewebe mit Hilfe eines Skal-

pells abgeschabt. Zur Gewinnung der Knochenmarkszellen, wurden die Knochen mit 

Hilfe einer dünnen Kanüle (0,40 x 20 mm) mit 10 ml PBS gespült, wodurch die Zellen 

herausgelöst wurden. Die Zellen wurden anschließend bei 1200 rpm und 4 °C für            

6 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS resuspendiert, über einen 30 µm Filter 

gegeben und bei 1600 rpm und 4 °C für 6 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet konnte 

nun im entsprechenden Medium in Lösung genommen werden und bis zur Weiterver-

arbeitung auf Eis gelagert werden. 
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3.2.4 Isolation von Zellen mittels MACS 

Für die magnetic-activated cell sorting (MACS) Isolation von unterschiedlichen Zellpo-

pulationen aus Milzen bzw. aus dem Knochenmark wurden entsprechende MicroBe-

ads der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Bei der Durchführung der Isolationen wurden 

die vom Hersteller zur Verfügung gestellten Protokolle befolgt. Um die Reinheit der 

isolierten Zellen zu ermitteln, wurde nach der abgeschlossenen Isolation ein MACS-

Check durchgeführt. Hierfür wurden etwa 500.000 Zellen verwendet, die wie unter 

3.3.1 beschrieben extrazellulär gefärbt und am FACS Canto II gemessen wurden.   

 

Isolation von CD19+ B-Zellen 

Zunächst wurde, wie unter 3.2.3.1 beschrieben, die Milz präpariert und eine Einzelzell-

suspension hergestellt, woraufhin die Zellzahl bestimmt wurde (unter 3.2.5 beschrie-

ben). Anschließend wurden die Zellen in 90 µl MACS Puffer pro 107 Zellen aufgenom-

men und 10 µl der CD19 MicroBeads pro 107 Zellen wurden zugegeben. Diese wurden 

nun für 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. In der Zwischenzeit wurde eine LS-Säule im 

magnetischen Feld eines MACS-Separators platziert und mit 3 ml MACS Puffer equili-

briert. Nach Ablauf der Inkubationszeit der Zellen mit den MicroBeads wurde die Zell-

suspension auf die LS-Säule gegeben. Nachdem die Flüssigkeit komplett in die LS-

Säule gesickert war, wurde sie mit 3 ml MACS Puffer gewaschen. Anschließend wurde 

die LS-Säule vom MACS-Separator entfernt und auf eine 15 ml Röhre gesetzt. Da-

raufhin wurden 5 ml MACS Puffer auf die LS-Säule pipettiert und mithilfe des bei den 

Säulen enthaltenen Stempels wurde der Puffer durch die Säule gedrückt, wodurch die 

CD19+ Zellen aus der Säule in die 15 ml Röhre gespült wurden. Die isolierten Zellen 

wurden bei 1600 rpm und 4 °C für 6 Minuten zentrifugiert, woraufhin das Zellpellet im 

entsprechenden Medium in Lösung genommen wurde und bis zur weiteren Verwen-

dung auf Eis gelagert wurde. 

 

Isolation von CD49b+ (DX5) Zellen 

Wie unter 3.2.3.4 beschrieben, wurde das Knochenmark präpariert und eine Einzel-

zellsuspension der Zellen hergestellt, woraufhin die Zellzahl bestimmt werden konnte 

(unter 3.2.5 beschrieben). Die Zellen wurden in 90 µl MACS Puffer pro 107 Zellen     
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aufgenommen und 10 µl der CD49b (DX5) MicroBeads pro 107 Zellen wurden zuge-

geben. Diese wurden anschließend für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wur-

den durch die Zugabe von 1-2 ml MACS Puffer pro 107 Zellen und eine darauffolgende 

Zentrifugation bei 1600 rpm und 4 °C für 6 Minuten gewaschen. Bis zu 108 Zellen 

konnten in 500 µl MACS Puffer resuspendiert werden. Für die Isolation wurde nun eine 

LS-Säule im magnetischen Feld eines MACS-Separators platziert und mit 3 ml MACS 

Puffer equilibriert, woraufhin die Zellsuspension auf die LS-Säule gegeben wurde. Die 

Säule wurde drei Mal mit jeweils 3 ml MACS-Puffer gewaschen, wobei darauf geachtet 

werden musste, dass der neue Waschschritt erst dann erfolgte, wenn die Flüssigkeit 

komplett in die LS-Säule gesickert war. Anschließend wurde die LS-Säule vom MACS-

Separator entfernt und auf eine 15 ml Röhre gesetzt. Daraufhin wurden 5 ml MACS 

Puffer auf die LS-Säule pipettiert und mithilfe des bei den Säulen enthaltenen Stem-

pels wurde der Puffer durch die Säule gedrückt, wodurch die CD49b+ Zellen aus der 

Säule in die 15 ml Röhre gespült wurden. Die isolierten Zellen wurden bei 1600 rpm 

und 4 °C für 6 Minuten zentrifugiert, woraufhin das Zellpellet im entsprechenden Me-

dium in Lösung genommen wurde und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert 

wurde. 

 

3.2.5 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Neubauer-Zählkammer 

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl von isolierten Zellen wurde der Farbstoff Trypan-

blau verwendet. Dieser polyanionische Farbstoff färbt Zellen durch die Bindung an 

Zellproteine im Inneren der Zellen blau. Da der Farbstoff nicht membrangängig ist, 

werden nur tote Zellen angefärbt, während vitale Zellen mit einer intakten Zellmembran 

ungefärbt bleiben [136]. 

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl von Zellsuspensionen, die Erythrozyten enthiel-

ten, wie beispielsweise Milzzellsuspensionen, wurde die Türks Lösung zum Färben 

der Zellen eingesetzt. In der Lösung ist Essigsäure vorhanden, welche bei der Zählung 

störende Erythrozyten hämolysiert. Der in der Lösung enthaltene Farbstoff Gentiana-

violett färbt Leukozytenkerne leicht violett an, wodurch sie für die Zählung sichtbarer 

werden [137, 138].   

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden 10 µl Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau 

bzw. 10 µl Türks Lösung versetzt. Davon wurden 10 µl auf die Zählkammer gegeben 
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und die ungefärbten weiß erscheinenden Zellen bzw. die leicht violett erscheinenden 

Zellen bei Färbung mit Türks Lösung, unter einem Lichtmikroskop ausgezählt. Es wur-

den dabei zwei schräg gegenüberliegende Quadranten ausgezählt. Betrug die Zahl 

der ausgezählten Zellen weniger als 100, wurden zusätzlich die restlichen zwei Quad-

ranten ausgezählt. Die Zellzahl lässt sich folgendermaßen berechnen: 

 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙
𝑚𝑙

= 	
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑖𝑛	𝑥	𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑛

𝑥
∗ 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 ∗ 10<	

Abbildung 8: Berechnung der Lebendzellzahl. Dargestellt ist die Formel für die Berechnung der Lebendzellzahl 
nach Auszählung der lebenden Zellen mittels Neubauer-Zählkammer. 

	

3.2.6 Stimulation und Aktivierung von isolierten Zellen in einer Zellkultur 

Für das Ansetzen einer Zellkultur und die vorangehende Aufarbeitung der Organe und 

Isolation der Zellen wurden ausschließlich sterile Medien und sterile Verbrauchsge-

genstände verwendet. Zusätzlich wurde unter einer Sterilbank gearbeitet, um eine 

Kontamination der Zellkultur zu vermeiden. 

 

Zellkultur von CD19+ B-Zellen 

CD19+ B-Zellen wurden wie unter 3.2.4 beschrieben isoliert und nach der letzten Zent-

rifugation in 1 ml MLR-Medium resuspendiert. Anschließend wurde die Zellzahl be-

stimmt (wie unter 3.2.5 beschrieben) und die Zellen konnten auf 3 Mio. Zellen pro ml 

eingestellt werden. Die für die Aktivierung der Zellen verwendeten Stimulanzien wur-

den in MLR-Medium verdünnt. Hierfür wurde CSC mit einer Konzentration von 

200 µg/ml, CpG mit einer Konzentration von 1 nM, aCD40 mit einer Konzentration von 

1 µg/ml und Lipopolysaccharid (LPS) mit einer Konzentration von 1 µg/ml verwendet. 

Als Kontrolle diente reines MLR-Medium. Die Zellkultur wurde in einer 96 Well Platte 

mit U-Boden angesetzt, da in der U-Boden Form ein besserer Kontakt zwischen Zellen 

und Stimulanzien möglich ist. Zunächst wurden die Wells im äußeren Rand der            

96 Well Platte mit jeweils 200 µl PBS gefüllt, um einer Verdunstung der Proben vorzu-

beugen. Anschließend wurden in die entsprechenden Wells jeweils 100 µl der Stimu-

lanzien und 300.000 CD19+ B-Zellen in 100 µl pipettiert. Die Platten wurden für 4 bis 



3. Methoden 49 

5 Tage bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde der Zellkul-

tur-Überstand abgenommen, um die Konzentration der Zytokine IL-6 und IL-10 (be-

schrieben unter 3.2.7) zu bestimmen. Dieser wurde bis zur weiteren Verwendung im 

ELISA bei -20 °C gelagert. Zusätzlich wurde die Aktivierung und differenzielle Expres-

sion von Oberflächenrezeptoren der Zellen durch FACS-Analyse (beschrieben unter 

3.3.1) untersucht.  

 

Restimulation von Milzzellen mit MOG-Peptid 

Im Zuge der Versuchsenden von EAE Experimenten wurden wie unter 3.2.3.1 be-

schrieben, sterile Einzelzellsuspensionen der Milzen hergestellt, welche in MLR-Me-

dium aufgenommen wurden. Nachdem die Milzzellen gezählt wurden (beschrieben 

unter 3.2.5), wurden diese auf eine Zellzahl von 8 Mio. Zellen pro ml eingestellt. Zur 

Restimulation der Milzzellen wurde MOG35-55-Peptid verwendet, welches in einer Kon-

zentration von 20 µg/ml (verdünnt in MLR-Medium) eingesetzt wurde. Als Kontrolle 

diente reines MLR-Medium. Die Zellkultur wurde in einer 24-Well Platte angesetzt. In 

die entsprechenden Wells wurden jeweils 250 µl des MOG35-55-Peptids bzw. MLR-Me-

diums und zusätzlich 2 Mio. Milzzellen in 250 µl gegeben. Die Platten wurden für            

3 Tage bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde der Zellkultur-

Überstand abgenommen, um die Konzentration der Zytokine IL-3, IL-6, IL-10, IL-17 

und IFNg (beschrieben unter 3.2.7) zu bestimmen. Dieser wurde bis zur weiteren Ver-

wendung im ELISA bei -20 °C gelagert. 

 

Zellkultur von CD49b+ (DX5) Zellen 

Aus dem Knochenmark wurden CD49b+ Zellen isoliert (beschrieben unter 3.2.4), die 

nach der letzten Zentrifugation in 1 ml MLR-Medium resuspendiert wurden. Die Zell-

zahl wurde wie unter 3.2.5 beschrieben bestimmt, woraufhin die Zellen auf 0,5 Mio. 

Zellen pro ml eingestellt wurden. Die für die Kultur verwendeten Stimulanzien wurden 

in MLR-Medium verdünnt, während als Kontrolle reines MLR-Medium diente. CSC 

wurde mit einer Konzentration von 10 µg/ml, aIgE mit einer Konzentration von 1 µg/ml 

und IL-3 mit einer Konzentration von 25 ng/ml eingesetzt. Die Zellkultur wurde in einer 

96 Well Platte mit U-Boden angesetzt, in welcher zunächst die Wells im äußeren Rand 

mit jeweils 200 µl PBS gefüllt wurden, um einer Verdunstung der Proben vorzubeugen. 
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Anschließend wurden in die entsprechenden Wells jeweils 100 µl der Stimulanzien und 

50.000 CD49b+ Zellen in 100 µl pipettiert. Die Platten konnten nun für 24 Stunden bei 

37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert werden. Daraufhin wurde der Zellkultur-

Überstand abgenommen, um die Konzentration der Zytokine IL-4 und IL-6 (beschrie-

ben unter 3.2.7) zu bestimmen. Dieser wurde bis zur weiteren Verwendung im ELISA 

bei -20 °C gelagert. 

 

3.2.7 Konzentrationsbestimmung von Zytokinen und Immunglobulinen 
mittels ELISA 

Beim enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) handelt es sich um einen sensiti-

ven Assay zum qualitativen und quantitativen Nachweis eines Analyten. Hierbei wird 

ein für den Analyten spezifischer Antikörper verwendet, welcher direkt oder indirekt an 

ein Enzym gekoppelt ist. Dieses Enzym kann ein zugegebenes Substrat verstoffwech-

seln, wodurch ein detektierbares Signal entsteht, welches luminometrisch, kolorimet-

risch oder fluorimetrisch erfasst werden kann [139, 140]. 

Die Konzentrationsbestimmungen von IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17 und IFNg wurden 

mit Hilfe der DuoSet-ELISA von R&D durchgeführt. Für die Konzentrationsbestimmung 

von IgE wurde ein ELISA Kit von Biolegend verwendet, während für IgM ein Kit von 

Invitrogen verwendet wurde. Für die Detektion von MOG35-55-spezifischen Antikörpern 

wurde ein selbstständig entwickelter und optimierter ELISA durchgeführt. Bei der 

Durchführung der ELISA wurden weitestgehend die von den Herstellern zur Verfügung 

gestellten Protokolle befolgt, wobei Anpassungen bezüglich der eingesetzten Volu-

mina pro Well bzw. der Inkubationszeiten erfolgten. Die vorgenommenen Änderungen 

hatten keinen Einfluss auf die Verlässlichkeit oder die Reproduzierbarkeit der Ergeb-

nisse. 

Die verwendeten Verdünnungen und Konzentrationen sind in Tabelle 14 aufgeführt. 

 

Konzentrationsbestimmung von IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFNg und IgE 

Zunächst wurde eine 96-Well Platte mit F-Boden mit dem Capture Antibody mit einer 

Verdünnung von 1:120 (bzw. 1:180 bei IL-3 und 1:200 bei IgE) in PBS (bzw. Coating 

Puffer bei IgE) mit 60 µl/Well über Nacht bei RT (bzw. bei 4 °C bei IgE) inkubiert. Am 
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nächsten Tag wurde die Platte durch dreimaliges Einfüllen und anschließendes Ab-

saugen mit 300 µl/Well Waschpuffer gewaschen, wobei nach dem letzten Schritt eine 

vollständige Entleerung der Wells durch Invertieren und Ausklopfen der Platte erfolgte. 

Anschließend wurden die Wells mit 200 µl/Well 1 % bovine serum albumin (BSA) in 

PBS für 1 h bei RT blockiert. Nach der Durchführung eines weiteren Waschschrittes 

wurden die Proben und Standards mit jeweils 60 µl/Well auf die Platte gegeben und 

für 2 h bei RT inkubiert. Diese wurden dabei mit 1 % BSA/PBS verdünnt. Zur späteren 

Ermittlung einer Standardeichkurve wurde vom Standard eine 1:2 Verdünnungsreihe 

in 1 % BSA/PBS mit insgesamt 7 Werten angefertigt. Zusätzlich diente ein Wert mit 

ausschließlich 1 % BSA/PBS als Blank. Nach der Inkubationszeit wurde ein weiterer 

Waschschritt durchgeführt. Anschließend erfolgte die Inkubation der Platte mit dem 

Detection Antibody mit einer Verdünnung von 1:60 (bzw. 1:180 bei IL-3 und 1:200 bei 

IgE) in 1 % BSA/PBS mit 60 µl/Well für 1 h bei RT. Es erfolgte ein weiterer Wasch-

schritt. Danach wurden die Wells mit jeweils 60µl Streptavidin-HRP B mit einer Ver-

dünnung von 1:40 (bzw. Streptavidin-HRP A mit einer Verdünnung von 1:200 bei IL-3 

und Avidin-HRP mit einer Verdünnung von 1:1000 bei IgE) in 1 % BSA/PBS für             

20 Minuten (bzw. 30 Minuten bei IgE) bei RT im Dunklen inkubiert. Nach der Durch-

führung eines letzten Waschschrittes, wurde zur Detektion 100 µl/Well TMB, beste-

hend aus TMB Substrat A und TMB Substrat B in einem Verhältnis von 1:1, verwendet. 

Dieses wurde für 20 Minuten bei RT im Dunklen inkubiert. Um die Umsetzung des 

Substrates zu stoppen, wurden 50 µl 12,5 % Schwefelsäure (H2SO4) zu den Wells 

gegeben. Die Absorption der einzelnen Wells der Platte konnte anschließend mit Hilfe 

des Tecan-Mikroplattenreaders bei einer Wellenlänge von 450 nm und einer Referenz-

wellenlänge von 540 nm (bzw. 570 nm bei IgE) bestimmt werden. 

 

Konzentrationsbestimmung von IgM 

Die Inkubation der Wells einer 96-Well Platte mit F-Boden mit dem Capture Antibody 

erfolgte mit einer Verdünnung von 1:250 in PBS mit 60 µl/Well über Nacht bei 4 °C. 

Am nächsten Tag wurde die Platte durch dreimaliges Einfüllen und anschließendes 

Absaugen mit 300 µl/Well Waschpuffer gewaschen, wobei nach dem letzten Schritt 

eine vollständige Entleerung der Wells durch Invertieren und Ausklopfen der Platte 

erfolgte. Die Wells wurden anschließend mit 250 µl/Well Blocking Buffer (1:10 Verdün-

nung des Assay Buffer A Concentrate 20x in vollentsalztem Wasser) für 2 h bei RT 
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blockiert. Zur späteren Ermittlung einer Standardeichkurve wurde vom Standard eine 

1:2 Verdünnungsreihe in Assay Buffer A (1x) mit insgesamt 7 Werten angefertigt. Zu-

sätzlich diente ein Wert mit ausschließlich Assay Buffer A (1x) als Blank. Der Standard 

wurde dabei mit destilliertem Wasser gelöst und anschließend für 10-30 Minuten bis 

zur Verwendung in der Verdünnungsreihe bei RT inkubiert. Nach der Durchführung 

eines weiteren Waschschrittes wurden die Proben und der Standard mit jeweils 

60 µl/Well auf die Platte gegeben und für 2 h bei RT inkubiert. Die Proben wurden 

dabei mit Assay Buffer A (1x) verdünnt. Nach der Inkubationszeit wurde ein weiterer 

Waschschritt durchgeführt. Anschließend erfolgte die Inkubation der Platte mit dem 

Detection Antibody mit einer Verdünnung von 1:250 in Assay Buffer A (1x) mit 

60 µl/Well für 1 h bei RT. Nach der Durchführung eines letzten Waschschrittes wurden 

die Wells mit jeweils 100 µl Substrat Fertiglösung für 15 Minuten bei RT im Dunklen 

inkubiert. Zum Abstoppen der Substratumsetzung wurden 50 µl 12,5 % Schwefelsäure 

(H2SO4) zu den Wells gegeben, woraufhin die Absorption der einzelnen Wells der 

Platte mit Hilfe des Tecan-Mikroplattenreaders bei einer Wellenlänge von 450 nm und 

einer Referenzwellenlänge von 570 nm bestimmt wurde. 

 

Konzentrationsbestimmung von MOG35-55-spezifischen Immunglobulinen 

Zunächst wurde eine 96-Well Platte mit F-Boden mit 10 µg/ml MOG35-55-Peptid in PBS 

mit 60 µl/Well über Nacht bei 4 °C gecoatet. Am Nächsten Tag wurden die Wells durch 

Invertierung der Platte ausgeschüttet. Anschließend wurden die Wells mit 200 µl/Well 

2 % BSA/PBS für 2 h bei RT blockiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte durch 

dreimaliges Einfüllen und anschließendes Absaugen mit 300 µl/Well Waschpuffer ge-

waschen, wobei nach dem letzten Schritt eine vollständige Entleerung der Wells durch 

Invertieren und Ausklopfen der Platte erfolgte. Danach wurden die Proben mit jeweils 

60 µl/Well auf die Platte gegeben und für 2 h bei RT inkubiert. Nach der Durchführung 

eines weiteren Waschschrittes wurden die Wells mit dem Detektionsantikörper rabbit-

anti-mouse immunglobulins/HRP P0260 mit einer Verdünnung von 1:2000 in 

2 % BSA/PBS mit 60 µl/Well für 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde 

die Platte erneut gewaschen und 100 µl 2,2´-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfon-

säure) (ABTS) pro Well zugegeben. Nach einer Inkubation von 20-30 Minuten im 
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Dunklen wurde die Absorption der einzelnen Wells der Platte mit Hilfe des Tecan-Mik-

roplattenreaders bei einer Wellenlänge von 405 nm und einer Referenzwellenlänge 

von 490 nm bestimmt. 

