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1. Einleitung 

1.1 Einführung und Epidemiologie der multiplen Sklerose 

Bei der multiplen Sklerose (Enzephalomyelitis disseminata) handelt es sich um eine 

chronisch-entzündliche Autoimmunerkrankung des zentralen Nervensystems, wel-

che durch eine progressive Demyelinisierung mit konsekutiver Schädigung der A-

xone von Gehirn und Rückenmark gekennzeichnet ist [1]. Typische klinische Mani-

festationen sind neben Sehstörungen insbesondere Lähmungserscheinungen, 

Empfindungs- oder Koordinationsstörungen [1]; bei ausgeprägten oder langjährigen 

Verläufen der Erkrankung können schwere Behinderung oder Tod die Folge sein [2]. 

Die Prävalenz beträgt in Europa 83:100.000 Personen bei einer jährlichen Inzidenz 

von 4.3:100.000 [3], deutschlandweit sind schätzungsweise mehr als 100.000 Men-

schen betroffen [4]. In nördlichen Teilen Europas oder Nordamerikas ist die multiple 

Sklerose häufiger vertreten als in äquatornahen Ländern [5, 6], auch zeigen Men-

schen europäischer Abstammung selbst umweltunabhängig erhöhte Erkrankungs-

raten [7, 8]. Frauen sind in etwa doppelt so häufig betroffen wie Männer [9, 10], 

wobei das vorwiegende Erkrankungsalter zwischen 20 und 50 Jahren mit einer Häu-

fung um das 30. Lebensjahr liegt [9]. Die durchschnittliche Lebenserwartung wird 

durch MS um etwa 10-15 Jahre reduziert [11]. 

1.2 Ätiologie und Pathogenese 

Die Ätiologie der multiplen Sklerose kann intensiver Forschungsarbeit zum Trotz bis-

lang als nur ansatzweise geklärt gelten. Neben genetischen Faktoren wie Mutatio-

nen des HLA II Komplexes, unter anderem speziellen Polymorphismen von HLA 

DR15 Dw2 und –DQw6 [12], wird die Erkrankung mit verschiedenen Virusinfektio-

nen wie EBV oder HHV6 in Verbindung gebracht [13]. Auch spricht das gehäufte 

Auftreten in äquatorfernen Ländern für einen Zusammenhang mit der Sonnenexpo- 
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sition, wobei insbesondere Vitamin D abhängige Transkriptionsfaktoren im Verdacht 

stehen, das Krankheitsrisiko zu verringern [9, 14]. Rauchen hingegen soll die Krank-

heitswahrscheinlichkeit um etwa das 1,5 - 2 fache steigern [15]. Während aufgrund 

des beschriebenen genetischen Aspektes eine familiäre Häufung der MS eindeutig 

gezeigt werden konnte [16], ist eine Assoziation von multipler Sklerose mit anderen 

Autoimmunerkrankungen wie Hashimoto Thyreoditis oder Psoriasis bei erstgradigen 

Verwandten umstritten [17, 18] . 

Zentrale Rolle in der Pathogenese der MS spielt die Migration von Zellen des Im-

munsystems, insbesondere aktivierten T-Lymphozyten, aus der Blutbahn über die 

Bluthirnschranke in das zentrale Nervensystem [19]. Die Zellmigration durch die 

Blutgefäßwände ins periphere Gewebe stellt einen physiologisch streng regulierten 

Vorgang dar und wird als Diapedese bezeichnet [20]. Dies kann sowohl para- als 

auch transzellulär durch die Endothelzellen der Blutgefäße geschehen [21]. Initial 

vermittelt wird die Diapedese der Immunzellen durch transiente Bindungungen von 

endothelialen P- und E-Selektinen an deren leukozytäre Selektin-Liganden, wodurch 

die Leukozyten abgebremst und zum Rollen gebracht werden [20]. Die Zyto- und 

Chemokin-abhängige Aktivierung der verlangsamten Leukozyten sorgt für eine Ver-

stärkte Bindung von speziellen Adhäsionsproteinen auf der Leukozytenoberfläche, 

den Integrinen (u.a. lymphocyte function-associated antigen = LFA1), an Rezepto-

ren des Gefäßendothels (z.B. VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule), wodurch 

der Leukozyt zum Stillstand kommt [20, 22]. Durch simultane Wirkung von Chemo-

kinen auf die Immunzelle wird eine Alteration ihres Zytoskeletts verursacht; diese 