 

Tabelle 14: Im ELISA verwendete Verdünnungen und Konzentrationen. Dargestellt sind die Verdünnungen 
und Konzentrationen der jeweiligen Capture und Detection Antibodies, sowie die Konzentrationen des Start- und 
End-Wertes der Standards der verwendeten ELISAs. 

ELISA Standard 
(Start / Ende) 

Konzentration 
Capture Anti-
body (Stock / 
verwendet) 

Konzentration 
Detection Anti-
body (Stock / 
verwendet) 

Verdünnung der 
Proben 

IL-3 500 pg/ml / 

7,81 pg/ml 

360 µg/ml / 

2 µg/ml 

18 µg/ml / 

100 ng/ml 

1:3 

IL-4 500 pg/ml / 

7,81 pg/ml 

480 µg/ml / 

4 µg/ml 

12 µg/ml / 

200 ng/ml 

1:3 

IL-6 500 pg/ml / 

7,81 pg/ml 

240 µg/ml / 

2 µg/ml 

4,5 µg/ml / 

75 ng/ml 

1:3 

IL-10 2000 pg/ml / 

31,25 pg/ml 

480 µg/ml / 

4 µg/ml 

15 µg/ml / 

250 ng/ml 

1:3 

IL-17 1000 pg/ml / 

15,63 pg/ml 

240 µg/ml / 

2 µg/ml 

3 µg/ml /   

50 ng/ml 

1:3 

IFNg 2000 pg/ml / 

31,25 pg/ml 

480 µg/ml / 

4 µg/ml 

12 µg/ml / 

200 ng/ml 

1:30 

IgE 10n g/ml / 

0,16 ng/ml 

vom Hersteller 

nicht angegeben  

vom Hersteller 

nicht angegeben 

1:300 – 1:1.500 

IgM 25 ng/ml / 

0,39 ng/ml 

vom Hersteller 

nicht angegeben 

vom Hersteller 

nicht angegeben 

1:100.000 

MOG - 50 mg/ml / 

10 µg/ml  

1,3 mg/ml /  

650 ng/ml 

1:10 
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3.2.8 Depletion von IgE aus Plasma 

Bei Streptavidin Sepharose handelt es sich um ein Medium der Affinitätschromatogra-

phie zur Aufreinigung von biotinylierten Biomolekülen, bei welcher Streptavidin an Se-

pharose immobilisiert wurde [141]. 

Um IgE aus 1 ml Plasma komplett zu entfernen, wurden jeweils 300 µl Streptavidin 

Sepharose mit 300 µg Biotin anti-Maus IgE bzw. mit PBS als Kontrolle beladen und für 

eine Stunde auf einem Rotator mit 25 rpm bei RT inkubiert. Daraufhin wurde die bela-

dene Sepharose fünf Mal durch Zentrifugation bei 2000 rpm und 4 °C für 4 Minuten 

und anschließendes Resuspendieren mit PBS gewaschen. Jeweils 1 ml Plasma wurde 

mit 150 µl anti-Maus IgE-beladener Streptavidin Sepharose bzw. 150 µl PBS-belade-

ner Streptavidin Sepharose als Kontrolle für eine Stunde auf einem Rotator mit 25 rpm 

bei RT inkubiert. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation bei 2000 rpm und 4 °C für 

4 Minuten entfernt, indem das als Überstand vorhandene Plasma anschließend in ein 

neues Reagiergefäß überführt wurde. Das Plasma wurde ein weiteres Mal mit 150 µl 

anti-Maus IgE-beladener Streptavidin Sepharose bzw. 150 µl PBS-beladener Strep-

tavidin Sepharose als Kontrolle für eine Stunde auf einem Rotator mit 25 rpm bei RT 

inkubiert. Die Sepharose wurde abermals durch Zentrifugation bei 2000 rpm und 4 °C 

für 4 Minuten entfernt. Das behandelte Plasma wurde bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert.  

 

3.3 Durchflusszytometrische Zellsortierung 

Die Methode der Durchflusszytometrie wurde verwendet, um sowohl die Anzahl an 

Zellen als auch deren Charakterisierung hinsichtlich Struktur, Größe, Expression von 

Oberflächenmarkern und intrazellulärer Zusammensetzung aus Einzelzellsuspensio-

nen bestimmen zu können. Da hierfür Fluorochrom-gekoppelte Antikörper verwendet 

werden, die an spezifische Antigene auf der Oberfläche bzw. im Inneren von Zellen 

binden, wird die Technik auch als fluorescence activated cell sorting (Fluoreszenz-

aktivierte Zellsortierung, FACS) bezeichnet. Neben der Messung der Bindung von Flu-

orochrom-gekoppelten Antikörpern, basiert die FACS-Analyse ebenfalls auf der Mes-

sung von spezifischen Streulichteigenschaften von Zellen. 
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Das Durchflusszytometer lässt sich in das Flüssigkeitssystem, das optische System 

und das elektronische System unterteilen. Das Flüssigkeitssystem ist dafür verant-

wortlich, dass die in einer Trägerflüssigkeit enthaltenen markierten Zellen mittels hyd-

rodynamischer Fokussierung einzeln durch die vom Gerät erzeugten Laserstrahlen 

geleitet und angeregt werden, wodurch charakteristische Streu- und Fluoreszenzsig-

nale erzeugt werden. Durch die im optischen System des Durchflusszytometers ent-

haltenen Filter und Spiegel werden die emittierten Strahlungen unterschiedlicher Wel-

lenlänge voneinander getrennt und deren Signale durch photo multiplier tubes (PMT) 

verstärkt. Mit Hilfe des elektrischen Systems werden diese in elektronische Signale 

umgewandelt. Durch die Anregung der Zellen mit dem blauen Laser wird sowohl das 

Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC), welches bei 180° gemessen wird, als auch 

das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC), welches bei 90° gemessen wird, ermittelt. 

Dabei liefert das Vorwärtsstreulicht Informationen über die Zellgröße, während das 

Seitwärtsstreulicht Informationen über die Granularität der Zelle liefert. Fluoreszenz-

signale der an die Zelle gebundenen Fluorochrome werden ebenfalls durch das Seit-

wärtsstreulicht detektiert. Die Intensität des Signals (mittlere Fluoreszenzintensität, 

MFI) ist direkt proportional zur Zahl der an Antigene gebundenen Fluorochrom-konju-

gierten Antikörper und somit zur Anzahl an durch die Zelle exprimierten Antigenen 

[142-144]. 

 

3.3.1 Extrazelluläre Färbung zur FACS-Analyse 

Es wurden je nach Versuchsaufbau entweder Zellen, die zuvor in einer Zellkultur sti-

muliert wurden (beschrieben unter 3.2.6) oder Einzelzellsuspensionen aus präparier-

ten Organen (beschrieben unter 3.2.1 und 3.2.3) für eine FACS-Analyse extrazellulär 

gefärbt. Hierfür wurden die Einzelzellsuspensionen, die aus den zu analysierenden 

Organen hergestellt wurden, mit jeweils 100 µl in FACS-Röhrchen überführt. Dabei 

wurden ein halbes Gehirn, 1/10 bis 1/30 der Milz (je nach Größe des Organs), ein 

komplettes Rückenmark bzw. 100 µl vom Blut verwendet. Zur Färbung von stimulierten 

Zellen wurden die Zellen eines kompletten Wells angefärbt, wobei zunächst 180 µl des 

Zellkulturüberstands abgenommen wurden und bei -20 °C bis zur weiteren Verwen-

dung gelagert wurden. 
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Direkte extrazelluläre Färbung 

Zunächst wurde eine extrazelluläre Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern 

mit einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei 4 °C im Dunklen durchgeführt. Die in den 

jeweiligen Versuchen verwendeten Antikörper und Verdünnungen sind in Tabelle 15 

dargestellt. Die Färbung wurde durch das Waschen der Zellen mit 4 ml 0,9 % NaCl 

(bzw. 200 µl PBS bei der Färbung in einer Platte) abgestoppt. Die Zellen wurden bei 

1600 rpm und 4 °C für 6 Minuten (bzw. 2400 rpm und 4 °C für 5 Minuten bei der Fär-

bung in einer Platte) zentrifugiert, der Überstand abgesaugt (bzw. abgekippt bei der 

Färbung in einer Platte) und die Zellen resuspendiert. Die in der Platte gefärbten Zellen 

wurden nun mit 100 µl PBS in FACS-Röhrchen überführt. Bei den Zellsuspensionen, 

die Erythrozyten enthielten, wurde anschließend eine Erythrozyten-Lyse durchgeführt, 

da diese in der FACS-Analyse stören würden. Zu diesem Zweck wurden zu den Milz- 

und Blutzellen jeweils 1 ml FACS Lysing Solution zugegeben, gevortext und für            

10 Minuten bei RT im Dunklen inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 

3 ml 0,9 % NaCl und eine darauffolgende Zentrifugation bei 1600 rpm und 4 °C für        

6 Minuten abgestoppt. Die Blutproben wurden ein weiteres Mal unter gleichen Bedin-

gungen mit 4 ml 0,9 % NaCl gewaschen, da in den Proben sonst zu viele tote Eryth-

rozyten verbleiben würden. Nachdem der Überstand abgesaugt wurde, konnten zu 

allen Proben 20 µl Counting Beads zugegeben werden. Die gefärbten Zellen konnten 

anschließend am FACS Canto II gemessen werden. Zellen aus dem Gehirn bzw. dem 

Rückenmark wurden für 90 Sekunden aufgenommen, während die restlichen Zellen 

für jeweils 60 Sekunden gemessen wurden. 

 

Extrazelluläre Färbung mit sekundärem Antikörper R0439 

Zur Färbung der Zellen unter Verwendung des Antikörpers Polyclonal Rabbit Anti-

Mouse Immunoglobulins/RPE, Rabbit F(ab’)2 (R0439), welcher alle auf der Zelle vor-

handenen Immunglobuline anfärbt, mussten die Zellen zunächst drei Mal gewaschen 

werden. Es wurden 4 ml 0,9 % NaCl zu den Zellen gegeben, welche anschließend bei 

1600 rpm und 4 °C für 6 Minuten zentrifugiert wurden. Nach Absaugen des Überstan-

des nach dem dritten Waschschritt konnten die Zellen mit dem PE-konjugierten Anti-

körper R0439 gefärbt werden. Die Inkubationszeit hierfür betrug 30 Minuten bei 4 °C 
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im Dunklen. Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit 4 ml 0,9 % NaCl gewa-

schen und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und der Überstand abge-

saugt. Daraufhin wurde zu den Zellen Normal Mouse Serum mit einer Verdünnung von 

1:10 gegeben und für 15 Minuten bei 4 °C im Dunklen inkubiert. Als nächster Schritt 

erfolgte die extrazelluläre Färbung der Zellen direkt, ohne einen weiteren Wasch-

schritt. Es wurde wie unter 3.3.1 Direkte extrazelluläre Färbung weiter verfahren.  

 

Tabelle 15: In der FACS-Analyse verwendete Fluorochrom-konjugierte Antikörper und Verdünnungen. 
Dargestellt sind die für die FACS-Färbung verwendeten Antikörper samt der konjugierten Fluorochrome, sowie 
die eingesetzten Verdünnungen. 

Antikörper Fluorochrom Verdünnung 

CD45 V500 1:100 

CD49b eF450 1:100 

IgE FITC 1:100 

CD11b PE-Cy7 1:200 

R0439 PE 1:100 

CD19 PerCp-Cy5.5 1:100 

CD4 APC eFluor 780 1:100 

CD138 APC 1:200 

 

 

3.3.2 Quantifizierung durchflusszytometrischer Analysen 

Für die Vergleichbarkeit von Zellpopulationen innerhalb eines Versuches wurden die 

Zellsuspensionen immer gleich lange und mit derselben Durchflussrate am Durch-

flusszytometer aufgenommen, um die Anzahl an Zellen in Abhängigkeit der Zellen im 

gesamten Organ bestimmen zu können. Die Auswertung erfolgte in dem Programm 

FACSDiva von BD, in welchem die Daten als korrelierte Zweiparameterdarstellung in 

einem Dot Plot (Punktediagramm) dargestellt wurden. Hierbei steht jeder abgebildete 

Punkt für eine Zelle mit den zwei dargestellten Eigenschaften. Zur Quantifizierung wur-
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den die Zellpopulationen durch Gates eingegrenzt. In Abbildung 9A ist die Grundle-

gende Gating-Strategie dargestellt, die für jeden Versuchsaufbau, egal mit welchen 

Fluorochrom-konjugierten Antikörpern gefärbt wurde, gleich durchgeführt wurde. Zu-

nächst wurden Zell-Dupletten ausgeschlossen (Abbildung 9, I), woraufhin Lymphozy-

ten, Monozyten und Granulozyten identifiziert werden konnten (Abbildung 9, II, III und 

IV). Auf diesem Gating basierend konnten je nach Fragestellung weitere Unterpopula-

tionen identifiziert werden, was exemplarisch an einem Beispiel in Abbildung 9B ge-

zeigt wurde. Aus dem Gate der Granulozyten konnte durch eine unterschiedlich starke 

Expression des Markers CD49b eine Unterscheidung von Eosinophilen Granulozyten 

(Abbildung 9B, V) und Neutrophilen Granulozyten (Abbildung 9B, VI) getroffen werden. 

Basierend auf dem Monozyten Gate konnten CD11b+ Monozyten identifiziert werden 

(Abbildung 9B, IX). Ausgehend vom Lymphozyten Gate konnten zunächst CD45+ Lym-

phozyten (Abbildung 9B, VII) eingegrenzt werden. Daraufhin erfolgte durch die Marker 

CD4 und CD19 eine Abgrenzung von CD4+ T-Zellen (Abbildung 9B, X) und CD19+ 

B-Zellen (Abbildung 9B, XI). B-Zellen konnten weiter differenziert werden in CD11b+ 

B-Zellen (Abbildung 9B, XIV). Basierend auf den CD45+ Lymphozyten konnten außer-

dem CD138+ B-Zellen (Abbildung 9B, XIII) eingegrenzt werden. Innerhalb der CD45+ 

Lymphozyten konnte eine Population identifiziert werden, welche etwas weniger CD45 

auf ihrer Zelloberfläche besaß (Abbildung 9B, VIII). Durch eine Darstellung dieser Zel-

len zusammen mit gesamt Ig gefärbten Zellen, konnten die Basophilen abgegrenzt 

werden (Abbildung 9B, XII). 
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Abbildung 9: Gatingstrategie. (A) Gate I: Eliminierung von Zell-Dupletten, Gate II: Eingrenzung von Lymphozyten, 
Monozyten und Granulozyten. (B) Repräsentative FACS Dot Plots der Blutprobe einer Kontroll-Maus mit EAE am 
Versuchsende. Gate V: Identifikation von Eosinophilen Granulozyten durch erhöhte CD49b Expression, Gate VI: 
Eingrenzung von Neutrophilen Granulozyten durch eine niedrige Expression an CD49b, Gate VII: CD45+ Lympho-
zyten, Gate VIII: CD45+ Lymphozyten mit leicht verminderter Expression von CD45, Gate IX: Abgrenzung von 
CD11b+ Monozyten basieren auf Gate IV, Gate X: Identifikation von CD4+ T-Zellen, Gate XI: Eingrenzung von 
CD19+ B-Zellen, Gate XII: Identifikation von Basophilen, basierend auf Gate VIII, Gate XIII: Identifikation von 
CD138+ B-Zellen, Gate XIV: Erfassung von CD11b+ B-Zellen, basierend auf Gate XI. 
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3.4 Statistische Auswertung 

Alle aus den FACS-Analysen erhaltenen Daten wurden mittels der FACS-Diva Soft-

ware 8.0.2 analysiert und in Zahlenwerte umgewandelt, während alle Berechnungen 

mit Microsoft Excel durchgeführt wurden. Die statistische Auswertung und alle Gra-

phen wurden mit GraphPad Prism 8.0.1 erstellt. Die Mittelwerte der Versuchsgruppen 

wurden dabei als arithmetisches Mittel ± Standard Error of the Mean (SEM) dargestellt. 

Zur Bestimmung von statistischen Signifikanzen zwischen zwei Gruppen wurde bei 

Normalverteilung ein zweiseitiger ungepaarter T-Test durchgeführt. Für Mehrfachver-

gleiche wurde ein Einfaktorieller bzw. ein Zweifaktorieller ANOVA mit Dunnett’s oder 

Bonferroni’s post-hoc-Tests verwendet. Als Signifikanzniveau wurde ein Wert von 0,05 

angenommen (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001). 
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4. Ergebnisse 

4.1 Einfluss von CSC auf B-Zellen in vitro 

Anhand von aus Milzen von Bl/6N Mäusen isolierten B-Zellen konnte der Einfluss von 

CSC in vitro untersucht werden. Hierfür wurden die Zellen mit CSC und weiteren Sti-

mulanzien für 4 bis 5 Tage kultiviert. Anschließend konnten die stimulierten B-Zellen 

mittels FACS-Analyse auf eine mögliche Proliferation oder Modulation von Oberflä-

chenrezeptoren getestet werden bzw. konnte mittels ELISA die Sekretion von Zytoki-

nen im Zellkulturüberstand bestimmt werden.  

 

4.1.1 Proliferation von B-Zellen  

Wurden naive B-Zellen für 5 Tage mit CSC stimuliert, stieg die detektierte Zellzahl auf 

63.357 ± 11.251 (Kontrolle 20.800 ± 5.642,5) (Abbildung 10). Gleichermaßen bewirkte 

die Stimulation mit LPS und CpG eine Erhöhung B-Zellen. LPS konnte die Anzahl an 

B-Zellen auf 46.600 ± 16.485,5 erhöhen, während nach Stimulation mit CpG 77.500 ± 

248 B-Zellen vorhanden waren.  
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Abbildung 10: Proliferation von B-Zellen nach Stimulation mit CSC für 5 Tage. Aus der Milz einer naiven Bl/6N 
Maus wurden B-Zellen mittels MACS isoliert und anschließend für 5 Tage mit Medium, mit CSC (200 µg/ml), mit 
LPS (1 µg/ml) bzw. mit CpG (1 nM) bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Anschließend erfolgte eine Färbung mit 
Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und eine FACS-Analyse. Dargestellt ist der Mittelwert der gemessenen 
CD19+ B-Zellen ± SEM (n = 2). Statistische Auswertung mit einseitigem ANOVA. * = p < 0,05; ** = p < 0,01;               
*** = p < 0,001; **** = p < 0,0001.  
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4.1.2 Modulation von Oberflächenrezeptoren auf B-Zellen 

Die Veränderung der Expression von Oberflächenrezeptoren durch eine Stimulation 

von naiven B-Zellen mit CSC, LPS bzw. CpG für 4 Tage ist in Abbildung 11 dargestellt. 

Die Stimulation von B-Zellen mit CSC erhöhte den Anteil an CD138+ B-Zellen innerhalb 

der B-Zellen auf 8,01 ± 1,19 % (Kontrolle 4,07 ± 0,64 %), während die Stimulation mit 

LPS nicht zu einer Erhöhung des prozentualen Anteils von CD138+ B-Zellen führte 

(3,24 ± 0,02 %).   
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Abbildung 11: Modulation von CD138 auf B-Zellen nach Stimulation für 4 Tage. Aus der Milz einer naiven 
Bl/6N Maus wurden B-Zellen mittels MACS isoliert und anschließend für vier Tage mit Medium, CSC (200 µg/ml) 
bzw. LPS (1 µg/ml) bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Anschließend erfolgte eine Färbung mit Fluorochrom-kon-
jugierten Antikörpern und eine FACS-Analyse. Dargestellt ist der Mittelwert des prozentualen Anteils der CD138+ 
B-Zellen an den gesamten B-Zellen ± SEM (n = 2). Statistische Auswertung mit einseitigem ANOVA. * = p < 0,05; 
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001.  
 

4.1.3 Sekretion von Zytokinen durch B-Zellen 

Das Verhältnis der Sekretion von antiinflammatorischen zu proinflammatorischen Zy-

tokinen einer Zelle kann einen Hinweis darauf geben, ob diese einen regulatorischen 

Phänotyp, oder umgekehrt, besitzt [145]. Der Zellkulturüberstand von naiven B-Zellen, 

die für 4 Tage mit CSC, LPS, aCD40, oder CpG stimuliert wurden, wurde auf die Sek-

retion der Zytokine IL-10 und IL-6 untersucht. In Abbildung 12 ist das Verhältnis der 

Konzentrationen von IL-10 und IL-6 im Zellkulturüberstand dargestellt. Es ist zu erken-

nen, dass nach Stimulation mit CSC ein IL-10 / IL-6-Verhältnis von 3,45 ± 0,35 vor-

handen ist. Die Stimulation mit LPS führte zu einem Wert von 1,17 ± 0,11 und die 



4. Ergebnisse 63 

Stimulation mit aCD40 erzielte ein Verhältnis von 0,56 ± 0,34. Das geringste Zytokin-

Verhältnis mit 0,09 ± 0,01 war durch die Stimulation der B-Zellen mit CpG zu erkennen.  
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Abbildung 12: Sekretion von IL-6 und IL-10 durch B-Zellen. Aus der Milz einer naiven Bl/6N Maus wurden          
B-Zellen mittels MACS isoliert und anschließend für 4 Tage mit CSC (200 µg/ml), LPS (1 µg/ml), aCD40 (1 µg/ml) 
bzw. CpG (1 nM) bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Anschließend wurde der Zellkulturüberstand gewonnen, in 
welchem die Zytokinkonzentrationen von IL-6 und IL-10 mittels ELISA bestimmt wurden. Dargestellt ist das Ver-
hältnis der IL-10 Konzentration zur IL-6 Konzentration ± SEM (n = 2). Statistische Auswertung mit einseitigem 
ANOVA. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

4.2 Einfluss von CSC auf B-Zellen in vivo 

Neben dem Einfluss einer CSC-Stimulation auf B-Zellen in vitro, sollten ebenfalls die 

Effekte von CSC im in vivo System untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden naive 

Bl/6N Mäuse täglich für 14 Tage mit NaCl oder CSC (10 mg / Injektion) bzw. für 5 Tage 

mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Am darauffolgenden Tag wurde den Mäusen 

Blut entnommen und die Milzen präpariert. Anschließend konnten die in vivo stimulier-

ten B-Zellen mittels FACS-Analyse auf eine mögliche Modulation von Oberflächenre-

zeptoren getestet werden bzw. konnte mittels ELISA die Sekretion von Immunglobuli-

nen ins Plasma bestimmt werden. 
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4.2.1 Modulation von Oberflächenrezeptoren 

Die Veränderung der Expression des Oberflächenmarkers CD138 nach der Behand-

lung von naiven Bl/6N Mäusen mit NaCl bzw. CSC für 14 bzw. 5 Tage ist in Abbil-

dung 13 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Anzahl der CD138+ B-Zellen in der 

Milz gleichermaßen sowohl durch die Behandlung der Mäuse mit CSC für 5 Tage als 

auch für 14 Tage signifikant anstieg (Abbildung 13A). Die Anzahl der CD138+ B-Zellen 

in der Milz erhöhte sich von 3.880,2 ± 613,4 (NaCl) auf 15.796,7 ± 2.454,5 (14 Tage 

CSC) bzw. 17.961,9 ± 1.229,8 CD138+ B-Zellen (5 Tage CSC). Im Blut zeigte sich 

hingegen ein anderes Bild als in der Milz (Abbildung 13B). Unabhängig davon, ob die 

Mäuse mit NaCl oder mit CSC behandelt wurden, blieb die Anzahl der CD138+ B Zellen 

etwa auf dem gleichen Level. Durch die Injektion von NaCl waren 1.307,1 ± 107,9 

CD138+ B-Zellen in 100 µl Blut vorhanden, während die Anzahl an CD138+ B-Zellen 

nach der Injektion von CSC für 14 Tage 1.472,7 ± 258,7 betrug. Nach der Behandlung 

mit CSC für 5 Tage waren 1.753,2 ± 268,6 CD138+ B-Zellen in 100 µl Blut vorhanden. 
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Abbildung 13: Modulation der Expression von CD138 durch CSC. Naive Bl/6N Mäuse wurden täglich für              
14 Tage mit NaCl oder CSC (10 mg / Injektion) bzw. für 5 Tage mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Am 
darauffolgenden Tag wurde den Mäusen Blut abgenommen, sowie die Milz präpariert. Anschließend erfolgte eine 
Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und eine FACS-Analyse. (A) Anzahl an CD138+ B-Zellen in der 
Milz. (B) Anzahl an CD138+ B-Zellen in 100 µl Blut. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM (n = 6). Statistische Aus-
wertung mit einseitigem ANOVA. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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4.2.2 Sekretion von Immunglobulinen ins Plasma 

Die Sekretion von IgE ins Plasma nach Stimulation von B-Zellen in vivo mit CSC bzw. 

NaCl ist in Abbildung 14 dargestellt. Nach der Behandlung der Mäuse mit NaCl waren 

85 ± 20,1 ng/ml IgE im Plasma vorhanden, während die Injektion von CSC für 5 Tage 

zu einer Konzentration von 34,9 ± 18,6 ng/ml IgE im Plasma führte. Durch die Behand-

lung der Mäuse mit CSC für 14 Tage wurde die Konzentration an IgE im Plasma im 

Vergleich zur NaCl-Kontrolle signifikant auf 1.803,9 ± 427,2 ng/ml IgE erhöht. 
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Abbildung 14: Sekretion von IgE ins Plasma. Naive Bl/6N Mäuse wurden täglich für 14 Tage mit NaCl oder CSC 
(10 mg / Injektion) bzw. für 5 Tage mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Am darauffolgenden Tag wurde den 
Mäusen Blut entnommen, aus welchem Plasma gewonnen wurde. Die Sekretion von IgE ins Plasma wurde mittels 
ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert der Konzentration von IgE ± SEM (n = 3). Statistische Auswertung 
mit einseitigem ANOVA. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

4.3 Einfluss von CSC auf Basophile in vivo 

Zusätzlich zu den Effekten von CSC auf B-Zellen, sollte ebenfalls der Einfluss einer 

Stimulation mit CSC auf Basophile in vivo analysiert werden. Zu diesem Zweck wurden 

naive Bl/6N Mäuse täglich für 14 Tage mit NaCl oder CSC (10 mg / Injektion) bzw. für 

5 Tage mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Am darauffolgenden Tag konnten 

die Milzen und das Knochenmark präpariert werden. Anschließend konnten die in vivo 

stimulierten B-Zellen mittels FACS-Analyse auf eine mögliche Modulation von Ober-

flächenrezeptoren getestet werden. Zusätzlich wurden aus dem Knochenmark isolierte 

CD49b+ Zellen stimuliert und anschließend deren Aktivierung mittels ELISA bestimmt. 
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4.3.1 Modulation der IgE-Bindung 

Die Veränderung der Bindung von sekretierten Igs auf Basophilen in der Milz, nach 

Behandlung der Mäuse mit NaCl bzw. mit CSC ist in Abbildung 15 dargestellt. Die 

mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der gesamten auf der Zelloberfläche vorhandenen 

Igs stieg durch die Behandlung der Mäuse mit CSC für 14 Tage auf 5.451,3 ± 206,8 

(NaCl 1.455,7 ± 245,1) an (Abbildung 15A). Durch die Injektion von CSC für 5 Tage 

lag die MFI des gesamt Ig bei 1.202,1 ± 404,6. Die MFI von IgE auf Basophilen erhöhte 

sich von 2.420 ± 548,1 bei NaCl-Behandlung auf 5.017,3 ± 553,2 bei Behandlung mit 

CSC für 14 Tage (Abbildung 15B). 
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Abbildung 15: Modulation der IgE-Bindung von Basophilen. Naive Bl/6N Mäuse wurden täglich für 14 Tage mit 
NaCl oder CSC (10 mg / Injektion) bzw. für 5 Tage mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Am darauffolgenden 
Tag wurde die Milz präpariert. Anschließend erfolgte eine Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und 
eine FACS-Analyse. (A) Mittlere Fluoreszenzintensität von gesamt Ig auf Basophilen (n = 7). (B) Mittlere Fluores-
zenzintensität von IgE auf Basophilen (n = 3). Dargestellt ist der Mittelwert des Medianwertes ± SEM. Statistische 
Auswertung bei (A) mit einseitigem ANOVA und bei (B) mit ungepaartem zweiseitigen T-Test. * = p < 0,05;                  
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

4.3.2 Stimulation von CD49b+ Zellen aus dem Knochenmark 

Da aktivierte CD49b+ Zellen, welche vor allem aus NK-Zellen und Basophilen beste-

hen, IL-4 und IL-6 sekretieren, wurde die erfolgreiche Stimulation von CD49b+ Zellen 

mittels ELISA erfasst. Hierfür wurden aus dem Knochenmark isolierte CD49b+ Zellen 

für 24 Stunden mit CSC, aIgE oder IL-3 kultiviert und anschließend deren Sekretion 

von IL-4 und IL-6 in den Zellkulturüberstand bestimmt (Abbildung 16). CD49b+ Zellen 
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sekretierten nur deutliche Mengen an IL-4 bzw. IL-6 nach Stimulation mit CSC, wenn 

die isolierten Zellen aus Mäusen stammten, die vorher für 14 Tage mit CSC behandelt 

wurden (357,6 ± 28 pg/ml IL-4 nach NaCl-Behandlung im Vergleich zu 2.345 ± 

129,9 pg/ml IL-4 nach CSC-Behandlung bzw. 199,9 ± 12,5 pg/ml IL-6 nach NaCl-Be-

handlung im Vergleich zu 1.235,1 ± 49,4 pg/ml IL-6 nach CSC-Behandlung). Die Sti-

mulation der CD49b+ Zellen mit aIgE zeigte ebenfalls eine verstärkte Zytokin-Produk-

tion, wenn die aktivierten Zellen aus Mäusen mit CSC-Vorbehandlung stammten. Die 

Stimulation durch aIgE führte zu einer Sekretion von 1.782,5 ± 5,4 pg/ml IL-4 bzw. 

1.008 ± 14,7 pg/ml IL-6 bei CD49b+ Zellen, die aus NaCl-behandelten Mäusen stamm-

ten, während sie zu einer Sekretion von 2.674,8 ± 41,9 pg/ml IL-4 bzw. 1.709,6 ±        

7,4 pg/ml IL-6 führte, wenn die stimulierten CD49b+ Zellen aus Mäusen stammten, die 

für 14 Tage mit CSC behandelt wurden. Die Stimulierung von CD49b+ Zellen durch    

IL-3 bzw. durch Medium zeigte keine signifikanten Unterschiede der beiden Vorbe-

handlungen, wobei IL-3 generell zu einer starken Aktivierung der CD49b+ Zellen führte 

(7.593 ± 197,3 bis 7.994,7 ± 152,8 pg/ml IL-4 bzw. 4.394,8 ± 144,5 bis 4.511,6 ±     

146,7 pg/ml IL-6).  
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Abbildung 16: Sekretion der Zytokine IL-4 und IL-6 durch CD49b+ Zellen aus dem Knochenmark. Naive Bl/6N 
Mäuse wurden täglich für 14 Tage mit NaCl oder CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Am darauffolgenden Tag 
wurde das Knochenmark präpariert und daraus CD49b+ Zellen isoliert und anschließend für 24 Stunden mit Me-
dium, mit CSC (10 µg/ml), mit aIgE (1 µg/ml) bzw. mit IL-3 (25 ng/ml) stimuliert und bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert. Die Sekretion von IL-4 bzw. IL-6 in den Zellkulturüberstand wurde mittels ELISA bestimmt. (A) Konzent-
ration von IL-4 im Zellkulturüberstand. (B) Konzentration von IL-6 im Zellkulturüberstand. Dargestellt sind die Mit-
telwerte ± SEM (n = 3). Statistische Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. * = p < 0,05; ** = p < 0,01;                             
*** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

4.4 Wirkweise von CSC im Maus-Modell der EAE 

Neben den Effekten von CSC in vivo in naiven Mäusen sollte ebenfalls der Einfluss 

von CSC unter den Bedingungen einer inflammatorischen Autoimmunkrankheit unter-

sucht werden. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde das Modell der        

MOG35-55-induzierten EAE verwendet. Es wird vermutet, dass die Stimulation mit CSC 

B-Zellen in Richtung eines regulatorischen Phänotyps lenkt. Daher sollte mit Hilfe    
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dieses Modells untersucht werden, in welchem Maße und durch den Einfluss welcher 

Zellen bzw. welcher produzierten Proteine oder Botenstoffe eine Behandlung von 

EAE-immunisierten Mäusen mit CSC zu einer Unterdrückung der Krankheit führt.  

 

4.4.1 Behandlung mit CSC 

Zunächst wurden mit MOG35-55-immunisierte Mäuse durch eine direkte Applikation von 

CSC behandelt. Hierfür wurde den Mäusen 10 mg CSC i.p. injiziert. Die Injektion fand 

täglich und je nach Versuchsaufbau in unterschiedlichen Zeiträumen statt. 

 

4.4.1.1 Behandlung mit CSC vor und nach Immunisierung 

Naive Bl/6N Mäuse wurden durch s.c. Injektion von MOG35-55-Peptid zusammen mit 

CFA an Tag 0 immunisiert. Zur Untersuchung des direkten Einflusses der CSC-Be-

handlung während des Krankheitsverlaufes wurden die Mäuse durchgehend von 

Tag 1 bis Tag 20 mit CSC (direkte CSC-Behandlung) bzw. mit NaCl (direkte NaCl-

Behandlung) als Kontrolle behandelt. Zwei weitere Gruppen wurden mit CSC bzw. mit 

NaCl als Kontrolle von Tag -15 bis Tag -1 (CSC-Vorbehandlung bzw. NaCl-Vorbe-

handlung) behandelt. Diese Gruppen dienten der Fragestellung, ob eine Behandlung 

mit CSC vor der Immunisierung einen positiven Effekt auf die Entwicklung der Krank-

heit haben könnte.  

Der Verlauf der klinischen Symptome der EAE ist in Abbildung 17A dargestellt. Die 

ersten Symptome erschienen 9 Tage nach Immunisierung und steigerten sich bis etwa 

Tag 17, wobei anschließend ein leichter Abfall bzw. keine weitere Steigung erkennbar 

waren. Die direkte Behandlung der Mäuse mit CSC zeigte eine hochsignifikante Ver-

besserung des klinischen Scores von 5,5 ± 0,5 (Tag 20) bis 7,3 ± 0,6 (Tag 17) in der 

Kontrolle auf etwa 1,6 ± 0,6 (Tag 17) bis 1,8 ± 0,5 (Tag 20). Die Vorbehandlung mit 

CSC zeigte über den Zeitverlauf lediglich eine leichte Verbesserung des Scores im 

Vergleich zur Kontrolle, welcher sich jedoch gegen Ende des Experiments wieder an 

die Kontrolle anglich. Wurde die Summe der Scores während des Experiments be-

trachtet, wurde durch die direkte Behandlung mit CSC (14 ± 4,2) eine deutliche Ver-



4. Ergebnisse 70 

besserung im Vergleich zur Kontrolle ersichtlich (55,2 ± 4,1), während die Vorbehand-

lung mit CSC (34 ± 7,3) nur eine leichte Verbesserung der klinischen Scores bedingte 

(Abbildung 17B). 
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Abbildung 17: Klinischer EAE Score von Mäusen mit CSC-Behandlung vor und nach Immunisierung. Naive 
Bl/6N Mäuse wurden von Tag -15 bis -1 bzw. von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) 
i.p. behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. (A) Klinische Symptome der EAE (EAE Score) 
wurden täglich erhoben. (B) Summe der täglichen EAE Scores (Tag 1 bis 20). Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM (n = 6). Statistische Auswertung bei (A) mit zweiseitigem ANOVA und (B) mit einseitigem ANOVA. Dabei 
wurde die CSC-Gruppe immer mit der zugehörigen NaCl-Gruppe verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01;                       
*** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Am Versuchsende an Tag 21 wurden den Mäusen unterschiedliche Organe entnom-

men, damit die enthaltenen Zellen mittels FACS-Analyse untersucht werden konnten.  
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Abbildung 18: Analyse der Zellen in Milz und Blut nach EAE mit CSC-Behandlung vor und nach Immunisie-
rung. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag -15 bis -1 bzw. von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC           
(10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Milz und Blut 
an Tag 21 mit anschließender Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und FACS-Analyse. (A) Prozen-
tualer Anteil an Zellen bezogen auf Lymphozyten bzw. PBMCs in der Milz. (B) Prozentualer Anteil an Zellen bezo-
gen auf Lymphozyten im Blut. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung mit einseiti-
gem bzw. zweiseitigem ANOVA. Dabei wurde die CSC-Gruppe immer mit der zugehörigen NaCl-Gruppe vergli-
chen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

Die direkte Behandlung mit CSC führte zu einer Erhöhung des Anteils an CD138+ 

B-Zellen in der Milz auf 1,51 ± 0,09 % (Kontrolle 0,25 ± 0,03 %), während die CSC-

Vorbehandlung zu einer Erhöhung auf 0,53 ± 0,04 % führte (Abbildung 18A). Der Anteil 

der Basophilen an den Lymphozyten in der Milz konnte sich durch die Injektion von 

CSC für 20 Tage von 0,4 ± 0,05 % in der Kontrolle auf 0,79 ± 0,1 % fast verdoppeln. 

Ein leichter Anstieg des Anteils an Monozyten bezogen auf PBMCs war zudem durch 
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die direkte Behandlung mit CSC zu erkennen. Im Gegensatz zur Milz zeigte sich im 

Blut kein Anstieg der CD138+ B-Zellen durch die Injektion von CSC (Abbildung 18B), 

wohingegen die Basophilen ein ähnliches Bild wie in der Milz zeigten. Diese stiegen 

von 0,63 ± 0,1 % in der Kontrolle auf 1,86 ± 0,46 % durch direkte CSC-Behandlung 

an. 

Ebenfalls wurden die Zellen aus dem Gehirn und dem Rückenmark mittels FACS-Ana-

lyse untersucht (Abbildung 19). Es zeigten sich weder in der Anzahl an CD4+ T-Zellen, 

noch in der Anzahl an Monozyten signifikante Unterschiede in den beiden Organen. 
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Abbildung 19: Analyse der Zellen in Gehirn und Rückenmark nach EAE mit CSC-Behandlung vor und nach 
Immunisierung. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag -15 bis -1 bzw. von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit 
CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Gehirn 
und Rückenmark an Tag 21 mit anschließender Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und FACS-
Analyse. (A) Anzahl an Zellen im Gehirn. (B) Anzahl an Zellen im Rückenmark. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM (n = 6). Statistische Auswertung mit einseitigem ANOVA. Dabei wurde die CSC-Gruppe immer mit der zuge-
hörigen NaCl-Gruppe verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Aus dem am Versuchsende entnommenen Blut wurde zusätzlich Plasma gewonnen, 

um die Konzentration von sekretierten Immunglobulinen bestimmen zu können. Die 

direkte Behandlung der EAE-Mäuse mit CSC führte zu einer starken Erhöhung der 

Sekretion von IgE ins Plasma (Abbildung 20). So erhöhte sich die Konzentration von 

IgE von 838 ± 267,1 ng/ml in der Kontrolle auf 9.529 ± 2.650,9 ng/ml. Die Vorbehand-

lung mit CSC führte zu keiner Erhöhung der IgE-Konzentration im Plasma. 