Formänderung begünstigt die Transmigration der Zelle in periphere Kompartimente 

[20]. Im Anschluss an die Extravasion wird die Immunzelle durch Chemokine wie 

CXCL8 und CCL2 an den Entzündungsort geleitet [23].  
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Um Funktion von Gehirn und Rückenmark vor Einflüssen des vaskulären Komparti-

ments selektiv abzuschirmen, besitzt das ZNS eine hochspezialisierte, mechanisch 

und metabolisch wirksame Diffusionsbarriere, die als Blut-Hirn-Schranke (BHS) be-

zeichnet wird [24]. Ihr morphologisches Korrelat bilden die zentralnervösen Blutge-

fäßwände, deren Endothelzellen durch dichte Interzellularproteinkomplexe, die Tight 

junctions verbunden sind [24]. Die für das ZNS charakteristische niedrige Permea-

bilität der Tight junctions (und damit geringe Diffusion v.a. hydrophiler Moleküle [25]) 

ist Folge biochemischer Interaktion des Endothels mit vaskulären Perizyten sowie 

bei nichtmeningealen, kapillären ZNS Gefäßen auch perivaskulärer Astrozytenfort-

sätzen [24, 26]. Letztere unterstützen die endothelabhängige BHS Integrität durch 

Sezernierung von Wachs- und Differenzierungsfaktoren wie TGF-β, glial-derived 

neurotrophic factor (GDNF) und basic fibroblast growth factor (bFGF) [24, 27] und 

können durch Exprimierung des proapoptotischen CD95 (FasL) als immunologische 

Barriere gegen die Leukodiapedese fungieren [28]. Zudem besitzen die Endothel-

zellen der BHS eine Vielzahl aktiver ATP-bindning-cassette Transporter, um schäd-

liche endogene Metabolite und Xenobiotika aus dem zentralnervösen Milieu hinaus 

zu befördern [24].  

Es wird vermutet, dass bei MS eine insuffiziente oder (vermutlich primär entzündlich) 

geschädigte BHS eine leukozytäre Diapedese ins ZNS ermöglicht [29]. Dort kommt 

es zu einer T- Zell vermittelten, autoimmunen Entzündungsreaktion, welche gegen 

Bestandteile der axonalen Markscheiden (Myelin-basisches Protein = MBP und 

Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein = MOG) gerichtet ist [30]. Es wird ange-

nommmen, dass die Präformierung der T-Lymphozyten in der Peripherie gegen 

Myelinantigene über molekulare Mimikry viraler Epitope oder bisher unbekannte Su-

perantigene geschieht [31]. Den autoimmunen T-Zellen (v.a. T1-Helferzellen) wird 

dabei ihr spezifisches Autoantigen durch MHC II Moleküle auf der Oberfläche von 

Antigen präsentierenden Zellen innerhalb ZNS (z.B. Mikroglia oder dendritische Zel-

len) präsentiert [32]. Durch proinflammatorische TH1 Zytokine wie INFγ kommt es 
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zur Chemotaxis von Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Lymphozyten ins 

ZNS, was die Entzündungsreaktion noch weiter verstärkt [29]. Im Verlauf werden 

dabei nicht nur die Myelinscheiden zerstört, sondern auch die Axone selbst [33]. 

Reaktiv bilden sich narbige Plaques aus Astrozyten (reaktive Gliose), wodurch die 

Remyelinisierung betroffener Areale unvollständig bleibt [34]. In der Frühphase der 

Erkrankung ist eine unilaterale Visusverschlechterung mit Orbitaschmerzen im Rah-

men einer Retrobulbärneuritis häufig, das weitere klinische Bild ist vom Befallsmus-

ter der verschiedenen Areale der weißen Substanz abhängig [1, 35]. Dabei zeigen 

sich bei Befall des Großhirns eine allgemeine kognitive Leistungsminderung sowie 

Beeinträchtigungen der Exekutivfunktionen, während cerebelläre und im Hirnstamm 

lokalisierte Läsionen oft mit klinisch klar umschriebenen Erscheinungen wie Störun-

gen der Okulomotorik oder beeinträchtigter Koordination bulbärer Muskulatur asso-

ziiert sind [1]. Bei Beteiligung des Rückenmarks werden periphere motorische und 

sensible Ausfälle beobachtet [1]. Zudem sind eine generelle Fatigue und depressive 

Verstimmungen möglich [36]. 

1.3 Diagnostik und Verlaufsformen 

Aufschluss zur Diagnostik einer MS können neben dem neurologischen Untersu-

chungsbefund die Beurteilung des Liquor cerebrospinalis sowie apparative und bild-

gebende Verfahren geben. Dabei haben sich als Goldstandard die sogenannten 

McDonald Kriterien etabliert, welche die Rolle der Bildgebung des ZNS mittels MRT 

weiter in den Vordergrund rücken [37, 38]. Für die Sicherung der Diagnose wird so-

wohl räumliche als auch zeitliche Dissemination von klinisch oder radiologisch evi-

denten Läsionen vorausgesetzt [38]. Das bedeutet, dass die Diagnose dann als ge-

sichert gelten kann, wenn unterschiedlich lokalisierte Läsionen im ZNS an verschie-

denen Zeitpunkten nachgewiesen werden können [38]. Die Untersuchung des Li-

quors auf oligoklonale Antikörperbanden ist zentraler Bestandteil der Diagnostik von 

MS [38, 39].  
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Schübe Klinische 

Manifestati-

onen 

Weitere erforderliche Diagnostik 

2 2 Keine, klinische Evidenz ausreichend 

2 1 Räumliche Dissemination, gezeigt durch: 

 • ≥ 1 T2 Läsion in mindestens 2 von 4  typischen 

MS-Regionen des ZNS (periventrikulär, juxtakortical, 

infratentoriell oder spinal) 

 Oder 

 • Abwarten einer weiteren klinischen Manifestation, 

die auf eine andere ZNS Läsion hinweist 

1 2 Zeitliche Dissemination, gezeigt durch: 

 • Gleichzeitiges Vorliegen asymptomatischer Gado-

linium-anreichernder und -nichtanreichender Läsio-

nen zu jedem Zeitpunkt 

 Oder 

 • Eine neue T2 und/oder Gadolinium-anreichernde 

Läsion(en) im Folge MRT, ungeachtet ihrer zeitli-

chen Referenz zur vorangegangenen Bildgebung; 

 Oder 

 • Zweite klinische Manifestation 

1 1 Räumliche Dissemination (siehe oben) 

Und 

Zeitliche Dissemination (siehe oben) 



 15 

Neurologi-

sche Pro-

gression mit 

Verdacht 

auf PPMS 

 Mindestens 1 Jahr Progression plus 2 der folgenden 

Kriterien                                                                              

• ≥ 1 T2 Läsion in mindestens 2 von 4  typischen 

MS-Regionen des ZNS (periventrikulär, juxtakortical 

oder infratentoriell) 

• ≥ 2 spinale Läsionen                                              

•Nachweis einer intrathekalen IgG Synthese 

Tabelle 1: Diagnosekriterien der MS nach McDonald, 2010 [38] 

 

Die multiple Sklerose kann drei hauptsächliche Verlaufsformen annehmen. Am häu-

figsten (85%) ist die sogenannte relapsing remitting multiple sclerosis (RRMS), die 

auch als schubförmige MS bezeichnet wird [38]. Sie zeichnet sich durch meist sub-

akut einsetzende, mehrere Tage bis Wochen bestehende klinische Symptonatik 

(Schub) und weitgehende Symptomarmut zwischen den Schüben aus [38]. Des Wei-

teren gibt es die primär progrediente MS (PP-MS), charakterisiert durch schubfreie 

kontinuierliche Verschlechterung der Klinik ohne Remission [38], sowie die sekundär 

progrediente (SP-MS) mit fortschreitender neurologischer Grundsymptomatik zwi-

schen den Schüben [40].  

Weniger als die Hälfte aller RRMS Verläufe münden nach 10 Jahren in eine SP-MS 

[40]. Die mittlere Lebenserwartung wird durch MS um 10 bis 15 Jahre reduziert [11]. 

In Kohortenstudien wurde die krankheitsassoziierte Letalität der MS mit ca.50% be-

ziffert, jedoch hat sich die Überlebensrate in den letzten 20 Jahren durch neue the-

rapeutische Möglichkeiten merklich verbessert [2]. Etwa die Hälfte der Patienten ist 

30 Jahre nach der Diagnosestellung noch am Leben [11]. Als prognostisch ungüns-

tige Faktoren werden ein erhöhtes Erkrankungsalter, eine frühzeitige cerebelläre o-

der motorische Beteiligung sowie hochfrequente Schübe mit Residuen angesehen 

[41]. Zur Klassifizierung des Beeinträchtigungsgrades durch die multiple Sklerose 
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wird der EDSS (Expanded Disability Status Scale) als numerischer Parameter 

(Skala 0-10) herangezogen [42].  

1.4 Therapie der RRMS 

1.4.1 Therapie des akuten Schubes 

Als Schub wird bei der multiplen Sklerose eine subjektive oder objektivierte klinische 

Manifestation beschrieben, die mindestens 24 Stunden anhält, im Abstand von mehr 

als 30 Tagen zu vorangegangen Schüben auftritt sowie nicht Temperatur- (Ut-

hoffphänomen) oder Infekt-assoziiert ist [43]. Die Behandlung ist ab mittelschwerer 

schubassoziierter Verschlechterung der klinischen Symptome sicher indiziert [44]. 