 

NaCl 
Tag 1-20

CSC 
Tag 1-20

NaCl 
Tag -15 

bis -1

CSC 
Tag -15 

bis -1

0

5 000

10 000

15 000

Ig
E 

(n
g/

m
l)

**

	

Abbildung 20: Konzentrationsbestimmung von IgE im Plasma nach EAE mit CSC-Behandlung vor und nach 
Immunisierung. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag -15 bis -1 bzw. von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit 
CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Blutabnahme an Tag 21 
mit anschließender Isolation von Plasma. Konzentrationsbestimmung von IgE im Plasma mittels ELISA. Dargestellt 
sind die Mittelwerte der IgE Konzentration ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung mit einseitigem ANOVA. Dabei 
wurde die CSC-Gruppe immer mit der zugehörigen NaCl-Gruppe verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01;                       
*** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

4.4.1.2 Behandlung mit CSC in unterschiedlichen Zeitfenstern 

Nachdem die direkte Applikation von CSC während des EAE-Verlaufes von Tag 1-20 

und als Vorbehandlung von Tag -15 bis -1 getestet wurde, sollte zudem eine Behand-

lung mit CSC in weiteren Zeiträumen durchgeführt werden. Zu diesem Zweck wurden 

sowohl eine längere Behandlungsdauer als auch eine Behandlung in zwei Zeiträumen 

mit einer ersten Behandlung und einem zweiten Boost durchgeführt. Dies diente der 

Fragestellung, ob eine solche Behandlung die EAE noch effektiver unterdrücken kann, 

als eine Behandlung von Tag 1-20. Somit ergab sich eine Gruppe, die von Tag -35 bis 

-22 mit CSC behandelt wurde und anschließend ein weiteres Mal von Tag 1-20 (zwei-

malige CSC-Behandlung), eine weitere Gruppe, welcher CSC von Tag -14 bis 20 (ein-

malige CSC-Behandlung) injiziert wurde und eine Kontrollgruppe, die NaCl von         



4. Ergebnisse 74 

Tag 1-20 (NaCl-Behandlung) appliziert bekam. An Tag 0 wurden naive Bl/6N Mäuse 

durch s.c. Injektion von MOG35-55-Peptid zusammen mit CFA immunisiert. 
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Abbildung 21: Klinischer EAE Score von Mäusen mit CSC-Behandlung in unterschiedlichen Zeitfenstern. 
Naive Bl/6N Mäuse wurden in unterschiedlichen Zeitfenstern (Tag 1 bis 20, Tag -35 bis -22 bzw. Tag -14 bis 20) 
täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 
0. (A) Klinische Symptome der EAE (EAE Score) wurden täglich erhoben. (B) Summe der täglichen EAE Scores 
(Tag 1 bis 20). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 7). Statistische Auswertung bei (A) mit zweiseitigem 
ANOVA und (B) mit einseitigem ANOVA. Dabei wurde die zwei Gruppen mit CSC-Behandlung jeweils mit der 
Gruppe NaCl Tag 1 bis 20 verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Abbildung 21 zeigt den Verlauf des klinischen EAE Scores. Die ersten Symptome er-

schienen 9 Tage nach Immunisierung und steigerten sich bis etwa Tag 17. Anschlie-

ßend war ein leichter Abfall bzw. keine weitere Steigung erkennbar. Sowohl die ein-

malige Behandlung mit CSC als auch die zweimalige Behandlung mit CSC verbesser-

ten den Score der EAE signifikant im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 21A). Somit 

fielen die Scores am Tag 20 von 5,6 ± 0,69 bei der Kontrolle auf 2,7 ± 0,81 bei einma-

liger CSC-Behandlung und 2,3 ± 0,57 bei zweimaliger CSC-Behandlung ab. Die 

Summe der Scores über den Verlauf des Experiments hinweg zeigte ein ähnliches Bild 

(Abbildung 21B). Hier kam es zu einer signifikanten Verbesserung des klinischen 

Scores durch die CSC-Behandlung beider Gruppen. 

Der Versuch wurde an Tag 21 nach Immunisierung beendet. Daraufhin wurden den 

Mäusen unterschiedliche Organe entnommen, damit die enthaltenen Zellen mittels 

FACS-Analyse untersucht werden konnten. Die einmalige Behandlung mit CSC führte 

zu einer Erhöhung des Anteils an B-Zellen in der Milz auf 61,12 ± 0,85 % (Kontrolle 

55,1 ± 1,26 %). Die zweimalige Behandlung mit CSC hingegen bedingte keine Erhö-

hung des Anteils an B-Zellen (Abbildung 22A). Der Anteil an CD138+ B-Zellen stieg 

durch beide Gruppen mit CSC-Behandlung nur leicht an, während kein Unterschied 

im Anteil an Basophilen bezogen auf die gesamten Lymphozyten in der Milz zu erken-

nen war. Im Blut führten beide Behandlungen mit CSC zu einer Erhöhung des Anteils 

an B-Zellen (von 45,66 ± 1,69 % in der Kontrolle auf 54,1 ± 1,12 % bei zweimaliger 

CSC-Behandlung bzw. auf 59,96 ± 0,87 % bei einmaliger Behandlung mit CSC) (Ab-

bildung 22B). Die Expression von CD138+ durch B-Zellen und der Anteil an Basophilen 

wurde nicht verändert innerhalb der drei Versuchsgruppen. Bei der Anzahl an Monozy-

ten und CD4+ T-Zellen im Gehirn waren keine Unterschiede zur Kontrolle festzustellen 

(Abbildung 22C). 
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Abbildung 22: Analyse der Zellen in Milz, Blut und Gehirn nach EAE mit CSC-Behandlung in unterschiedli-
chen Zeitfenstern. Naive Bl/6N Mäuse wurden in unterschiedlichen Zeitfenstern (Tag 1 bis 20, Tag -35 bis -22 
bzw. Tag -14 bis 20) täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung mit    
MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Milz, Blut und Gehirn an Tag 21 mit anschließender Färbung mit 
Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und FACS-Analyse. (A) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen auf Lympho-
zyten in der Milz. (B) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen auf Lymphozyten im Blut. (C) Anzahl an Zellen im 
Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 7). Statistische Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei 
wurden alle Gruppen miteinander verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Die MFI von IgE auf Basophilen in der Milz stieg durch beide CSC-Behandlungen an 

(Abbildung 23). Dabei erhöhte sich die MFI von IgE von 13.944 ± 1.470,6 (Kontrolle) 

auf 20.309 ± 2.039,7 bei Basophilen aus Mäusen mit zweimaliger Behandlung mit CSC 

und auf 19.527 ± 1.180,8 bei Basophilen aus Mäusen mit einmaliger Behandlung mit 

CSC. Ein ähnliches Bild zeigten auch die Basophilen im Blut. Dort stieg die MFI von 

IgE von 6.910 ± 916,1 (Kontrolle) auf 11.698 ± 2.271,1 (zweimalige Behandlung mit 

CSC) und auf 12.698 ± 1.624,5 (einmalige CSC-Behandlung) an. 
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Abbildung 23: Analyse des IgE Medians auf Basophilen nach EAE mit CSC-Behandlung in unterschiedli-
chen Zeitfenstern. Naive Bl/6N Mäuse wurden in unterschiedlichen Zeitfenstern (Tag 1 bis 20, Tag -35 bis -22 
bzw. Tag -14 bis 20) täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung mit    
MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Milz und Blut an Tag 21 mit anschließender Färbung mit Fluorochrom-
konjugierten Antikörpern und FACS-Analyse. Gezeigt ist der IgE Median auf Basophilen. Dargestellt sind die Mit-
telwerte ± SEM (n = 7). Statistische Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander 
verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

Am Versuchsende wurde den Mäusen das Knochenmark entnommen, um daraus 

CD49b+ Zellen zu isolieren, die für 24 Stunden stimuliert wurden. Anschließend wurde 

deren Sekretion von IL-4 und IL-6 in den Zellkulturüberstand mittels ELISA bestimmt. 

CD49b+ Zellen wurden nur durch CSC aktiviert, wenn die Mäuse vorher mit CSC be-

handelt wurden (Abbildung 24). Hierbei stieg die IL-4 Konzentration von 357,6 ± 

28 pg/ml und die IL-6 Konzentration von 199,9 ± 12,5 pg/ml in der Kontrolle auf 

3.626,8 ± 245,3 pg/ml IL-4 und 1.914,9 ± 83,8 pg/ml IL-6 bei zweimaliger Behandlung 

mit CSC und auf 3.570,1 ± 146,4 pg/ml IL-4 und 1.333,9 ± 40,9 pg/ml IL-6 bei einma-

liger Behandlung mit CSC an. Ebenfalls ließen sich die Zellen durch aIgE besser akti-

vieren, wenn diese aus Mäusen stammten, die mit CSC behandelt wurden (3.237 ± 
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33,2 pg/ml IL-4 und 1.746 ± 52,5 pg/ml IL-6 bei zweimaliger CSC-Behandlung bzw.  

3.882,5 ± 149 pg/ml IL-4 und 1.701,5 ± 113,2 pg/ml IL-6 bei einmaliger CSC-Behand-

lung) im Vergleich zu Zellen aus Kontrollmäusen mit einer Konzentration von 1.782,5 ± 

5,4 pg/ml IL-4 bzw. 1.008 ± 14,7 pg/ml IL-6. Durch die Stimulation mit IL-3 wurden die 

CD49b+ Zellen am stärksten aktiviert. Es wurde durch die Kontrolle IL-4 mit einer Kon-

zentration von 7.994,7 ± 152,8 pg/ml und IL-6 mit einer Konzentration von 4.511,6 ± 

146,7 pg/ml ausgeschüttet, während durch die beiden Gruppen mit CSC-Behandlung 

ähnlich viel (8.050,4 ± 105 bis 8.324,6 ± 95,8 pg/ml IL-4 und 4.754,4 ± 100,3 bis 4.956 

± 41,2 pg/ml IL-6) sekretiert wurde.  
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Abbildung 24: Sekretion von IL-4 und IL-6 durch CD49b+ Zellen nach EAE mit CSC-Behandlung in unter-
schiedlichen Zeitfenstern. Naive Bl/6N Mäuse wurden in unterschiedlichen Zeitfenstern (Tag 1 bis 20, Tag -35 
bis -22 bzw. Tag -14 bis 20) täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung 
mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Knochenmark und Isolation von CD49b+ Zellen an Tag 21. Die 
Stimulation erfolgte mit CSC (10 µg/ml), aIgE (1 µg/ml) und IL-3 (25 ng/ml) für 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank. 
Die Konzentrationen von IL-4 und IL-6 im Zellkulturüberstand wurden mittels ELISA getestet. (A) Konzentration von 
IL-4 im Zellkulturüberstand. (B) Konzentration von IL-6 im Zellkulturüberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM (n = 3). Statistische Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander vergli-
chen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 



4. Ergebnisse 79 

NaCl 
Tag 1-20

CSC 
Tag -35 
bis -22 

und 1-20

CSC 
Tag -14 
bis 20

0

2 000

4 000

6 000

Ig
E 

(n
g/

m
l)

*

NaCl 
Tag 1-20

CSC 
Tag -35 
bis -22 

und 1-20

CSC 
Tag -14 
bis 20

0

500

1 000

1 500

2 000

2 500

Ig
M

 (µ
g/

m
l)

**
*

A B

NaCl 
Tag 1-20

CSC 
Tag -35 
bis -22 

und 1-20

CSC 
Tag -14 
bis 20

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

M
O

G
35

-5
5-

sp
ez

ifi
sc

he
 Ig

s 
(o

D
) **

C

	

Abbildung 25: Konzentrationsbestimmung	von IgE, IgM und MOG35-55-spezifischen Igs im Plasma nach EAE 
mit CSC-Behandlung in unterschiedlichen Zeitfenstern. Naive Bl/6N Mäuse wurden in unterschiedlichen Zeit-
fenstern (Tag 1 bis 20, Tag -35 bis -22 bzw. Tag -14 bis 20) täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. 
behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Blutabnahme an Tag 21 mit anschließender Isolation 
von Plasma. Konzentrationsbestimmung im Plasma mittels ELISA. (A) Konzentration von IgE im Plasma. (B) Kon-
zentration von IgM im Plasma. (C) Konzentration von MOG35-55-spezifischen Igs im Plasma. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM (n = 7). Statistische Auswertung mit einseitigem ANOVA. Dabei wurden die Gruppen mit der 
Kontrolle (NaCl) verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

Durch beide Behandlungen mit CSC stieg die Konzentration von IgE im Plasma der 

Versuchstiere an (Abbildung 25A). Dabei stieg die Konzentration von 1.324,7 ± 

338,2 ng/ml in der Kontrolle auf 3.802,9 ± 981,4 ng/ml durch die zweimalige Behand-

lung mit CSC bzw. auf 1.919,8 ± 161,1 ng/ml durch die einmalige Behandlung mit CSC 

an. Zudem wurde durch beide CSC-Behandlungen mehr IgM ins Plasma der Ver-

suchstiere sekretiert (Abbildung 25B). Die gemessene Konzentration erhöhte sich von 

836,3 ± 153,5 pg/ml (Kontrolle) auf 1.767,3 ± 153,9 pg/ml (2x CSC) bzw. 1.631,6 ± 
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145,8 pg/ml (1x CSC). Die optische Dichte (oD) der gemessenen MOG35-55-spezifi-

schen Igs im Plasma war in der Kontrolle am höchsten (Abbildung 25C). Diese lag bei 

einer oD von 0,8 ± 0,08, während die oD durch zweimalige Behandlung mit CSC auf 

0,31 ± 0,08 und bei einmaliger Behandlung mit CSC auf 0,45 ± 0,13 absank. 

 

4.4.1.3 Behandlung von B-Zell-defizienten Mäusen mit CSC 

Da viele in vitro und in vivo Experimente darauf hinwiesen, dass CSC B-Zellen sowohl 

aktivieren als auch deren Expression von Oberflächenmolekülen modulieren kann, 

wurde in einer Vorarbeit innerhalb der Arbeitsgruppe ein EAE-Experiment in B-Zell-

defizienten Mäusen durchgeführt. Dies diente der Untersuchung der Fragestellung, ob 

CSC auch in Abwesenheit von B-Zellen den Krankheitsverlauf einer EAE verbessern 

kann. Es wurden sowohl wildtyp Mäuse als auch B-Zell-defiziente JHT-Mäuse mit CSC 

bzw. mit NaCl als Kontrolle von Tag 1-20 behandelt. Die Immunisierung durch s.c. 

Injektion von MOG35-55-Peptid zusammen mit CFA erfolgte an Tag 0. 

Der Verlauf der klinischen Symptome ist anhand des EAE Scores in Abbildung 26A 

dargestellt. Die ersten Symptome erschienen 9 Tage nach Immunisierung und steiger-

ten sich bis etwa Tag 14, wobei anschließend ein leichter Abfall erkennbar war. An 

Tag 18 stiegen die Symptome der EAE wieder etwas an. Die Behandlung von wildtyp 

Mäusen mit CSC führte zu einer signifikanten Verbesserung des EAE Scores auf 0,6 

± 0,6 im Vergleich zur Kontrolle mit einem Score von 4,5 ± 1,4 (Tag 21). Wurden JHT-

Mäuse mit CSC behandelt, hatte dies keinen Einfluss auf den klinischen Score, der 

bei 2,8 ± 0,5 verlief, ebenso wie der Score der zugehörigen Kontrolle (2,8 ± 0,25). Bei 

Betrachtung der Summe der EAE Scores über den Verlauf des Experiments zeigt sich 

ein ähnliches Bild (Abbildung 26B). Sowohl die Behandlung von JHT-Mäusen mit NaCl, 

als auch mit CSC ergab eine Score-Summe auf etwa der gleichen Höhe (30,5 ± 2,5 

bei NaCl bzw. 31,6 ± 5,4 bei CSC), wie eine Behandlung von wildtyp Mäusen mit NaCl 

(36,5 ± 2,4). Die Behandlung von wildtyp Mäusen mit CSC verminderte die Score-

Summe signifikant im Vergleich zur Kontrolle auf 6,6 ± 3,4. 
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Abbildung 26: Klinischer EAE Score von B-Zell-defizienten Mäusen mit CSC-Behandlung. JHT-Mäuse bzw. 
naive Bl/6N Mäuse als Kontrolle wurden von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. 
behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. (A) Klinische Symptome der EAE (EAE Score) wur-
den täglich erhoben. (B) Summe der täglichen EAE Scores (Tag 1 bis 20). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM 
(n = 5). Statistische Auswertung bei (A) mit zweiseitigem ANOVA und (B) mit einseitigem ANOVA. Dabei wurde die 
CSC-Gruppe immer mit der zugehörigen NaCl-Gruppe verglichen, sowie die CSC-Gruppen miteinander.                       
* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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4.4.1.4 Behandlung von Plasmazell-defizienten Mäusen mit CSC 

Sowohl in in vitro als auch in in vivo Experimenten wurde beobachtet, dass durch die 

Stimulation mit CSC die Expression von CD138 durch B-Zellen hochreguliert wurde. 

Des Weiteren wurde publiziert, dass B-Zellen, die im Modell der Infektion mit Salmo-

nella typhimurium eine regulatorische Funktion ausübten, neben der Sekretion von     

IL-10 vor allem durch die starke Expression von CD138 auf ihrer Zelloberfläche cha-

rakterisiert wurden [146]. Für die Bildung von reifen CD138+ Plasmazellen ist der Tran-

skriptionsfaktor Blimp-1 essentiell [147]. Daher sollte in einer Vorarbeit innerhalb der 

Arbeitsgruppe mit Hilfe von Mb1wt/cre x blimp1fl/fl-Mäusen, die keine Plasmazellen bil-

den können, untersucht werden, ob die krankheitsmindernden Effekte von CSC im 

Modell der EAE auf der Stimulation bzw. Bildung von Plasmazellen beruhen. Es wur-

den sowohl Mb1wt/cre x blimp1fl/fl-Mäuse als auch Mb1wt/wt x blimp1fl/fl-Mäuse als Kon-

trolle mit CSC bzw. mit NaCl von Tag 1-20 behandelt. Die Immunisierung durch s.c. 

Injektion von MOG35-55-Peptid zusammen mit CFA erfolgte an Tag 0. 

Der Verlauf der klinischen Symptome der EAE ist in Abbildung 27A dargestellt. Die 

ersten Symptome erschienen 9 Tage nach Immunisierung und steigerten sich bis etwa 

Tag 16. Anschließend war bei einigen Gruppen ein leichter Abfall der Scores erkenn-

bar. Die Behandlung von Mb1wt/wt x blimp1fl/fl-Mäusen mit CSC führte zu einer Verbes-

serung des Scores auf 0,6 ± 0,2, während die Kontrolle bei einem Score von 5,2 ± 0,2 

lag. Wurden stattdessen Mb1wt/cre x blimp1fl/fl-Mäuse mit CSC behandelt war ein ähnli-

ches Bild erkennbar. Die CSC-Behandlung führte zu einem geringeren Score von       

1 ± 0,3, im Vergleich zur Kontrolle (5 ± 0,9). Bei Betrachtung der Summe der Scores 

über den Zeitverlauf war deutlich zu erkennen, dass die CSC-Behandlung beider 

Mauslinien zu einer starken Verbesserung des Scores im Vergleich zur jeweiligen Kon-

trolle führte (Abbildung 27B). 
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Abbildung 27: Klinischer EAE Score von Plasmazell-defizienten Mäusen mit CSC-Behandlung. Mb1wt/wt x 
blimp1fl/fl-Mäuse bzw. Mb1wt/cre x blimp1fl/fl-Mäuse wurden von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC             
(10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. (A) Klinische Symptome der 
EAE (EAE Score) wurden täglich erhoben. (B) Summe der täglichen EAE Scores (Tag 1 bis 20). Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung bei (A) mit zweiseitigem ANOVA und (B) mit einseitigem 
ANOVA. Dabei wurde die CSC-Gruppe immer mit der zugehörigen NaCl-Gruppe verglichen, sowie die CSC-Grup-
pen miteinander. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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4.4.2 B-Zell-Transfer aus CSC-behandelten Mäusen 

Da in vitro und in vivo gezeigt werden konnte, dass CSC einen Einfluss auf B-Zellen 

hat und ebenfalls im Modell der EAE demonstriert wurde, dass CSC in Abwesenheit 

von B-Zellen nicht zu einer Verbesserung des klinischen EAE Scores beitragen 

konnte, sollte in einem weiteren Experiment die Fragestellung bearbeitet werden, ob 

der direkte Transfer von CSC-aktivierten B-Zellen ebenfalls den Verlauf der EAE ver-

bessern kann. Hierfür wurden naive Bl/6N Mäuse täglich für 14 Tage mit NaCl bzw. 

mit CSC behandelt. An darauffolgenden Tag wurden die Milzen entnommen und dar-

aus B-Zellen isoliert, die anschließend an Tag 1, Tag 6 und Tag 10 i.v. in immunisierte 

Mäuse transferiert wurden (im Folgenden CSC-B-Zellen bzw. NaCl-B-Zellen genannt). 

Die Immunisierung durch s.c. Injektion von MOG35-55-Peptid zusammen mit CFA er-

folgte an Tag 0. 

Der Verlauf der klinischen Symptome ist anhand des EAE Scores in Abbildung 28A 

dargestellt. Die ersten Symptome erschienen 9 Tage nach Immunisierung und steiger-

ten sich bis etwa Tag 17. Daraufhin war ein leichter Abfall des klinischen Scores er-

kennbar. MOG35-55-immunisierte Mäuse, welchen CSC-B-Zellen transferiert wurden, 

zeigten einen klinischen Score von 3,6 ± 0,8. Im Gegensatz dazu waren die Kontroll-

Mäuse mit einem Score von 5,5 ± 0,3 deutlich stärker erkrankt. Mäuse, die mittels 

Transfer von NaCl-B-Zellen behandelt wurden, zeigten einen klinischen Score, der mit 

5,3 ± 0,7 etwa auf Höhe der Kontrolle lag (5,5 ± 0,3). Bei Betrachtung der Summe der 

Scores über den Zeitverlauf lässt sich eine signifikante Verringerung der Scores durch 

den Transfer von CSC-B-Zellen (27,4 ± 6) im Vergleich zur Kontrolle (48,8 ± 2) erken-

nen (Abbildung 28B). 
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Abbildung 28: Klinischer EAE Score von Mäusen nach B-Zell Transfer. Naive Bl/6N Mäuse wurden für 14 Tage 
täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurden die Milzen entnommen und 
daraus CD19+ B-Zellen isoliert. Diese B-Zellen bzw. RPMI-Medium als Kontrolle wurden EAE-immunisierten Mäu-
sen an Tag 1, Tag 6 und Tag 10 i.v. injiziert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. (A) Klinische 
Symptome der EAE (EAE Score) wurden täglich erhoben. (B) Summe der täglichen EAE Scores (Tag 1 bis 20). 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 8). Statistische Auswertung bei (A) mit zweiseitigem ANOVA und           
(B) mit einseitigem ANOVA. Dabei wurden die Gruppen jeweils mit der Kontrolle (RPMI) verglichen. * = p < 0,05; 
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Am Versuchsende an Tag 21 wurden den Mäusen unterschiedliche Organe entnom-

men, damit die enthaltenen Zellen mittels FACS-Analyse untersucht werden konnten. 

Die Behandlung, sowohl mit CSC-B-Zellen als auch mit NaCl-B-Zellen, führte zu keiner 

Veränderung des Anteils an B-Zellen, CD138+ B-Zellen, oder Basophilen bezogen auf 

die insgesamt in der Milz vorhandenen Lymphozyten (Abbildung 29A). Der Anteil an 

CD138+ B-Zellen und Basophilen in 100 µl Blut war in allen Gruppen vergleichbar (Ab-

bildung 29B). Jedoch waren durch beide Transfers von B-Zellen signifikant mehr          

B-Zellen im Blut vorhanden. Der Anteil an B-Zellen bezogen auf die Lymphozyten er-

höhte sich von 40,7 ± 1,2 % (Kontrolle) auf 48,2 ± 1,29 % bei Transfer von NaCl-           

B-Zellen bzw. auf 48,1 ± 1,29 % bei Transfer von CSC-B-Zellen. Die Anzahl an Mo-

nozyten bzw. CD4+ T-Zellen im Gehirn der Versuchstiere zeigte keine Unterschiede 

zwischen den drei Gruppen (Abbildung 29C). 
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Abbildung 29: Zellanalyse in Milz, Blut und Gehirn nach EAE mit B-Zell Transfer. Naive Bl/6N Mäuse wurden 
für 14 Tage täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurden die Milzen 
entnommen und daraus CD19+ B-Zellen isoliert. Diese B-Zellen bzw. RPMI-Medium als Kontrolle wurden EAE-
immunisierten Mäusen an Tag 1, Tag 6 und Tag 10 i.v. injiziert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. 
Präparation von Milz, Blut und Gehirn an Tag 21 mit anschließender Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Anti-
körpern und FACS-Analyse. (A) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen auf Lymphozyten in der Milz. (B) Prozentu-
aler Anteil an Zellen bezogen auf Lymphozyten im Blut. (C) Anzahl an Zellen im Gehirn. Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SEM (n = 8). Statistische Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden die Gruppen jeweils mit der 
Kontrolle (RPMI) verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001.	
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Am Versuchsende wurde durch FACS-Analyse der Median von IgE auf den Basophi-

len bestimmt (Abbildung 30). Der Transfer von B-Zellen führte weder in der Milz noch 

im Blut zu einer Erhöhung der MFI von IgE auf den Basophilen. 
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Abbildung 30: Analyse des IgE Medians auf Basophilen nach EAE mit B-Zell Transfer. Naive Bl/6N Mäuse 
wurden für 14 Tage täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurden die 
Milzen entnommen und daraus CD19+ B-Zellen isoliert. Diese B-Zellen bzw. RPMI-Medium als Kontrolle wurden 
EAE-immunisierten Mäusen an Tag 1, Tag 6 und Tag 10 i.v. injiziert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an 
Tag 0. Präparation von Milz und Blut an Tag 21 mit anschließender Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikör-
pern und FACS-Analyse. Gezeigt ist der IgE Median auf Basophilen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM               
(n = 8). Statistische Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander verglichen.          
* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

Am Versuchsende wurde den Mäusen das Knochenmark entnommen, um daraus 

CD49b+ Zellen zu isolieren, die für 24 Stunden stimuliert wurden, um anschließend 

deren Sekretion von IL-4 und IL-6 in den Zellkulturüberstand mittels ELISA zu bestim-

men. Die Stimulation der CD49b+ Zellen mit CSC führte zu keiner erhöhten Ausschüt-

tung von IL-4 bzw. IL-6; die jeweiligen Konzentrationen lagen auf dem gleichen Level 

wie die der Kontrolle, die nur mit Medium inkubiert wurde (Abbildung 31A und 31B). 

Die Stimulation der Zellen mit aIgE führte zu einer deutlichen Aktivierung von CD49b+ 

Zellen aller Versuchsgruppen. Die Sekretion von IL-4 erhöhte sich von 736,6 ±        

142,4 pg/ml in der Kontrolle auf 1.359,4 ± 138,8 pg/ml bei Zellen aus der Gruppe, die 

CSC-B-Zellen transferiert bekamen. 

Die Konzentration von IgE im Plasma der Versuchstiere zeigte keine Unterschiede und 

lag zwischen 1.136,3 ± 228,8 und 1.155,9 ± 284,7 ng/ml (Abbildung 31C). 
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Abbildung 31: Sekretion der Zytokine IL-4 und IL-6 durch CD49b+ Zellen in den Zellkulturüberstand bzw. 
Sekretion von IgE ins Plasma nach EAE mit B-Zell Transfer. Naive Bl/6N Mäuse wurden für 14 Tage täglich mit 
NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurden die Milzen entnommen und daraus 
CD19+ B-Zellen isoliert. Diese B-Zellen bzw. RPMI-Medium als Kontrolle wurden EAE-immunisierten Mäusen an 
Tag 1, Tag 6 und Tag 10 i.v. injiziert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Knochen-
mark und Isolation von CD49b+ Zellen an Tag 21. Die Stimulation erfolgte mit CSC (10 µg/ml), aIgE (1 µg/ml) und 
IL-3 (25 ng/ml) für 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank. Blutentnahme mit anschließender Gewinnung von Plasma 
an Tag 21. Die Konzentrationen von IL-4 und IL-6 im Zellkulturüberstand bzw. von IgE im Plasma wurden mittels 
ELISA getestet. (A) Konzentration von IL-4 im Zellkulturüberstand. (B) Konzentration von IL-6 im Zellkulturüber-
stand. (C) Konzentration von IgE im Plasma. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 8). Statistische Auswertung 
mit einseitigem bzw. zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden die Gruppen mit der Kontrolle verglichen. * = p < 0,05; 
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 



4. Ergebnisse 90 

4.4.3 Plasma-Transfer aus CSC-behandelten Mäusen 

Der Transfer von CSC-behandelten B-Zellen konnte den klinischen Score der EAE 

verbessern. Somit wurde gezeigt, dass nicht nur die direkte Behandlung mit CSC den 

Verlauf der EAE verbessern kann, sondern dass auch der Transfer von im Vorhinein 

durch CSC-aktivierte B-Zellen den EAE Score auf eine CSC-indirekte Weise verbes-

sert. Daher sollte in einem weiteren Versuchsaufbau untersucht werden, ob ebenfalls 

der Transfer von Plasma aus Mäusen, die mit CSC vorbehandelt wurden, den Verlauf 

der EAE verbessern kann. 

 

4.4.3.1 Transfer von Plasma aus 5 Tage und 14 Tage CSC-behandelten Mäusen 

Um zu testen, ob CSC auf indirekte Weise, durch den Transfer von Plasma aus CSC-

behandelten Mäusen, den Verlauf der EAE verbessern kann, wurde aus Spendermäu-

sen Plasma gewonnen. Hierfür wurde naiven Bl/6N Mäusen täglich für 5 Tage bzw. für 

14 Tage CSC injiziert. Als Kontrolle diente die Injektion von NaCl für 14 Tage. An-

schließend wurde den Mäusen Blut entnommen, aus welchem Plasma gewonnen 

wurde (im Folgenden 5 Tage CSC-Plasma, 14 Tage CSC-Plasma bzw. NaCl-Plasma 

genannt). Das Plasma wurde Mäusen mit induzierter EAE an Tag 1, Tag 8 und Tag 15 

i.p. injiziert. An Tag 0 wurde hierfür die EAE durch s.c. Injektion von MOG35-55-Peptid 

zusammen mit CFA in naiven Bl/6N Mäusen induziert.  

Der Verlauf der klinischen Symptome der EAE ist in Abbildung 32A dargestellt. Die 

ersten Symptome erschienen 9 Tage nach Immunisierung und steigerten sich bis etwa 

Tag 16. Daraufhin war ein leichter Abfall bzw. keine weitere Steigung erkennbar. Durch 

den Transfer von NaCl-Plasma verbesserte sich der Score mit 4,2 ± 0,6 kaum im Ver-

gleich zur Kontrolle (5,2 ± 0,5). Wurde 5 Tage CSC-Plasma transferiert, entwickelte 

sich der Score zunächst langsamer, stieg aber ab Tag 12 deutlich an und befand sich 

am Versuchsende mit 4,8 ± 0,7 etwa auf der Höhe der Kontrolle (5,2 ± 0,5). Der Trans-

fer von 14 Tage CSC-Plasma dagegen konnte den klinischen Score im Vergleich zur 

Kontrolle verbessern. Dieser stieg bis Tag 13 langsam an und verblieb dann bis zum 

Versuchsende auf einem Level bei 2,5 ± 0,6. Bei Betrachtung der Summe der Scores 

über den Zeitverlauf ist eine deutliche Reduktion von 48 ± 4,4 (Kontrolle) auf 25 ± 3 

bei Transfer von 14 Tage CSC-Plasma und eine geringe Reduktion auf 35 ± 4,2 bei 

Transfer von 5 Tage CSC-Plasma zu beobachten (Abbildung 32B). 
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Abbildung 32: Klinischer EAE Score von Mäusen nach Plasma-Transfer. Naive Bl/6N Mäuse wurden für             
5 Tage bzw. 14 Tage täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurde Blut 
entnommen und daraus das Plasma gewonnen. Das Plasma bzw. NaCl als Kontrolle wurde EAE-immunisierten 
Mäusen an Tag 1, Tag 8 und Tag 15 i.p. injiziert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. (A) Klinische 
Symptome der EAE (EAE Score) wurden täglich erhoben. (B) Summe der täglichen EAE Scores (Tag 1 bis 20). 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung bei (A) mit zweiseitigem ANOVA und            
(B) mit einseitigem ANOVA. Dabei wurden die Gruppen jeweils mit der Kontrolle (NaCl) verglichen. * = p < 0,05;    
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Am Versuchsende an Tag 21 wurden den Mäusen unterschiedliche Organe entnom-

men, damit die enthaltenen Zellen mittels FACS-Analyse untersucht werden konnten. 

Durch den Transfer von 5 Tage CSC-Plasma waren deutlich weniger B-Zellen bezo-

gen auf die gesamten Lymphozyten (23,9 ± 2,7 %) im Vergleich zur Kontrolle (48,6 ± 

1,7 %) in der Milz vorhanden (Abbildung 33A). Dagegen waren keine Unterschiede an 

CD138+ B-Zellen und Basophilen bezogen auf Lymphozyten in der Milz zu erkennen. 

Ebenfalls gab es keine deutlichen Unterschiede im Anteil an CD138+ B-Zellen und 

Basophilen bezogen auf die gesamten Lymphozyten im Blut (Abbildung 33B). Sowohl 

im Gehirn (Abbildung 33C) als auch im Rückenmark (Abbildung 33D) waren die Zell-

zahlen innerhalb einer Gruppe relativ zerstreut, weshalb keine deutlichen Unter-

schiede in der Anzahl an CD4+ T-Zellen bzw. Monozyten in beiden Organen erkennbar 

waren. 
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Abbildung 33: Analyse der Zellen in Milz, Blut, Gehirn und Rückenmark nach EAE mit Plasma-Transfer. 
Naive Bl/6N Mäuse wurden für 5 Tage bzw. 14 Tage täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. 
Anschließend wurde Blut entnommen und daraus das Plasma gewonnen. Das Plasma bzw. NaCl als Kontrolle 
wurde EAE-immunisierten Mäusen an Tag 1, Tag 8 und Tag 15 i.p. injiziert. Die Immunisierung mit MOG35-55 er-
folgte an Tag 0. Präparation von Milz, Blut, Gehirn und Rückenmark an Tag 21 mit anschließender Färbung mit 
Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und FACS-Analyse. (A) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen auf Lympho-
zyten in der Milz. (B) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen auf Lymphozyten im Blut. (C) Anzahl an Zellen im 
Gehirn. (D) Anzahl an Zellen im Rückenmark. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische Auswer-
tung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01;        
*** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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4.4.3.2 Transfer von IgE--Plasma aus 14 Tage CSC-behandelten Mäusen 

Ob das im Plasma von 14 Tage mit CSC-behandelten Mäusen vorhandene IgE zur 

Verbesserung des EAE Scores nach Plasma-Transfer beiträgt, sollte in einem weite-

ren Experiment untersucht werden. Es wurden naive Bl/6N Mäuse als Spender ver-

wendet und täglich für 14 Tage mit CSC behandelt. Anschließend wurde den Mäusen 

Blut entnommen und daraus Plasma gewonnen. Aus einer Hälfte des Plasmas wurde 

daraufhin mittels Sepharose das IgE komplett entfernt. Die beiden Plasmen (im Fol-

genden IgE--CSC-Plasma bzw. CSC-Plasma genannt) bzw. NaCl als Kontrolle wurden 

an Tag 1, Tag 8 und Tag 15 in EAE-immunisierte Mäuse i.p. injiziert. Die Immunisie-

rung der Mäuse durch s.c. Injektion von MOG35-55-Peptid zusammen mit CFA erfolgte 

an Tag 0. 

Nach der Entfernung von IgE aus dem Plasma wurde mittels ELISA die im Plasma 

verbliebene Konzentration an IgE bestimmt (Abbildung 36D). Es ist deutlich zu erken-

nen, dass IgE vollständig aus dem Plasma entfernt wurde, während das ursprüngliche 

Plasma eine IgE Konzentration von 1.643,7 ± 75,3 ng/ml enthielt. 

Der Verlauf der klinischen Symptome der EAE ist in Abbildung 34A dargestellt. Die 

ersten Symptome erschienen 9 Tage nach Immunisierung und steigerten sich bis etwa 

Tag 17. Ein leichter Abfall bzw. keine weitere Steigung war daraufhin erkennbar. Durch 

den Transfer von IgE--CSC-Plasma entwickelte sich der Score sehr ähnlich verglichen 

mit der Kontrolle. Die Scores beider Gruppen befanden sich gegen Ende des Experi-

ments bei 7 ± 1 (Kontrolle) und 7,7 ± 0,4 (IgE--CSC-Plasma). Der Transfer von CSC-

Plasma dagegen führte zu einer Verbesserung des klinischen Scores. Der Score stieg 

bis Tag 12 kaum an, anschließend wurden die Krankheitssymptome bis etwa Tag 17 

stärker und stiegen bis zum Versuchsende auf 5,2 ± 0,8 an. Bei Betrachtung der 

Summe der Scores über den Verlauf des Experiments wurde ein signifikanter Unter-

schied der Scores von Mäusen mit transferiertem CSC-Plasma (35,5 ± 6,1) und         

IgE--CSC-Plasma (60,5 ± 4,7) deutlich (Abbildung 34B).  
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Abbildung 34: Klinischer EAE Score von Mäusen nach Transfer von IgE- und IgE+ Plasma. Naive Bl/6N Mäuse 
wurden für 14 Tage täglich mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurde Blut entnommen und 
daraus das Plasma gewonnen. Aus einer Hälfte des Plasmas wurde anschließend IgE depletiert. Das Plasma bzw. 
NaCl als Kontrolle wurde EAE-immunisierten Mäusen an Tag 1, Tag 8 und Tag 15 i.p. injiziert. Die Immunisierung 
mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. (A) Klinische Symptome der EAE (EAE Score) wurden täglich erhoben. (B) Summe 
der täglichen EAE Scores (Tag 1 bis 20). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung 
bei (A) mit zweiseitigem ANOVA und (B) mit einseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander vergli-
chen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Am Versuchsende an Tag 21 wurden den Mäusen unterschiedliche Organe entnom-

men, damit die enthaltenen Zellen mittels FACS-Analyse untersucht werden konnten. 