Typischerweise erfolgt die Schubtherapie durch intravenöse Gabe von hochdosier-

ten Glukokortikoiden (Methylprednisolon) über mehrere Tage [44]; bei unzureichen-

dem Ansprechen kann nach 2-3 Wochen die Gabe von ACTH erfolgen [44]. Als Ne-

benwirkungen stehen metabolische Effekte wie Hyperglykämie und psychiatrische 

Beeinträchtigungen wie Stimmungsschwankungen im Vordergrund [45]. Bei weiterer 

Symptompersistenz kann eine Plasmapherese erwogen werden [44, 45] 

 
1.4.2 Dauertherapie 

Von der akuten Schubtherapie der MS muss die kontinuierliche Dauertherapie ab-

gegrenzt werden, mit der die Krankheitsaktivität möglichst vollständig unterdrückt 

und das Auftreten neuer Krankheitsschübe und eine Zunahme der Symptome ver-

hindert werden soll. Im Folgenden sollen die gängigen therapeutischen Strategien 

bei RRMS näher erläutert und die wichtigsten Medikamentengruppen vorgestellt 

werden.  

1.4.2.1 Basistherapie 

Für die dauerhafte Behandlung der RRMS werden als therapeutische Strategien die 

Basistherapie für milde Verlaufsformen und die Eskalationstherapie für eine (hoch-) 

aktive MS unterschieden [43]. Als bevorzugte Pharmaka unter den Erstlinien-DMDs 
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(=Disease modifying drugs) werden subkutan gegebenen Medikamente Beta Inter-

feron oder Glatirameracetat oder die oralen Medikamente Teriflunomid und Dime-

thylfumarat verwendet [46]. 

1.4.2.2 Eskalationstherapie 

Die Eskalationstherapie ist bei Patienten indiziert, die unter Basismedikation im „vor-

hergehenden Jahr mindestens einen Schub hatten und mindestens 9 T2-hyperin-

tense Läsionen oder mindestens eine Gadolinium anreichernde Läsion im kraniellen 

MRT-Scan aufweisen“ [43] ; zu diesen Medikamente zählen die Immunmodulatoren 

Natalizumab, Alemtuzumab und Fingolimod [43]. Als zweite Wahl können die Im-

munsupressiva Cyclophosphamid oder Mitoxantron zum Einsatz kommen [43]. 

 

Abbildung 1: Therapieschema bei RRMS [47] Einleitung einer Basistherapie mit den DMDs Inter-
feron ß und Glatirameracetat; bei unzureichendem Ansprechen oder Tolerierung erfolgt ein Wechsel 
zur Eskalationstherapie mit Natalizumab oder Fingolimod. 
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Der Einsatz von Natalizumab oder Fingolimod ist bei einer schweren RRMS („2 oder 

mehr Schübe mit Behinderungsprogression im Jahr zuvor und in der kraniellen MRT 

eine oder mehrere Gadolinium anreichernde Läsionen oder eine signifikante Erhö-

hung der T2-Läsionen im Vergleich zu einer kürzlich durchgeführten, 6–12 Monate 

alten MRT-Aufnahme“ [43]) bereits als Erstlinienmedikation möglich [43]. Bei Pati-

enten, die mit Natalizumab behandelt werden, besteht bei einer Behandlungsdauer 

von über 24 Monaten ein erhöhtes Risiko, eine schwere opportunistische Infektion 

des ZNS, die Progressive Multifokale Leukenzephalopathie (PML) zu entwickeln 

[48]. Diese Infektion wird durch JCV ausgelöst [49]. Eine Ausweichtherapie für ful-

minante Krankheitsverläufe der MS kann gegebenenfalls die Verabreichung von 

Cyclophosphamid darstellen [43].   

1.4.3 Krankheitsspezifische Medikation 

In den vergangenen Jahren haben innovative therapeutische Interventionsmöglich-

keiten die Behandlung der RRMS revolutioniert. Parallel zum besseren Verständnis 

der pathophysiologischen Prozesse haben sich neue medikamentöse Strategien 

etabliert, die als Immunmodulatoren in der Lage sind, gezielt Schritte der leukozytä-

ren Migration oder der autoinflammatorischen Kaskade zu beeinflussen. Zusammen 

mit klassischen Immunsuppresiva, die als direkte Inhibitoren der Proliferation von 

Immunzellen fungieren, bilden die Immunmodulatoren die maßgebliche Kompo-

nente des sogenannten Disease modifying treatment (DMT). Ziele des DMT sind 

eine langsamere Progression der Läsionen im ZNS sowie ein selteneres Auftreten 

von Schüben. Der Beginn der Therapie wird bei Vorliegen einer RRMS mit mindes-

tens einem dokumentierten Schub innerhalb der letzten zwei Jahre empfohlen [46]. 

Allerdings gilt es anzumerken, dass die medikamentöse Intervention weder eine ur-

sächliche Heilung der MS darstellt, noch ist ihre Anwendung aufgrund einer Anzahl 

an non-respondern und möglicher schwerwiegender Nebenwirkungen gänzlich un-

problematisch.  
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1.4.3.1 ß-Interferone 

Bei Beta Interferonen handelt es sich um natürlicherweise im menschlichen Orga-

nismus vorkommende Zytokine [50]. Rekombinante Varianten von INFß gehören zu 

den ältesten pharmakologisch verwendeten Immunmodulatoren und fungieren stan-

dardmäßig als Erstlinienmedikament zur Dauerbehandlung einer RRMS [50]. Ihre 

Wirkung entfaltet sich am INFß Rezeptor, dessen Aktivierung die Freisetzung anti-

entzündlicher Botenstoffe wie Il10 fördert [51]. Die Appllikation von INFß kann so-

wohl subkutan alle zwei Tage oder einmal wöchentlich intramuskulär erfolgen [52]. 

Für INFß1b wurde bei subkutaner Injektion jeweils eine Reduktion der Schübe um 

34 % und ein reduziertes Auftreten neuer Läsionen nachgewiesen [53]. Auch eine 

zweiwöchentliche subkutane Anwendung von pegylierten INFß als Retardpräparat 

ist möglich [54]. Zu den Nebenwirkungen von INFß zählen insbesondere grippear-

tige Nebenwirkungen wie Kopf- und Gliederschmerzen, depressive Verstimmungen 

und Transaminasenanstiege [55, 56] . Auch können neutralisierende Antikörper ge-

gen INFß gebildet werden, die den therapeutischen Effekt verringern [57]. 

1.4.3.2 Glatirameracetat 

Glatirameracetat ist ein Polypeptidgemisch, welches strukturelle Ähnlichkeit mit dem 

Myelinbasischen Protein (MBP) besitzt [58]. Es bindet kompetitiv zum MBP an den 

MHC Komplex von Antigen präsentierenden Zellen (APC) und verhindert so die APC 

abhängige Aktivierung von T-Lymphozyten im ZNS [58]. Darüber hinaus wird das 

Verhältnis von TH1 und TH2 CD4+ T-Zellen zu den TH2 Lymphozyten hin verscho-

ben, welche durch Sezernierung antiinflammatorischer Zytokine wie Il10 und TGFß 

der autoimmunen Kaskade entgegenwirken [59]. Der therapeutische Nutzen von 

Glatirameracetat umfasst eine verminderte Schubrate und eine signifikante Reduk-

tion T2 aktiver Läsionen im MRT [60]. 
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1.4.3.3 Teriflunomid 

Teriflunomid wirkt als aktiver Metabolit von Leflunomid als Inhibitor der Dihydrooro-

tatdehydrogenase und damit des letzten Schrittes der de novo Pyrimidinsynthese 

[61, 62]. Damit wird die Reproduktion von Immunzellen eingeschränkt [61]. Zusätz-

lich hindert der Wirkstoff die Interaktion von T-Lymphozyten mit Antigen-präsentie-

renden Zellen [62]. Ein positiver Effekt von Teriflunomid wurde hauptsächlich auf die 

Schubfrequenz beschrieben, wohingegen Daten zur Reduktion der Behinderungs-

progression bei zum Teil eingeschränkter Aussagekraft durch hohe Drop-Out Raten 

widersprüchlich bleiben [63, 64]. Typische Nebenwirkungen umfassen Übelkeit, Di-

arrhoe und Transaminasenerhöhung, sowie ein möglicherweise erhöhtes teratoge-

nes Risiko. [64, 65] 

1.4.3.4 Dimethylfumarat 

Bei Dimethylfumarat handelt es sich um einen immunmodulatorischen Fumarsäu-

reester, der vermutlich über Aktivierung des Nuclear Factor related Factor 2 (Nrf 2) 

Transkriptionsfaktors wirkt [66]. Dieser stellt einen wichtigen Regulator antioxidativer 

und zytoprotektiver sowie entzündungshemmender Prozesse dar [66]. Neuere For-

schungsergebnisse legen zudem nahe, dass durch Inhibition von TLR abhängiger 

M1- und K63-Polyubiquitin Kettenbildung innerhalb NFκB Pathways die Synthese 

proinflammatorischer Zytokine gehemmt wird [67]. In klinischen Studien wurde so-

wohl ein positiver Effekt auf die Schubrate als auch auf die Behinderungsprogres-

sion nachgewiesen [68]. Als ernstzunehmende Komplikation ist das Auftreten einer 

PML unter DMF Therapie beschrieben worden [69]. 
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1.4.3.5 Mitoxantron  

Das potente Zytostatikum Mitoxantron hemmt durch Interkalation mit der DNA und 

Modulierung der Topoisomerase II die Proliferation der Lymphozyten und Makro-

phagen [70]. Es ist sowohl für die RRMS als auch für die sekundär progrediente 

Form der MS zugelassen [71]. Aufgrund kardiotoxischer Nebenwirkungen besteht 

für Mitoxantron eine maximale kumulative Lebenszeitdosis [72].  