In der Milz sank der Anteil an B-Zellen bezogen auf die gesamten Lymphozyten von 

49,9 ± 1,47 % (Kontrolle) auf 46,9 ± 0,85 % bei Transfer von CSC-Plasma bzw. auf 

44,3 ± 0,73 % bei Transfer von IgE--CSC-Plasma, ab (Abbildung 35A). Der Anteil an 

CD138+ B-Zellen und Basophilen bezogen auf die Lymphozyten in der Milz zeigten 

keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Der Transfer von IgE--CSC-Plasma führte 

zu einem erhöhten Anteil an Monozyten bezogen auf PBMCs (38,7 ± 2,94 %) vergli-

chen mit der Kontrolle (29,5 ± 1,53 %). Im Blut war kein Unterschied im Anteil an 

CD138+ B-Zellen und Basophilen im Vergleich zu den gesamten Lymphozyten zwi-

schen den Gruppen erkennbar (Abbildung 35B). Zudem zeigten sich keine Unter-

schiede zwischen den Versuchsgruppen bei der Anzahl an CD4+ T-Zellen und Mo-

nozyten im Gehirn (Abbildung 35C).  
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Abbildung 35: Analyse der Zellen in Milz, Blut und Gehirn nach EAE mit Transfer von IgE- und IgE+ Plasma. 
Naive Bl/6N Mäuse wurden für 14 Tage täglich mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurde Blut 
entnommen und daraus das Plasma gewonnen. Aus einer Hälfte des Plasmas wurde anschließend IgE depletiert. 
Das Plasma bzw. NaCl als Kontrolle wurde EAE-immunisierten Mäusen an Tag 1, Tag 8 und Tag 15 i.p. injiziert. 
Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Milz, Blut und Gehirn an Tag 21 mit anschlie-
ßender Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und FACS-Analyse. (A) Prozentualer Anteil an Zellen 
bezogen auf Lymphozyten bzw. PMBCs in der Milz. (B) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen auf Lymphozyten 
im Blut. (C) Anzahl an Zellen im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung mit 
einseitigem bzw. zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander verglichen. * = p < 0,05;                     
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 



4. Ergebnisse 98 

Am Versuchsende wurde den Mäusen das Knochenmark entnommen, um daraus 

CD49b+ Zellen zu isolieren, die für 24 Stunden stimuliert wurden. Anschließend konnte 

deren Sekretion von IL-4 und IL-6 in den Zellkulturüberstand mittels ELISA bestimmt 

werden. Die Stimulation der CD49b+ Zellen mit CSC führte zu keiner erhöhten Aus-

schüttung von IL-4 bzw. IL-6; die jeweiligen Konzentrationen lagen auf dem gleichen 

Level wie die der Kontrolle, die nur mit Medium inkubiert wurden (Abbildung 36A und 

36B). Die Stimulation mit aIgE führte zu einer deutlichen Aktivierung der Zellen, wobei 

durch den Transfer von Plasma mehr Zytokine (1.035,8 ± 49,5 pg/ml IL-4 und 795 

± 45,7 pg/ml IL-6 bei CSC-Plasma und 861,7 ± 39,1 pg/ml IL-4 und 822,5 ± 52,7 pg/ml 

IL-6 bei IgE--CSC-Plasma) ausgeschüttet wurden, als durch die Kontrolle (603 ±       

14,3 pg/ml IL-4 und 520,1 ± 17,8 pg/ml IL-6). Durch die Stimulierung mit IL-3 wurden 

die CD49b+ Zellen am stärksten aktiviert. Es wurden durch die Kontrolle IL-4 mit einer 

Konzentration von 5.963 ± 41,5 pg/ml und IL-6 mit einer Konzentration von 4.256,6 ± 

15,1 pg/ml ausgeschüttet, während durch die beiden Gruppen mit Plasma-Transfer 

etwas weniger Zytokine (5.392,3 ± 75,4 pg/ml IL-4 und 3.969,4 ± 88,1 pg/ml IL-6 bei 

CSC-Plasma und 5.469,2 ± 114,7 pg/ml IL-4 und 4.014 ± 168,7 pg/ml IL-6 bei              

IgE--CSC-Plasma) sekretiert wurden.  

Durch beide Plasma-Transfers stieg die Konzentration von IgE im Plasma der Ver-

suchstiere an (Abbildung 36C). Dabei stieg die Konzentration von 1.931,4 ± 270 ng/ml 

(Kontrolle) auf 3.054,1 ± 431,9 ng/ml durch den Transfer von CSC-Plasma bzw. auf 

3.484,7 ± 474,5 ng/ml durch den Transfer von IgE--CSC-Plasma an.  
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Abbildung 36: Sekretion von IL-4 und IL-6 in den Zellkulturüberstand bzw. Sekretion von IgE ins Plasma 
nach EAE mit Transfer von IgE- und IgE+ Plasma. Naive Bl/6N Mäuse wurden für 14 Tage täglich mit CSC 
(10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Anschließend wurde Blut entnommen und daraus Plasma gewonnen. Aus einer 
Hälfte des Plasmas wurde IgE depletiert. Das Plasma bzw. NaCl als Kontrolle wurde EAE-immunisierten Mäusen 
an Tag 1, Tag 8 und Tag 15 i.p. injiziert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Kno-
chenmark und Isolation von CD49b+ Zellen an Tag 21. Die Stimulation erfolgte mit CSC (10 µg/ml), aIgE (1 µg/ml) 
und IL-3 (25 ng/ml) für 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank. Blutentnahme mit Gewinnung von Plasma an Tag 21. 
Die Konzentrationen von IL-4 und IL-6 im Zellkulturüberstand bzw. von IgE im Plasma der Versuchstiere und der 
Spendertiere wurden mittels ELISA getestet. (A) Konzentration von IL-4 im Zellkulturüberstand. (B) Konzentration 
von IL-6 im Zellkulturüberstand. (C) Konzentration von IgE im Plasma der Versuchstiere (n = 6). (D) IgE im Plasma 
der Spendertiere. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 3). Statistische Auswertung bei (C) mit einseitigem 
bzw. bei (A) und (B) mit zweiseitigem ANOVA und bei (D) mit zweiseitigem ungepaartem T-Test. Dabei wurden die 
Gruppen mit der Kontrolle verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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4.4.4 Depletion von Basophilen mit zusätzlicher Behandlung mit CSC 

Da durch die Behandlung von Mäusen mit CSC viel IgE produziert wird und ebenfalls 

der IgE Median auf Basophilen ansteigt, sollte in einem weiteren Experiment der Ein-

fluss von Basophilen auf die Wirkweise von CSC im Modell der EAE untersucht wer-

den. Zu diesem Zweck wurden in Mäusen mit einer induzierten EAE durch die Injektion 

des Antikörpers anti-mouse FceRIa (MAR-1) von Tag 5 bis 7 die Basophilen depletiert. 

Als Kontrolle diente die Injektion eines Isotyps. Durch die zusätzliche Injektion von 

CSC von Tag 1-20 konnte der Einfluss von Basophilen auf eine Verbesserung der EAE 

durch CSC Injektion analysiert werden (NaCl + Isotyp, NaCl + MAR-1, CSC + Isotyp, 

CSC + MAR-1). Die Immunisierung der Mäuse durch s.c. Injektion von MOG35-55-Pep-

tid zusammen mit CFA erfolgte an Tag 0. 

Nach der Injektion von MAR-1 wurde an Tag 8 mittels FACS-Analyse von wenigen 

entnommenen Tropfen Blut die verbliebene Menge an Basophilen bestimmt (Abbil-

dung 39B). Die Behandlung mit NaCl + MAR-1 zeigte 184,8 ± 54,9 verbliebene Baso-

phile in 100 µl Blut verglichen mit 3079 ± 630,8 Basophilen bei der Behandlung mit 

NaCl + Isotyp. Gleichermaßen waren bei CSC + MAR-1 noch etwa 132,7 ± 35,7 Baso-

phile in 100 µl Blut vorhanden, während sich durch CSC + Isotyp ca. 2.965,5 ± 402,8 

Basophile im Blut befanden. 

Abbildung 37A zeigt den Verlauf der klinischen Symptome der EAE. Die ersten Symp-

tome erschienen 9 Tage nach Immunisierung und steigerten sich bis etwa Tag 16. 

Daraufhin war ein leichter Abfall bzw. keine weitere Steigung erkennbar. Durch die 

Behandlung mit CSC + Isotyp stieg der Score nur leicht an und verblieb dann bis zum 

Versuchsende auf 2,2 ± 0,4. Die Kontrolle (NaCl + Isotyp) war mit einem Score von 

5,2 ± 0,8 signifikant höher im Vergleich zu CSC + Isotyp. Zudem war die Gruppe      

CSC + MAR-1 signifikant kränker, als CSC + Isotyp und verlief mit einem Score von             

4,8 ± 0,7 in etwa auf der Höhe von sowohl NaCl + Isotyp (5,2 ± 0,8) als auch           

NaCl + MAR-1 (4,7 ± 0,7). Bei Betrachtung der Summe der Scores über den Verlauf 

des Experiments ist erkennbar, dass CSC + Isotyp mit einem Gesamtscore von 16,5 

± 2,5 den Krankheitsverlauf der EAE deutlich verbesserte im Vergleich zu NaCl + Iso-

typ (46,3 ± 5,2) und CSC + MAR-1 (37,2 ± 2,9) (Abbildung 37B).  
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Abbildung 37: Klinischer EAE Score von Mäusen mit Depletion von Basophilen und Behandlung mit CSC. 
Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Durch 
die Injektion von MAR-1 (10 µg) an Tag 5 bis 7 (bzw. Isotyp als Kontrolle) wurden Basophile depletiert. Die Immu-
nisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. (A) Klinische Symptome der EAE (EAE Score) wurden täglich erhoben. 
(B) Summe der täglichen EAE Scores (Tag 1 bis 20). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische 
Auswertung bei (A) mit zweiseitigem ANOVA und (B) mit einseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen mit    
CSC + Isotyp verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Am Versuchsende an Tag 21 wurden den Mäusen unterschiedliche Organe entnom-

men, damit die enthaltenen Zellen mittels FACS-Analyse untersucht werden konnten. 

Der Anteil an B-Zellen bezogen auf die gesamten Lymphozyten in der Milz sank durch 

die Behandlung mit CSC + Isotyp auf 40,6 ± 1,6% ab (Kontrolle 44,6 ± 1,5 %) (Abbil-

dung 38A). Der Anteil an CD138+ B-Zellen wurde durch beide CSC-Behandlungen nur 

leicht erhöht, während beim Anteil an Basophilen von den gesamten Lymphozyten 

kein Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen war. Im Blut dagegen stieg der 

Anteil an B-Zellen durch beide Behandlungen mit CSC im Vergleich zur Kontrolle an 

(Kontrolle 39,3 ± 2,3 %; CSC + Isotyp 50,9 ± 1,4 %; CSC + MAR-1 45 ± 1 %). (Abbil-

dung 38B). Bei CD138+ B-Zellen und Basophilen waren keine Unterschiede am Anteil 

an Lymphozyten zwischen den Gruppen erkennbar. Ebenfalls keinen Unterschied zwi-

schen den Gruppen zeigte die Anzahl an CD4+ T-Zellen und Monozyten im Gehirn 

(Abbildung 38C). 
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Abbildung 38: Analyse der Zellen in Milz, Blut und Gehirn nach EAE mit Depletion von Basophilen und 
Behandlung mit CSC. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC                        
(10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Durch die Injektion von MAR-1 (10 µg) an Tag 5 bis 7 (bzw. Isotyp als Kontrolle) 
wurden Basophile depletiert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Milz, Blut und 
Gehirn an Tag 21 mit anschließender Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und FACS-Analyse.         
(A) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen auf Lymphozyten in der Milz. (B) Prozentualer Anteil an Zellen bezogen 
auf Lymphozyten im Blut. (C) Anzahl an Zellen im Gehirn. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische 
Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen mit CSC + Isotyp verglichen. * = p < 0,05;             
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Bei Betrachtung des IgE Medians auf Basophilen in der Milz ist erkennbar, dass durch 

beide CSC-Behandlungen die MFI von IgE anstieg (Abbildung 39A). Dabei erhöhte 

sich die MFI von 5.389 ± 477,7 in der Kontrolle auf 7.120 ± 330,1 durch CSC + Isotyp 

und auf 8.715 ± 368,7 durch CSC + MAR-1. Im Blut stieg die MFI von 3.212 ± 201,9 

(Kontrolle) auf 4.470 ± 182,5 (CSC + Isotyp) und auf 5.245 ± 221,8 (CSC + MAR-1). 

Milz Blut
0

5 000

10 000

15 000

Ig
E 

(M
FI

)

NaCl + Isotyp
NaCl + MAR-1
CSC + Isotyp
CSC + MAR-1

** **

*

NaCl
+ Isotyp

NaCl 
+ MAR-1

CSC 
+ Isotyp

CSC 
+ MAR-1

0

1 000

2 000

3 000

4 000

B
as

op
hi

le
 / 

10
0µ

l B
lu

t

**
**

A

B

	

Abbildung 39: Analyse des IgE Medians auf Basophilen und Überprüfung der Depletion von Basophilen 
nach EAE mit Depletion von Basophilen und Behandlung mit CSC. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag 1 bis 
20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Durch die Injektion von MAR-1 (10 µg) an Tag 
5 bis 7 (bzw. Isotyp als Kontrolle) wurden Basophile depletiert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. 
(A) Präparation von Milz und Blut an Tag 21 mit anschließender Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern 
und FACS-Analyse. Gezeigt ist der IgE Median auf Basophilen. (B) Blutabnahme an Tag 8 mit anschließender 
Färbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und FACS-Analyse. Gezeigt ist die Anzahl an Basophilen in 
100 µl Blut. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung mit einseitigem bzw. zweiseiti-
gem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001;           
**** = p < 0,0001. 
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Am Versuchsende wurde den Mäusen das Knochenmark entnommen, um daraus 

CD49b+ Zellen zu isolieren, die für 24 Stunden stimuliert wurden. Daraufhin wurde 

deren Sekretion von IL-4 und IL-6 in den Zellkulturüberstand mittels ELISA bestimmt. 

Nach der Stimulation der Zellen mit CSC kam es nur dann zur Ausschüttung von IL-4 

und IL-6, wenn die Mäuse vorher mit CSC behandelt wurden (CSC + Isotyp und CSC 

+ MAR-1) (Abbildung 40). Die Stimulation mit aIgE konnte CD49b+ Zellen am besten 

aktivieren, wenn sie aus Mäusen stammten, die mit CSC + Isotyp behandelt wurden 

(1.376,9 ± 8,8 pg/ml IL-4 bzw. 864,9 ± 6,6 pg/ml IL-6 im Vergleich zur Kontrolle mit 

990,3 ± 50,8 pg/ml IL-4 und 520,2 ± 24,6 pg/ml IL-6). CD49b+ Zellen aus Mäusen mit 

CSC + MAR-1-Behandlung ließen sich am schlechtesten durch aIgE aktivieren. Diese 

sekretierten IL-4 mit einer Konzentration von 678,5 ± 20,1 pg/ml und IL-6 mit einer 

Konzentration von 552,5 ± 40,2 pg/ml in den Zellkulturüberstand. Die Stimulation mit 

IL-3 führte allgemein zur stärksten Sekretion der Zytokine. Die Zellen sekretierten wie-

der die meisten Zytokine, wenn die Zellen aus Mäusen mit einer Behandlung mit CSC 

+ Isotyp stammten (4.543,3 ± 122,7 pg/ml IL-4 und 3.013,5 ± 87,2 pg/ml IL-6 im Ver-

gleich zur Kontrolle mit einer Konzentration von 3.479,7 ± 24,2 pg/ml IL-4 und 2.268,9 ± 

57,5 pg/ml IL-6).  
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Abbildung 40: Sekretion von IL-4 und IL-6 durch CD49b+ Zellen nach EAE mit Depletion von Basophilen 
und Behandlung mit CSC. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC (10 mg / 
Injektion) i.p. behandelt. Durch die Injektion von MAR-1 (10 µg) an Tag 5 bis 7 (bzw. Isotyp als Kontrolle) wurden 
Basophile depletiert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation von Knochenmark und Isola-
tion von CD49b+ Zellen an Tag 21. Die Stimulation erfolgte mit CSC (10 µg/ml), aIgE (1 µg/ml) und IL-3 (25 ng/ml) 
für 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank. Die Konzentrationen von IL-4 und IL-6 im Zellkulturüberstand wurden 
mittels ELISA getestet. (A) Konzentration von IL-4 im Zellkulturüberstand. (B) Konzentration von IL-6 im Zellkultur-
überstand. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 3). Statistische Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei 
wurden alle Gruppen miteinander verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 

 

Am Versuchsende wurden zusätzlich die Milzzellen der Versuchstiere für 3 Tage mit 

MOG35-55-Peptid bzw. Medium als Kontrolle restimuliert und anschließend die Zytokin-

Ausschüttung mittels ELISA analysiert. Bei der Restimulation wurden Zellen zur Aus-

schüttung von IL-17 stimuliert, wenn diese Mäuse vorher mit MAR-1 behandelt wurden 

(Abbildung 41A). Dabei kam es zu einer Verdopplung der Konzentration von 

790 ± 251,2 pg/ml bei NaCl + Isotyp auf 1.611,9 ± 298,8 pg/ml bei NaCl + MAR-1, 
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während die Konzentration von 367,4 ± 80,2 pg/ml bei CSC + Isotyp auf 1.179 ± 

263,1 pg/ml IL-17 bei CSC + MAR-1 anstieg. Die Ausschüttung von IL-3 der restimu-

lierten Zellen zeigte ein ähnliches Bild, da ebenfalls eine erhöhte Sekretion von IL-3 

stattfand, wenn diese Mäuse vorher mit MAR-1 behandelt wurden (NaCl + Isotyp 

29,7 ± 7 pg/ml; NaCl + MAR-1 80,2 ± 11,8 pg/ml; CSC + Isotyp 37,7 ± 9,6 pg/ml; CSC 

+ MAR-1 81,2 ± 20,1 pg/ml) (Abbildung 41C). Durch die Behandlung der Mäuse mit 

NaCl + MAR-1 sekretierten die Milzzellen nach der Restimulation mit MOG35-55-Peptid 

deutlich mehr IFNg mit einer Konzentration von 14.578 ± 4.379,8 pg/ml verglichen mit 

den restlichen Gruppen (Abbildung 41B).  
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Abbildung 41: MOG35-55-spezifische Expression von Zytokinen nach EAE mit Depletion von Basophilen und 
Behandlung mit CSC. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit CSC                        
(10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Durch die Injektion von MAR-1 (10 µg) an Tag 5 bis 7 (bzw. Isotyp als Kontrolle) 
wurden Basophile depletiert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Präparation der Milz und Stimula-
tion der Milzzellen mit MOG35-55-Peptid (20 µg/ml) für 3 Tage bei 37 °C im Brutschrank. Konzentrationsbestimmung 
mittels ELISA. (A) Konzentration von IL-17 im Zellkulturüberstand. (B) Konzentration von IFNg im Zellkulturüber-
stand. (C) Konzentration von IL-3 im Zellkulturüberstand. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM (n = 6). Statistische 
Auswertung mit zweiseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander verglichen. * = p < 0,05;                        
** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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Durch beide Behandlungen mit CSC stieg die Konzentration von IgE im Plasma der 

Versuchstiere an (Abbildung 42A). Dabei erhöhte sich die IgE Konzentration vergli-

chen mit der Kontrolle (3.315,8 ± 1.161 ng/ml) auf 6.633,7 ± 1.289,3 ng/ml durch     

CSC + Isotyp und auf 6.170,7 ± 454,3 ng/ml durch CSC + MAR-1. Die IgE Konzentra-

tion sank durch NaCl + MAR-1 auf 658,2 ± 138,3 ng/ml ab. Die gemessene oD der im 

Plasma vorhandenen MOG35-55-spezifischen Igs war bei CSC + Isotyp mit einer oD 

von 0,06 ± 0,004 am geringsten (Abbildung 42B). Durch die Behandlung mit CSC + 

MAR-1 hingegen stieg sie auf 0,25 ± 0,05 an. Die höchste oD wurde mit 0,7 ± 0,32 bei 

NaCl + Isotyp detektiert, während die oD bei NaCl + MAR-1 bei 0,28 ± 0,14 lag. 
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Abbildung 42: Sekretion von IgE und MOG35-55-spezifischen Igs ins Plasma nach EAE mit Depletion von 
Basophilen und Behandlung mit CSC. Naive Bl/6N Mäuse wurden von Tag 1 bis 20 täglich mit NaCl bzw. mit 
CSC (10 mg / Injektion) i.p. behandelt. Durch die Injektion von MAR-1 (10 µg) an Tag 5 bis 7 (bzw. Isotyp als 
Kontrolle) wurden Basophile depletiert. Die Immunisierung mit MOG35-55 erfolgte an Tag 0. Blutabnahme an Tag 
21 mit anschließender Isolation von Plasma. Konzentrationsbestimmung im Plasma mittels ELISA. (A) Konzentra-
tion von IgE im Plasma. (B) Konzentration von MOG35-55-spezifischen Igs im Plasma. Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SEM (n = 6). Statistische Auswertung mit einseitigem ANOVA. Dabei wurden alle Gruppen miteinander 
verglichen. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. 
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5. Diskussion 

5.1 CSC führt zur Proliferation von B-Zellen in vitro und zu einem   
antiinflammatorischen Zytokin-Profil 

Zunächst sollten die grundlegenden Eigenschaften von B-Zellen, die in vitro mit CSC 

stimuliert wurden, untersucht werden. Es wurde festgestellt, dass die Stimulation von 

B-Zellen mit CSC für 5 Tage zur Proliferation der Zellen führte. So konnte ein direkter 

Einfluss von CSC auf B-Zellen gezeigt werden. Im Einklang mit diesem Ergebnis 

wurde bereits publiziert, dass die Stimulation in vitro mit CSB zur Proliferation von       

B-Zellen führte [148].  