1.4.3.6 Fingolimod 

Bei Fingolimod (FTY720) handelt es sich um einen zur Gruppe der Sphingolipide 

gehörigen Immunmodulator [73]. Der Wirkstoff wird nach oraler Aufnahme durch die 

Sphingosinkinase-2 zum pharmakologisch aktiven Metaboliten FTY720-P phospho-

ryliert [73]. Das FTY720-P agonisiert den G-Protein gekoppelten Sphingosin-1-

Phosphat-Rezeptor (S1P) der B- und T- Lymphozyten [73]. Dadurch kommt es zu 

einer Internalisierung des Rezeptors in die Zelle und dessen anschließenden Abbau 

[73]. Durch diese Verringerung der Rezeptordiche wird die physiologische Sphin-

gloipid-vermittelte Wanderung der Lymphozyten aus den Lymphknoten in die Zirku-

lation verringert [73]. In klinischen Studien wurde Fingolimod ein positiver Effekt auf 

die Krankheitsaktivität bei MS beschieden, allerdings nicht auf die Behinderungspro-

gression [74]. Zu den häufigsten Nebenwirkungen von Fingolimod zählen eine er-

höhte Inzidenz von VZV Infektionen, atrioventrikuläre Überleitungsstörungen und 

Flüssigkeitseinstrom in die Netzhaut (Makulaödeme) [75, 76]. 

1.4.3.7 Natalizumab 

Natalizumab ist als hocheffektiver Immunmodulator zentrales Element der Eskalati-

onstherapie der RRMS. Der humanisierte monoklonale Antikörper inhibitibiert die α4 

Untereinheit des Zelladhäsionsmoleküls α4ß1-Integrin auf der Lymphozytenoberflä 
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che und hemmt dadurch die α4ß1-Integrin/V-CAM1-abhängige Diapedese von vor-

wiegend T- Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ins ZNS [77]. Somit 

kann verhindert werden, dass proinflammatorisch wirkende Zellen das Komparti-

ment ihrer autoimmunen Wirkung überhaupt erst erreichen [77]. Das Medikament ist 

als monatliche, intravenöse Monotherapie bei hochaktiver MS oder mangelhaftem 

Ansprechen nach Erstlinientherapie zugelassen [78]. Die placebokontrollierte Phase 

3 Zulassungsstudie („AFFIRM“) ergab eine Reduktion der Schubfrequenz um 68% 

und eine Risikoreduktion der Behinderungsprogression um 42% [79]; inzwischen 

konnte die ausgezeichnete Wirkung von Natalizumab bei RRMS in mehreren An-

wendungsbeobachtungen bestätigt werden [80]. Als gefürchtete Komplikation ist bei 

Natalizumabtherapie die progressive multifokalen Leukenzapholapathie (PML) beo-

bachtet worden [81]. Dabei handelt es sich um eine akut-fortschreitende, durch JC 

Virus ausgelöste Demyelinisierung der weißen Hirnsubstanz, welche lokalisations-

abhängig über massive motorische und kognitive Einbußen innerhalb kurzen Zeit-

räumen zum Tode führen kann [49]. Das Risiko einer PML unter Natalizumab steigt 

sowohl mit der Dauer der Immunotherapie und durch Vorbehandlung mit anderen 

Immunsuppresiva [82]. Bei dem JC Virus handelt es sich um einen den Polyomavi-

ren zugehörigen DNA-Virus, dessen Genom nach ausgeheilter, meist asymptomati-

scher Erstinfektion in der Niere oder den Zellen des lymphatischen Systems persis-

tieren kann [83]. Die Durchseuchungsrate mit dem JC Virus beträgt bei Erwachse-

nen schätzungsweise knapp 60% [84]. Unter Immunsuppression ist durch Virusre-

aktivierung oder Reinfektion das Auftreten einer PML möglich [49]. Nachzweijähriger 

Behandlung mit Natalizumab ist daher eine regelmäßige serologische Untersuchung 

auf JC Virus Antikörper zu empfehlen [43]. Während das PML Risiko bei Patienten 

ohne nachgewiesene Antikörper gegen JCV nahe Null beträgt [84], sollte bei positi-

ver Serologie oder Serokonversion die Fortführung der Therapie einer Nutzen-Risiko 

Betrachtung unterzogen werden, gegebenenfalls auf ein anderes Medikament ge-

wechselt werden [47]. Ferner sind unter Natalizumab infusionsassoziierte Kopf-

schmerzen oder anaphylaktische Reaktionen berichtet worden [79], ein Einfluss auf 

die Entstehung maligner Hauttumore wie dem Melanom scheint sich hingegen nicht 
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zu bestätigen [85]. Zudem kann der immunmodulatorische Effekt von Natalizumab 

durch das Auftreten neutralisierender Antikörper gegen den Wirkstoff (in unter 10% 

der Fälle) vermindert werden [86]. 

1.4.3.8 Alemtuzumab 

Alemtuzumab ist ein monoklonaler, humanisierter Antikörper gegen CD52, welches 

auf der Oberfläche von reifen T- und B- Lymphozyten exprimiert wird [87]. Die Bin-

dung der CD52+ Zellen durch Alemtuzumab führt zu einer antikörperabhängigen, 

zellvermittelten Zytotoxizität (ADCC = antibody dependent cellular cytotoxity), wel-

che hauptsächlich durch NK Zellen vermittelt wird [87, 88] . Die überlegene Effekti-

vität von Alemtuzumab bei RRMS wurde mit Interferon beta als aktiver Vergleichs-

substanz in einer Phase II und zwei Phase III Studien nachgewiesen [89, 90]. Alem-

tuzumab wird an fünf aufeinander folgenden Tagen und ein Jahr später an drei auf-

einander folgenden Tagen verabreicht [87]. Zu den häufigsten Nebenwirkungen zäh-

len allergische Infusionsreaktionen, Immunthrombozytopenie sowie Infektionen [87].  

 
 
1.5 Einführung in das Immunsystem 
 
 
Das Immunsystem stellt ein hochkomplexes, präzise abgestimmtes Zusammenspiel 

von Abwehrmechanismen dar, welches höhere Organismen vor schädlicher Einwir-

kung von Krankheitserregern oder Fremdstoffen schützen soll. Grob kann es in ei-

nen stammesgeschichtlich älteren Anteil, die angeborene Immunabwehr, sowie das 

jüngere adaptive Immunsystem unterteilt werden. Auch werden humorale und zellu-

läre Komponenten unterschieden. Im Laufe der Evolution haben Effektivität und 

Wirkspektrum des Immunsystems deutlich zugenommen [91]. Zu den wichtigsten 

Aufgaben der Immunabwehr gehören die Erkennung, Markierung und Beseitigung 
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eines in den Organismus eingedrungenen Pathogens. Zusätzlich soll über das adap-

tive Immunsystem die Gedächtnisbildung und somit eine bei Reinfektion effizientere 

und zielgerichtete immunologische Antwort sichergestellt werden. 

 

1.5.1 Angeborenes Immunsystem 

 

Das angeborene Immunsystem stellt eine Vielzahl schneller Abwehrmechanismen 

des Körpers dar, deren Aktivierung nicht an die antigenspezifische Identifikation ei-

nes Pathogens gebunden ist und die kein immunologisches Gedächtnis hervorbrin-

gen. Die Immunantwort erfolgt zunächst lokal bei Eindringen eines Erregers oder 

Fremdkörpers in den Organismus und wird durch Zellen wie Granulozyten, Mastzel-

len, mononukleäre Zellen (z.B. Makrophagen) und NK (natural killer) Zellen vermit-

telt [92]. Die Abwehrzellen können über die Erkennung charakteristischer körper-

fremder Molekülmuster (pathogen-associated-molecular-patterns = PAMPs) die Im-

munabwehr unverzüglich einleiten. Zu diesen molekularen Mustern zählen neben 

Zellwandbestandteilen von Bakterien oder Pilzen auch virale oder bakterielle Nukle-

insäuresequenzen [92]. Die Erkennung der PAMPs geschieht durch relativ unspezi-

fische Rezeptoren (Pathogen recognition receptors = PRR) wie Toll-like Rezeptoren 

für extrazelluläre oder NOD1-like Rezeptoren für intrazelluläre Pathogene [92]. Mak-

rophagen und neutrophile Granulozyten können die so erkannten Erreger direkt pha-

gozytieren und durch lysosymale Enzyme und toxische Radikale wie NO und H2O2 

(respiratory burst) abtöten [93]. Dabei verstärken Makrophagen durch Auschüttung 

der proinflammatorischen Zytokine Il1ß, Il6 und TNFα die lokale Abwehrreaktion 

[94]. Auch durch das Komplementsystem, welches Lyse oder Opsonierung von Er-

regern bewirkt, wird die zelluläre Immunantwort unterstützt [95]. Einen wichtigen re-

gulierenden Einfluss auf Entzündungsreaktion üben u.a. hepatisch synthetisierte 

akut-Phase-Proteine aus [96]. Die phagozytierten Erregerbestandteile können von 

Makrophagen und dendritschen Zellen als Antigene den Zellen der adaptivierten Im-

munabwehr (Lymphozyten) präsentiert werden und zeitverzögert eine spezifische 
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Immunantwort induzieren [92]. Eine Sonderstellung der angeborenen Abwehr neh-

men die apoptotisch wirksamen NK Zellen ein, welche Pathogene nicht unmittelbar 

erkennen, sondern virusinfizierte Zellen über deren niedrige MHC I Expression iden-

tifizieren und abtöten [92]. 