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob eine mit CSC stimulierte B-Zelle einen regu-

latorischen Phänotyp besitzt, kann untersucht werden, ob diese ein pro- oder antiin-

flammatorisches Zytokin-Profil besitzt [145]. Zu diesem Zweck wurden B-Zellen mit 

CSC für 4 Tage stimuliert, woraufhin die Konzentration des proinflammatorischen      

Zytokins IL-6 und des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 im Zellkulturüberstand be-

stimmt wurde. Die Stimulation von B-Zellen mit CSC zeigte ein signifikant höheres     

IL-10 / IL-6-Verhältnis, als die Stimulationen mit LPS, aCD40 oder CpG und wies mit 

einer 3,5-fachen Konzentration von IL-10 im Vergleich zu IL-6 ein antiinflammatori-

sches Zytokin-Profil auf.  

 

5.2 CSC moduliert die CD138 Expression von B-Zellen in vitro und in 
vivo und führt zur Sekretion von IgE 

Es wurde beobachtet, dass B-Zellen nach Stimulation mit CSC in vitro für 4 Tage ver-

mehrt CD138 auf ihrer Zelloberfläche exprimierten. Bei CD138 (Syndecan-1) handelt 

es sich um ein Transmembranprotein, welches für Zell-Zell-Interaktionen und Zell-Mat-

rix-Interaktionen wichtig ist und über seine extrazelluläre Domäne unter anderem 

Chondroitinsulfat binden kann [149]. Zudem ist bekannt, dass die Differenzierung von 

naiven B-Zellen in Plasmazellen von einer Erhöhung der CD138-Expression begleitet 

wird [150]. Des Weiteren wurden CD138+ Antikörper-sekretierende Plasmazellen als 

IL-10 produzierende regulatorische Plasmazellen definiert [151]. Jedoch ist fraglich, 

ob sich 4 Tage mit CSC stimulierte B-Zellen in Plasmazellen entwickeln können, da 
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die Differenzierung von B-Zellen in Plasmazellen gewöhnlich in der GC-Reaktion statt-

findet und dabei deutlich länger als 4 Tage benötigt [18]. Stattdessen könnte es sein, 

dass die Bindung von CS durch CD138 die Expression von CD138 positiv beeinflusst. 

Auch sollten CSC-stimulierte B-Zellen in vivo genauer untersucht werden. Hierbei war, 

ähnlich wie auch schon bei der in vitro Stimulation beobachtet, eine erhöhte Expres-

sion an CD138 auf den B-Zellen in der Milz zu erkennen, wenn die Mäuse für 5 Tage 

oder für 14 Tage täglich mit 10 mg CSC behandelt wurden. Eine Modulation von 

CD138 auf B-Zellen durch CS in vivo wurde bereits publiziert [72]. Im Gegensatz dazu 

war keine Modulation der CD138-Expression auf B-Zellen im Blut erkennbar. Dies 

könnte daran liegen, dass CSC-stimulierte B-Zellen in die Milz einwandern, um sich 

dort in CD138+ Plasmazellen zu differenzieren. 

Da die vorherigen Untersuchungen zeigten, dass die CSC-Behandlung die Differen-

zierung von Plasmazellen zu fördern scheint, wurde daraufhin die Konzentration an 

sekretierten Antikörpern im Plasma von Mäusen, die für 5 Tage oder für 14 Tage mit 

CSC behandelt wurden, bestimmt. Es zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle mit 

90 ng/ml eine signifikante Erhöhung der IgE-Konzentration im Plasma von Mäusen, 

die für 14 Tage mit CSC behandelt wurden auf 1.800 ng/ml. Im Gegensatz dazu lag 

die IgE Konzentration im Plasma nach Behandlung mit CSC für 5 Tage bei 35 ng/ml. 

Dies konnte die Hypothese, dass CSC Antikörper-sekretierende Plasmazellen indu-

ziert, untermauern. Es wurde bereits publiziert, dass die in vitro Stimulation mit CSB 

zu einer erhöhten Sekretion von IgM führte [152]. In diesem Fall schienen die Plasma-

zellen in vivo einen Klassenwechsel zu IgE durchlaufen zu haben. Dieser Prozess 

schien mehr als 5 Tage gedauert zu haben, da die IgE Konzentration nach CSC-Be-

handlung für 5 Tage noch keine Erhöhung im Vergleich zur Kontrolle zeigte. 

 

5.3 Basophile sind nach CSC-Behandlung besser aktivierbar und 
binden IgE 

Da die in vivo Stimulation mit CSC zu einer starken Produktion von IgE führte, sollte 

zudem der Einfluss von CSC auf Basophile untersucht werden. Diese tragen den hoch 

affinen FcεRI auf ihrer Oberfläche, der den Fc-Teil von IgE bindet [37]. Basophile sind 

in der Lage die Differenzierung von B-Zellen in Plasmazellen zu fördern und können 
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dabei einen Klassenwechsel zu IgE unabhängig von T-Zellen induzieren [51]. Darüber 

hinaus unterstützen Basophile die Proliferation von B-Zellen [52]. 

Daher wurde zunächst die Menge an den insgesamt auf der Zelloberfläche von Baso-

philen gebundenen Igs nach Behandlung mit CSC für 5 bzw. 14 Tage bestimmt, indem 

die MFI von gesamt Ig betrachtet wurde. Es zeigte sich eine signifikante Erhöhung an 

gebundenen Igs nach 14 Tagen CSC im Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung mit 

CSC für 5 Tage führte dagegen nicht zu einer vermehrten Bindung von Igs. Bei Be-

trachtung der von Basophilen gebundenen IgE-Antikörper zeigt sich, dass es sich bei 

den insgesamt gebundenen Igs vor allem um IgE handeln muss, da hier eine ähnliche 

Erhöhung der MFI erkennbar war. Dies lässt sich dadurch erklären, dass die Expres-

sion von FcεRI von Basophilen direkt mit der Konzentration von IgE im Plasma korre-

liert [49], da IgE FcεRI auf der Zelloberfläche stabilisiert [37]. Da nach 14 Tagen CSC-

Behandlung eine stark erhöhte Konzentration an IgE im Plasma detektierbar war, 

konnte mehr IgE von FcεRI gebunden werden, wodurch sich die MFI erhöhte. Dies 

fand nach 5 Tagen CSC-Behandlung nicht statt, da in diesem Fall kaum IgE im Plasma 

vorhanden war.  

Des Weiteren sollte untersucht werden, wie gut sich Basophile nach der Behandlung 

mit CSC für 14 Tage aktivieren lassen. Hierfür wurden CD49b+ Zellen aus dem Kno-

chenmark, welche vor allem aus NK-Zellen und Basophilen bestehen, für 24 Stunden 

stimuliert und anschließend deren Sekretion von IL-4 und IL-6 erfasst, die ein Maß der 

Aktivierung darstellen [46]. Es war erkennbar, dass sich CD49b+ Zellen nur durch CSC 

aktivieren ließen, wenn diese aus CSC-behandelten Mäusen stammten. Dies lässt da-

rauf schließen, dass es sich beim sekretierten IgE zumindest teilweise um CSC-spe-

zifisches IgE handelt. Durch Bindung von CSC an FcεRI-gebundenes CSC-spezifi-

sches IgE kommt es zur Quervernetzung der IgE-Rezeptoren und zur Aktivierung der 

Basophilen. Auch war eine Aktivierung mit aIgE bei CD49b+ Zellen aus CSC-behan-

delten Mäusen effektiver, als bei der Kontrolle. Da wie bereits erwähnt die Expression 

von FcεRI von Basophilen direkt mit der Konzentration von IgE im Plasma korreliert 

[49], sollten Basophile aus Mäusen, die nur mit NaCl behandelt wurden, deutlich we-

niger FcεRI und gebundenes IgE auf ihrer Zelloberfläche tragen, als Mäuse, die mit 

CSC behandelt wurden, da in diesem Fall weniger IgE durch B-Zellen produziert 

wurde. Daraus resultiert die schlechtere Aktivierbarkeit durch eine Quervernetzung mit 

aIgE.  
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5.4 Behandlung mit CSC verbessert den Verlauf der EAE in Abhän-
gigkeit von B-Zellen 

Nachdem die grundlegenden Eigenschaften von CSC-induzierten B-Zellen in vitro und 

in vivo untersucht wurden, sollten diese potentiell regulatorisch agierenden B-Zellen 

im inflammatorischen Maus-Modell der EAE, welches die humane MS nachbildet, auf 

deren suppressive Wirkung getestet werden.  

Es wurden Mäuse mit einer MOG35-55-induzierten EAE mit 10 mg CSC i.p. behandelt. 

Die Injektionen fanden dabei täglich und je nach Versuchsaufbau in unterschiedlichen 

Zeiträumen statt. Mäuse wurden entweder von Tag -15 bis -1 vorbehandelt, von Tag 

1-20 während des Krankheitsverlaufes behandelt, von Tag -14 bis 20 sowohl vor als 

auch nach der Induktion behandelt, oder von Tag -35 bis -22 und Tag 1-20 vor der 

Induktion und anschließend während des Krankheitsverlaufes als zweiten Boost mit 

CSC behandelt. 

Abgesehen von der Vorbehandlung mit CSC (Tag -15 bis -1), durch welche sich der 

Ausbruch der Krankheitssymptome lediglich verlangsamte, konnten alle Behandlun-

gen mit CSC den Krankheitsverlauf der EAE signifikant im Vergleich zur Kontrolle ver-

bessern und die Ausbildung von Lähmungserscheinungen deutlich reduzieren. Bei der 

Untersuchung von unterschiedlichen Zellpopulationen der Versuchstiere wurde fest-

gestellt, dass wie schon in vivo in naiven Tieren beobachtet, die Behandlung mit CSC 

zu einer signifikanten Erhöhung an CD138+ B-Zellen in der Milz führte. Es wurde eine 

erhöhte Anzahl an Basophilen in der Milz beobachtet, die auf eine Interaktion von 

Basophilen mit CSC-induzierten B-Zellen hindeuten könnte [51, 52]. Durch die Be-

handlung mit CSC in zwei Zeitfenstern bzw. von Tag -14 bis 20 zeigte sich zusätzlich 

eine erhöhte Anzahl an B-Zellen in der Milz und im Blut, was auf deren Proliferation 

schließen lässt. Dabei ist nicht bekannt, ob die Proliferation in Abhängigkeit von Baso-

philen stattfand. Die Anzahl an CD4+ T-Zellen und Monozyten, die im Rahmen der 

Inflammation das ZNS infiltrieren, kann als Maß der Inflammationsstärke angenom-

men werden [110, 153]. Jedoch konnten sich in diesem Fall keine signifikanten Unter-

schiede in der Anzahl an infiltrierten Zellen im Gehirn bzw. im Rückenmark zwischen 

den einzelnen Behandlungsgruppen zeigen lassen. Zusätzlich sollte der IgE-Spiegel 

im Plasma erfasst werden. Es zeigte sich, ähnlich wie bei der Behandlung von naiven 

Mäusen mit CSC, eine signifikante Erhöhung des IgE-Spiegels im Plasma im Vergleich 
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zur Kontrolle, die bei Behandlung von Tag -14 bis 20 am geringsten und bei Behand-

lung von Tag 1-20 am stärksten ausfiel. Dabei war zu erkennen, dass generell Mäuse 

mit induzierter EAE auch ohne Behandlung mit CSC eine deutlich höhere Ausgangs-

konzentration an IgE besitzen im Vergleich zu unbehandelten naiven Mäusen. Dies 

lässt sich durch die systematische Aktivierung des Immunsystems durch die Injektion 

des CFA erklären [112]. Im Einklang mit diesen Ergebnissen, wurde ebenfalls eine 

Erhöhung der MFI von IgE auf Basophilen beobachtet [37, 49]. Neben der vermehrten 

Sekretion von IgE wurde auch eine erhöhte Konzentration an IgM im Plasma nach 

CSC-Behandlung detektiert. Eine erhöhte Produktion an IgM durch B-Zellen nach        

in vitro Stimulation mit CSB wurde bereits zuvor beschrieben [152]. Gleichzeitig wurde 

eine verminderte Konzentration an MOG35-55-spezifischen Igs, also Igs mit einer pro-

inflammatorischen Spezifität, gemessen. Wie auch schon bei der Stimulation von nai-

ven Mäusen mit CSC beschrieben, zeigten CD49b+ Zellen aus Mäusen, die mit CSC 

behandelt wurden eine bessere Aktivierbarkeit durch aIgE im Vergleich zur Kontrolle 

und eine starke Aktivierbarkeit durch CSC, die in der Kontrolle nicht gegeben war.  

Zusammenfassend wurde in Mäusen mit einer aktiv induzierten EAE ein weitestge-

hend gleicher Phänotyp von CSC-induzierten B-Zellen im Vergleich zu B-Zellen aus 

CSC-behandelten naiven Mäusen gezeigt. Es konnte durch die direkte Behandlung 

mit CSC im Rahmen einer täglichen Injektion die Ausbildung klinischer Symptome der 

EAE signifikant reduziert werden. Diese Verbesserung wurde durch eine prophylakti-

sche Behandlung mit CSC vor der Immunisierung nicht erzielt. 

Um die Frage zu beantworten, ob die Verbesserung des klinischen EAE Scores tat-

sächlich auf den CSC-induzierten regulatorischen B-Zellen beruht und nicht auf ande-

ren durch CSC induzierten Effekten, wurde in B-Zell-defizienten JHT-Mäusen eine EAE 

induziert, wobei die Mäuse von Tag 1-20 mit CSC bzw. mit NaCl als Kontrolle, behan-

delt wurden. Es zeigte sich, wie in den vorherigen Experimenten, eine signifikante Ver-

besserung des EAE Scores durch CSC-Behandlung von wildtyp Mäusen im Vergleich 

zur Kontrolle. Wurden hingegen JHT-Mäuse mit CSC behandelt, befand sich der klini-

sche Score auf dem gleichen hohen Level, wie bei NaCl-behandelten JHT-Mäusen und 

konnte folglich nicht durch die Behandlung mit CSC verbessert werden. Somit konnte 

eindeutig gezeigt werden, dass die Unterdrückung von Krankheitssymptomen im Mo-

dell der EAE nach Behandlung mit CSC durch B-Zellen vermittelt wird. 
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Da CD138+ Antikörper-sekretierende Plasmazellen als IL-10 produzierende regulato-

rische Plasmazellen definiert wurden [151] und in vielfältigen Experimenten eine er-

höhte Expression an CD138 durch B-Zellen nach Behandlung mit CSC beobachtet 

wurde, sollte untersucht werden, ob es sich bei den im EAE-Modell suppressiv wirken-

den B-Zellen um CD138+ Plasmazellen handelt. Es wurden Mb1wt/cre x blimp1fl/fl-Mäuse 

verwendet, welche aufgrund des fehlenden Transkriptionsfaktors Blimp-1 keine Plas-

mazellen bilden können [147]. In diesen Mäusen wurde eine EAE induziert, woraufhin 

die Versuchstiere von Tag 1-20 mit CSC bzw. mit NaCl als Kontrolle behandelt wurden. 

Dabei konnte beobachtet werden, dass wie in den vorherigen Experimenten gesehen, 

die EAE Scores durch CSC-Behandlung von wildtyp Mäusen im Vergleich zur Kon-

trolle signifikant verbessert wurden. Interessanterweise zeigte die Behandlung von 

Plasmazell-defizienten Mb1wt/cre x blimp1fl/fl-Mäusen mit CSC die gleiche signifikante 

Verbesserung der klinischen Symptome im Vergleich zur Kontrolle. Daher konnte die 

eindeutige Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Unterdrückung von Sympto-

men im Modell der EAE nach Behandlung mit CSC unabhängig von Plasmazellen ver-

mittelt wird; die durch CSC-Injektion induzierten suppressiven B-Zellen also keine 

Plasmazellen darstellen. 

 

5.5 Adoptiver Transfer von CSC-induzierten B-Zellen verbessert den 
Verlauf der EAE 

Da gezeigt wurde, dass die Verbesserung des Krankheitsverlaufes der EAE in Abwe-

senheit von B-Zellen nicht mehr gegeben ist und somit direkt von B-Zellen abhängt, 

sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob der adoptive Transfer von 

CSC-induzierten B-Zellen in Mäuse mit einer aktiven EAE die Ausbildung von Läh-

mungserscheinungen ebenfalls verbessern kann. Zu diesem Zweck wurden Spender-

mäuse für 14 Tage mit 10 mg CSC bzw. NaCl als Kontrolle i.p. behandelt, woraufhin 

B-Zellen aus den Milzen isoliert und anschließend transferiert wurden.  

Dabei konnte beobachtet werden, dass der adoptive Transfer von NaCl-induzierten 

B-Zellen keinen positiven Einfluss auf die Entwicklung von Krankheitssymptomen be-

saß und die Scores auf demselben Level verliefen, wie in der Kontrolle. Der adoptive 

Transfer von CSC-induzierten B-Zellen dagegen zeigte eine signifikante Verbesserung 

des klinischen EAE Scores im Vergleich zur Kontrolle. Bei genauer Betrachtung war 
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die Verbesserung der Scores durch B-Zell Transfer zwar nicht so effektiv, wie die di-

rekte Behandlung mit CSC, aber dennoch signifikant. Es wurde bereits durch viele 

Arbeitsgruppen publiziert, dass der suppressive Effekt von verschiedenen regulato-

risch agierenden B-Zellen adoptiv in Mäuse mit aktiver EAE transferiert werden kann. 

Dabei wurden diverse induzierte B-Zellen, wie beispielsweise GA-induzierte IL-10 pro-

duzierende B-Zellen [154] oder Toll-like Receptor (TLR)-9-stimulierte pro B-Zellen, die 

sich in IL-10 produzierende B-Zellen entwickeln [155], adoptiv transferiert, wodurch die 

Ausbildung von Krankheitssymptomen deutlich verringert werden konnte. 

Bei Untersuchung von unterschiedlichen Zellpopulationen der Mäuse am Versuchs-

ende wurde beobachtet, dass die Expression von CD138 durch B-Zellen durch den 

adoptiven Transfer nicht moduliert wurde. Dies lässt darauf schließen, dass nur die 

direkte Behandlung mit CSC zu einer Hochregulation von CD138 führt. Zudem waren 

keine Unterschiede in der Anzahl an Basophilen zu erkennen. Im Blut dagegen waren 

durch den adoptiven Transfer sowohl von NaCl-induzierten als auch CSC-induzierten 

B-Zellen, signifikant mehr B-Zellen vorhanden. Die transferierten B-Zellen wurden 

nicht im Voraus markiert, konnten in den Empfängermäusen also nicht klar identifiziert 

werden, jedoch ist zu erwarten, dass die erhöhte Anzahl an vorhandenen B-Zellen im 

Blut die adoptiv transferierten B-Zellen widerspiegelt. Auch ließen sich keine signifi-

kanten Unterschiede in der Anzahl von infiltrierten CD4+ T-Zellen und Monozyten im 

Gehirn ausmachen. Es war weder eine Veränderung der MFI von IgE auf Basophilen 

in der Milz und im Blut, noch eine erhöhte Sekretion von IgE ins Plasma erkennbar. 

Zusätzlich ließen sich isolierte CD49b+ Zellen aus keiner der Versuchsgruppen mit 

CSC aktivieren. Dies lässt darauf schließen, dass die vielfältigen unter 5.4 beobachte-

ten Effekte nach Behandlung mit CSC sich nicht alleine durch den Transfer von CSC-

induzierten B-Zellen erzielen lassen. Stattdessen scheint eine dauerhafte Stimulation 

mit CSC benötigt zu werden. 

Zusammenfassend wurde beobachtet, dass der adoptive Transfer von CSC-induzier-

ten B-Zellen den Krankheitsverlauf der EAE zwar nicht so effektiv, wie eine durchge-

hende Behandlung mit CSC, aber dennoch signifikant verbessern kann. 
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5.6 Transfer von Plasma aus CSC-behandelten Mäusen verbessert 
den Verlauf der EAE in Abhängigkeit von IgE 

Da der Transfer von CSC-behandelten B-Zellen den klinischen Score der EAE verbes-

sern konnte, wurde gezeigt, dass nicht nur die direkte Behandlung mit CSC den Ver-

lauf der EAE verbessern kann, sondern auch die Injektion von CSC-aktivierten B-Zel-

len den EAE Score unabhängig von der Anwesenheit von CSC in den EAE-Tieren 

verbessern kann. Daher sollte in einem weiteren Versuchsaufbau untersucht werden, 

ob ebenfalls der Transfer von Plasma aus Mäusen, die mit CSC vorbehandelt wurden, 

den Verlauf der EAE verbessern kann. Zu diesem Zweck wurden Spendermäuse für 

5 bzw. 14 Tage täglich mit 10 mg CSC, oder NaCl als Kontrolle, behandelt. Anschlie-

ßend wurde den Mäusen Blut entnommen, aus welchem Plasma gewonnen wurde. 

Dieses konnte Mäusen mit aktiver EAE i.p. injiziert werden. 

Der Transfer von Plasma aus NaCl-behandelten Mäusen hatte keinen Effekt auf die 

Entwicklung des klinischen EAE Scores; dieser verlief auf der gleichen Höhe, wie der-

jenige der Kontrolle. Ebenfalls war keine große Verbesserung der Krankheitssymp-

tome durch den Transfer von Plasma aus 5 Tage mit CSC behandelten Mäusen er-

sichtlich. In diesem Fall war lediglich eine leicht verlangsamte Erhöhung der Scores 

erkennbar. Interessanterweise führte der Transfer von Plasma aus 14 Tage mit CSC 

behandelten Mäusen zu einem signifikant milderen Verlauf der EAE.  

Die Analyse von Zellpopulationen in unterschiedlichen Organen der Versuchstiere 

zeigt ein ähnliches Bild, wie in den Mäusen nach adoptivem B-Zell-Transfer. Weder in 

der Milz, noch im Blut war eine Modulation der Expression von CD138 durch B-Zellen 

zu erkennen, was darauf zurückzuführen ist, dass kein CSC in die Tiere gespritzt 

wurde. Zusätzlich hatte der Plasmatransfer keinen Einfluss auf die Zahl der Basophi-

len. Im Gehirn und im Rückenmark konnte keine Veränderung der Anzahl an CD4+    

T-Zellen oder Monozyten beobachtet werden. 

Es wurde publiziert, dass die Behandlung von EAE-immunisierten Mäusen mit intra-

venösen Immunglobulin (IVIg), das aus Plasma gewonnen wird und vor allem aus IgG 

besteht, sowohl eine Verbesserung des Krankheitsverlaufs als auch eine geringere 

Inflammation des ZNS bedingte [128]. Dies lässt vermuten, dass die hier beobachtete 

suppressive Wirkung nach Plasmatransfer ebenfalls auf im Plasma vorhandene Igs 
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zurückzuführen ist. Es wurde ebenfalls eine Rolle von IgE in immunsuppressiven Ant-

worten publiziert. Hierbei führte die Quervernetzung von FcεRI einerseits zur Produk-

tion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10, während andererseits die T-Zell Prolife-

ration in vitro unterdrückt wurde [156, 157].  

Da in vielen Experimenten bereits dargestellt wurde, dass die 14-tägige Injektion von 

CSC zu einer massiven Sekretion von IgE ins Plasma führte, sollte in einem anschlie-

ßenden Experiment untersucht werden, ob die Verbesserung der EAE-Symptomatik 

nach Transfer von Plasma auf das vorhandene IgE zurückzuführen ist. Zu diesem 

Zweck wurden Spendermäuse für 14 Tage täglich mit 10 mg CSC, oder NaCl als Kon-

trolle, behandelt. Anschließend wurde den Mäusen Blut entnommen, aus welchem 

Plasma gewonnen wurde. Mittels an Sepharose immobilisierten aIgEs konnte IgE 

komplett aus dem Plasma entfernt werden. Dieses konnte Mäusen mit aktiver EAE i.p. 

injiziert werden.  

Der Transfer von Plasma aus CSC-behandelten Mäusen konnte die Ausbildung von 

klinischen Symptomen im Vergleich sowohl zur Kontrolle als auch zum Transfer von 

IgE-depletiertem Plasma aus CSC-Behandelten Mäusen signifikant verringern. Dabei 

verlief der klinische Score von Mäusen, die IgE-depletiertes Plasma transferiert beka-

men, auf der gleichen Höhe, wie derjenige der Kontrolle. Demnach scheint die positive 

Wirkung auf den Krankheitsverlauf der EAE nach Plasmatransfer durch das vorhan-

dene IgE vermittelt zu werden. Die Tatsache, dass nur Plasma aus 14 Tage, aber nicht 

aus 5 Tage mit CSC behandelten Mäusen einen suppressiven Effekt auf die Ausbil-

dung der Krankheitssymptome hat, ist ebenfalls im Einklang mit diesen Ergebnissen, 

da nach der kurzen Behandlungszeit von 5 Tagen noch keine erhöhte Menge an IgE 

im Plasma vorhanden war. Einige Studien konnten zudem eine immunregulatorische 

Wirkung von IgE demonstrieren. Beispielsweise wurde gezeigt, dass die Verbesse-

rung der EAE nach Behandlung mit Glatirameracetat (GA) auf eine starke Erhöhung 

von GA-spezifischen IgE und IgG Antikörpern zurückzuführen war [158].  

Bei Untersuchung von Zellpopulationen in unterschiedlichen Organen der Versuchs-

tiere wurde ersichtlich, dass es, ähnlich wie beim ersten Experiment mit Plasmatrans-

fer, weder im Blut noch in der Milz zu einer Modulation der CD138 Expression durch 

B-Zellen kam. Des Weiteren änderte sich der prozentuale Anteil an Basophilen nicht. 
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Im Gehirn war keine vermehrte Infiltration von CD4+ T-Zellen oder Monozyten zu be-

obachten. Mäuse, die mit IgE- Plasma behandelt wurden, zeigten weniger B-Zellen 

und mehr Monozyten in der Milz. 

Isolierte CD49b+ Zellen ließen sich bei keinem der Versuchstiere durch CSC aktivie-

ren, während sich CD49b+ Zellen aus Mäusen nach Plasmatransfer etwas effektiver 

durch aIgE stimulieren ließen. Dies lässt sich dadurch erklären, dass Mäuse nach 

Plasmatransfer eine leicht erhöhte IgE Konzentration im Plasma aufwiesen, also auch 

mehr IgE von Basophilen gebunden wurde. 

Aus diesen Ergebnissen konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass klinische 

Symptome der EAE durch den Transfer von Plasma aus CSC-behandelten Mäusen 

vermindert werden konnten. Der suppressive Effekt wurde dabei durch CSC-induzier-

tes IgE vermittelt. 

 

5.7 Verbesserung der EAE durch CSC ist abhängig von Basophilen 

Nachdem im Verlauf der Experimente immer wieder ein Einfluss von Basophilen ver-

mutet wurde und zudem ein indirekter Einfluss von CSC auf Basophile gezeigt wurde, 

sollte deren möglicher Anteil an der Wirkweise bei der Suppression des Krankheits-

verlaufes einer EAE nach CSC-Behandlung untersucht werden. Es wurden in Mäusen 

mit einer aktiven EAE durch die Injektion eines anti-mouse FceRIa (MAR-1) Antikör-

pers Basophile depletiert. Als Kontrolle diente die Injektion eines Isotyps. Durch die 

zusätzliche Injektion von CSC von Tag 1-20 konnte der Einfluss von Basophilen auf 

eine Verbesserung der EAE durch CSC-Injektion analysiert werden. 

Es zeigte sich, ebenso wie in den vorherigen Experimenten, eine signifikante Verbes-

serung des EAE Scores durch CSC-Behandlung (+ Isotyp) im Vergleich zur Kontrolle. 

Wurden Mäuse hingegen mit CSC + MAR-1 behandelt, hatten diese also keine Baso-

philen mehr, befand sich der klinische EAE Score auf dem gleichen Level wie derjenige 

der Kontrolle und die CSC-Behandlung zeigte keinen regulatorischen Effekt auf die 

Ausbildung von Lähmungserscheinungen. Die klinischen Scores waren dabei signifi-

kant höher, als bei Behandlung mit CSC (+ Isotyp). Ähnliche Ergebnisse wurden be-

reits beschrieben. In einer Studie wurden durch die i.p. Injektion von anti-FcεRIa Baso-
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phile in Mäusen mit induzierter EAE depletiert. Diese Mäuse zeigten einen verschlech-

terten Krankheitsverlauf der EAE im Vergleich zur Kontrolle. Es wurde eine verstärkte 

Th1 und Th17 Antwort gegen Myelin-Antigene in Mäusen ohne Basophile gezeigt 

[134]. Dabei könnte es sich beispielsweise folgendermaßen verhalten, dass Basophile 

oder Interaktionen von FcεRI eine wichtige Rolle in der Suppression der EAE spielen. 

Diese Interaktionen könnten durch CSC bzw. CSC-aktivierte B-Zellen verstärkt werden 

und so zu einer Milderung der klinischen Scores führen. 

Bei Untersuchung von unterschiedlichen Zellpopulationen der Versuchstiere wurde 

beobachtet, dass durch Gabe des depletierenden Antikörpers MAR-1 von Tag 5-7 die 

Basophilen an Tag 8 vollständig depletiert waren, jedoch an Tag 21 die Zahl der Baso-

philen wieder auf Ausgangsniveau angestiegen war. Zusätzlich wurde durch die Be-

handlung mit CSC CD138 auf B-Zellen hochreguliert. Es wurden keine Unterschiede 

in der Anzahl der infiltrierten CD4+ T-Zellen oder Monozyten zwischen den Versuchs-

gruppen beobachtet. Die MFI von IgE auf Basophilen stieg sowohl in der Milz als auch 

im Blut durch die Behandlung mit CSC an. Im Einklang mit diesem Ergebnis war eine 

erhöhte Konzentration an IgE im Plasma von Mäusen, die mit CSC behandelt wurden, 

detektierbar. Die Konzentration an MOG35-55-spezifischen Igs, also Igs mit einer proin-

flammatorischen Spezifität, war nach Behandlung mit CSC (+ Isotyp) am geringsten. 

Wie auch in vorherigen Experimenten beobachtet, zeigten CD49b+ Zellen aus Mäu-

sen, die mit CSC (+ Isotyp) behandelt wurden eine bessere Aktivierbarkeit durch aIgE 

im Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu waren CD49b+ Zellen aus Mäusen der 

Gruppe CSC + MAR-1 etwas schlechter durch aIgE aktivierbar verglichen mit CD49b+ 

Zellen aus Mäusen der Gruppe CSC + Isotyp. Dies könnte daran liegen, dass sich 

neue Basophile nach der Depletion erst bilden mussten und diese neu gebildeten 

Basophilen noch unreif und somit schlechter aktivierbar waren. Eine starke Aktivier-

barkeit durch CSC zeigten CD49b+ Zellen aus Mäusen, die vorher mit CSC behandelt 

wurden. Am Versuchsende wurden zusätzlich Milzzellen präpariert, die durch     

MOG35-55-Peptid für drei Tage restimuliert wurden. Dabei war zu erkennen, dass in den 

beiden Gruppen, die mit MAR-1 behandelt wurden, eine vermehrte Sekretion der pro-

inflammatorischen Zytokine IL-3, IFNg und IL-17 durch stimulierte Milzzellen erfolgte. 

Dies ist im Einklang mit bereits publizierten Daten, die eine stärkere Inflammation nach 

Depletion von Basophilen beschrieben [134]. 
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Zusammenfasend konnte gezeigt werden, dass die regulatorischen Effekte im Modell 

der EAE nach Behandlung mit CSC in Abwesenheit von Basophilen nicht mehr statt-

fanden. Somit ist die Verbesserung des Krankheitsverlaufes der EAE nach CSC-Be-

handlung abhängig von Basophilen. 

 

5.8 Keine veränderte Infiltration des ZNS 

Bei der EAE handelt es sich um eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung, die 

durch eine Infiltration des ZNS durch CD4+ T-Zellen und Monozyten charakterisiert ist 

[110]. In den hier durchgeführten Experimenten wurde durchgehend eine moderate 

Infiltration des ZNS beobachtet. Da jedoch keine signifikanten Unterschiede an der 

Menge des Infiltrats zwischen Gruppen detektiert werden konnte, obwohl hoch signifi-

kante Unterschiede in der Stärke der Krankheitssymptome vorhanden waren, wurden 

als hauptsächliches readout der Experimente die klinischen EAE Scores verwendet. 
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6. Zusammenfassung 

Bei der demyelinisierenden Autoimmunerkrankung der Multiplen Sklerose (MS) han-

delt es sich um eine Krankheit mit einer hohen Inzidenz in der westlichen Bevölkerung, 

deren genaue Ursache noch nicht komplett geklärt ist. Ebenfalls konnte bis heute die 

Immunpathogenese der Krankheit noch nicht vollständig aufgedeckt werden. Obwohl 

mittlerweile viele Medikamente für die Behandlung der MS zugelassen sind, konnte für 

die unterschiedlichen Symptomatiken und Verlaufsformen der MS noch keine zufrie-

denstellende Medikation identifiziert werden. 

Ein suppressiver Einfluss von regulatorischen B-Zellen auf den Krankheitsverlauf 

wurde bislang in einigen Krankheiten, unter anderem auch der MS, gezeigt. Die ge-

naue funktionelle Rolle von regulatorischen B-Zellen in der MS muss jedoch noch ge-

klärt werden. Eine suppressive Eigenschaft von regulatorischen B-Zellen ist bereits 

seit Langem bekannt, allerdings ist es bisher noch nicht gelungen, einen Oberflächen-

marker oder Transkriptionsfaktor zu identifizieren, der einzigartig für die Definition ei-

ner regulatorischen B-Zelle wäre. Stattdessen wurde bislang eine Vielzahl an regula-

torischen B-Zellen mit unterschiedlichen Phänotypen beschrieben. 

Es wurde gezeigt, dass die Stimulation von B-Zellen mit dem Glykosaminoglykan 

Chondroitinsulfat C (CSC) zur Proliferation von B-Zellen führt und es wird vermutet, 

dass diese B-Zellen einen regulatorischen Phänotyp besitzen.  

Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit B-Zellen, die mit CSC stimuliert wurden, ge-

nauer in vitro und in vivo charakterisiert werden und eine mögliche suppressive Wir-

kung im Modell der Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), welches 

die humane MS abbildet, untersucht werden. 

Bei Analysen in vitro zeigte sich, dass die Stimulation von B-Zellen mit CSC einerseits 

zu deren Proliferation beitrug und andererseits zur Ausbildung eines antiinflammatori-

schen Zytokin-Profils führte. Dabei war die Expression von IL-10 deutlich erhöht. So-

wohl in vitro als auch in vivo führte die Stimulation mit CSC zu einer Hochregulation 

des Oberflächenmarkers CD138, welcher für Zell-Zell-Interaktionen und Zell-Matrix-

Interaktionen wichtig ist und als Marker für regulatorische Plasmazellen definiert 

wurde. Die Behandlung mit CSC für 14 Tage, nicht aber für 5 Tage in vivo führte zu 
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einer massiven Sekretion von IgE ins Plasma. Das produzierte IgE wurde durch FcεRI 

auf Basophilen gebunden, wodurch diese besser durch aIgE aktivierbar waren. 

Um letztlich herauszufinden, ob durch CSC-induzierte B-Zellen mit einem regulatori-

schen Phänotyp in der Lage sind, den Verlauf der induzierten Autoimmunerkrankung 

der EAE zu verbessern, sollten die induzierten B-Zellen im Modell der EAE untersucht 

werden. Es zeigte sich, dass die Behandlung von EAE-immunisierten Mäusen mit CSC 

zu einer signifikanten Minderung von klinischen Krankheitssymptomen führte. Des 

Weiteren konnte unter Zuhilfenahme von B-Zell-defizienten Mäusen gezeigt werden, 

dass diese Verbesserung in Abhängigkeit von B-Zellen stattfand. Bei diesen CSC-in-

duzierten regulatorischen B-Zellen, die durch ihren suppressiven Phänotyp den Ver-

lauf der Krankheit verbessern konnten, handelte es sich jedoch nicht um CD138+ Plas-

mazellen. Zudem führte der adoptive Transfer von CSC-induzierten B-Zellen zu einer 

Verbesserung des klinischen Scores. Darüber hinaus wurde beobachtet, dass der 

Transfer von Plasma aus CSC-behandelten Mäusen zu einer Verbesserung des 

Scores führte. Dabei wurde festgestellt, dass die suppressive Wirkung von im Plasma 

vorhandenem CSC-induziertem IgE ausging. Es konnte mittels Depletion von Baso-

philen demonstriert werden, dass die suppressive Wirkung von CSC im Modell der 

EAE außerdem von Basophilen abhing. 

Insgesamt konnten CSC-induzierte B-Zellen als regulatorische B-Zellen charakterisiert 

werden. Es wurde demonstriert, dass diese zur Suppression der EAE nach Behand-

lung mit CSC beitrugen. Dabei scheinen die CSC-induzierten B-Zellen über ihre Sek-

retion von antiinflammatorisch wirkendem IgE zu agieren, das wiederum über Bindung 

an Basophile eine Verringerung der EAE bewirkt. Die CSC-induzierte Aktivierung von 

B-Zellen mit gesteigerter Sekretion von IgE und Bindung von IgE an Basophile könnte 

einen völlig neuen regulatorischen Pathway darstellen. Weitere Arbeiten sind notwen-

dig, um genauer zu verstehen, wie CSC-induziertes IgE zur Suppression von Autoim-

munität führt.
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7. Abkürzungsverzeichnis 

ABTS 2,2´-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) 

ADCC Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

APC Allophycocyanin 

APC Antigen presenting cell 

BaP Basophil precursor 

BCR B cell receptor 

BMCR Basophil-mast cell precursor 

BSA Bovine serum albumin 

bzw beziehungsweise 

°C Grad Celsius 

CD Cluster of Differentiation 

CFA complete Freund’s adjuvant 

CH Constant heavy 

CL Constant light 

CLP common lymphoid progenitor 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

Cre cyclization recombination 

CS Chondroitinsulfat 

EAE Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis 

EBV Epstein-Barr Virus 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent Assay 

Fab Fragment antigen binding 

FACS fluorescence activated cell sorting 
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Fc Fragment crystallizable 

FcR Fc-Rezeptor 

FCS Fetal calf serum 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

FSC forward scatter 

FoxP3 Forkhead-Box-Protein P3 

GA Galtirameracetat 

GAG Glykosaminoglykan 

GC Germinal Center 

GMP Granulocyte-monocyte progenitor cell 

HC Heavy chain 

H2SO4 Schwefelsäure 

HRP Horseradish peroxidase 

IFN Interferon 

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

iNKT-Zelle invariante natürliche Killer T-Zelle 

i.p. intraperitoneal 

i.v.  intravenös 

IVig Intravenöses Immunglobulin 

KCl Kaliumchlorid 

KH2PO4 Kaliumhydrogenphosphat 

L Ligand 

LC Light chain 

LLC Lewis Lung Carcinoma 

LPS Lipopolysaccharid 
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MACS Magnetic activated cell sorting 

MZ Marginal Zone 

µl Microliter 

M Molar 

MBP Myelin basisches Protein 

MFI mittlere Fluoreszenzintensität 

MHC Major Histocompatibility Complex 

min Minute 

MLR mixed lymphocyte reaction 

MOG Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein 

mRNA messenger Ribonukleinsäure 

MS Multiple Sclerose 

NaCl Natriumchlorid 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

NK-Zellen natürliche Killer-Zellen 

nm Nanometer 

OA Osteoarthrose 

oD optische Dichte 

PB Pacific Blue 

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PE Phycoerythrin 

PLP Proteolipid-Protein 

PMT photo multiplier tube 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Rounds per Minute 
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RPMI Roswell park memorial institute 

RT Raumtemperatur 

s.c. subcutan 

SEM Standard Error of the Mean 

SSC side scatter 

TCR T cell receptor 

TGFb transforming growth factor beta 

TH T-Helfer 

TLR Toll-like Rezeptor 

TMB 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin 

TSLP epithelial cell-derived cytokine thymic stromal lymphopoietin 

V(D)J Variable (V), joining (J), diversity (D) gene segments 

VH Variable heavy 

VL Variable light 

ZNS Zentrales Nervensystem 
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