 

1.5.2 Adaptives Immunsystem 

 

Das adaptive Immunsystem ist Vermittler der spezifischen Abwehr. Seine Wirkung 

tritt zeitverzögert in Kraft, nimmt im Laufe des Lebens durch Gedächtnisbildung aber 

an Geschwindigkeit zu. Zelluläre Haupteffektoren sind T- und B- Lymphozyten sowie 

die aus B-Zellen entstehenden Plasmazellen [97]. Plasmazellen sind, zusammen 

mit ihrer Vorstufe, den Plasmablasten, für die Sezernierung der Immunglobuline zu-

ständig [98], welche durch Bindung ihres spezifischen Antigens dieses unschädlich 

machen oder seine Elimination erleichtern. Immunglobuline können entweder 

membranständig als Rezeptoren auf der B-Zelloberfläche fungieren oder frei zirku-

lieren [97]. Ihre Hauptklassen umfassen IgM, IgD, IgG, IgE und IgA [99]. Ihre Mono-

mere Grundstruktur besteht in jedem Fall aus je zwei leichten und zwei schweren 

Peptidketten, die wiederum aus konstanten und variablen Abschnitten bestehen; 

letztere bilden die Antigenbindungsstelle, die für alle klonalen Antikörper identisch 

ist [99]. 

 

1.5.2.1 T-Lymphozyten – Entwicklung und Differenzierung 

 

T-Lymphozyten entstehen aus lymphatischen Vorläuferzellen, welche ursprünglich 

aus dem Knochenmark stammen; die eigentliche Differenzierung der T-Zellen läuft 

jedoch im Thymus ab [100]. Dort erfolgt nach V-DJ Umlagerung der betreffenden 

Gene die Synthese des (prä-) T-Zellrezeptors, der aus einer a und ß Kette sowie 

dem Cofaktor CD3 besteht [101]. Mit der Expression der beiden Corezeptoren CD4 

und CD8 (vorübergehend sind die Zellen für beides positiv [100]) beginnt die positive 
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Selektion der Zellen hinsichtlich ihrer Bindungsaffinität zu MHC I und II Oberflächen-

molekülen [102]. Ohne Präsentation durch MHC Moleküle kann der T-Zellrezeptor 

nicht an sein betreffendes Antigen binden. Während MHC I ubiquitär auf allen kern-

haltigen Zellen vorkommt, ist MHC II v.a. auf dendritsche Zellen, Makorphagen und 

B-Lymphozyten beschränkt [103]. Vorwiegend MHC I quervernetzende T-Zellen 

werden zu CD8+ cytotoxischen T-Zellen, während MHC II bindende Zellen zu CD4+ 

T-Helferzellen (TH-Zellen) heranreifen [102]. Im Mark des Thymus findet nachfol-

gend die negative Selektion der T-Lymphozyten statt, um zu gewährleisten, dass 

deren Affinität zu Selbst-Peptiden eine gewisse Schwelle nicht übersteigt [102]. Im 

Anschluss können die Lymphozyten als naive T-Zellen (T-Zellen ohne spezifischen 

Antigenkontakt) in periphere Kompartimente migrieren. Die weitere Reifung der na-

iven CD4 und CD8 T-Lymphozyten erfolgt in den T-Zonen des lymphatischen Ge-

webes [103]. Dort ansässige interdigitierende dendritische Zellen (IDZ) enthalten als 

wirksamste aller APZ diverse Costimulatoren (z.B. Protein B7), wodurch sie im Ge-

gensatz zu Makrophagen und B-Zellen auch naive CD4- und CD8-Zellen aktivieren 

können [103]. Im Zuge dieser Aktivierung entwickeln sich CD8+ Zellen zu zytotoxi-

schen T-Lymphozyten, welche über zytotoxisches Perforin und CD95 (FasL) die Zer-

störung ihrer Zielzellen bewirken [104]. Naive CD4 Zellen hingegen differenzieren 

sich entweder zu TH Effektorzellen (darunter TH1, TH2 und TH17 Zellen) oder Treg 

Zellen [105]. T-Helfer Zellen entfalten ihre Wirkung über die Stimulation anderer 

Komponenten des Immunsystems: TH1 Zellen stimulieren beispielsweise Makropha-

gen und NK Zellen gegen intrazellulären Erreger und TH2 Zellen unterstützen Gra-

nulozyten gegen extrazelluläre Erreger [103].  

 

1.5.2.2 B-Lymphozyten – Entwicklung und Aktivierung  

 

Die B-Lymphozyten sind neben den T-Lymphozyten die zentrale Komponente der 

adaptierten, zellvermittelten Immunabwehr. Analog zur Reifung der T-Zellen im Thy-

mus reifen B-Lymphozyten aus lymphatischen Vorläuferzellen im Knochenmark, be-
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vor sie ins Blut und sekundäre lymphatische Organe auswandern. Um eine größt-

mögliche Vielfalt an unterschiedlichen Antigenspezifitäten zu gewährleisten, durch-

laufen die Zellen bei ihrer Differenzierung mehrere Umlagerungsprozesse der für B-

Zellrezeptor bzw. Immunglobuline codierenden Gene. Zunächst differenziert sich die 

lymphatische Vorläuferzelle im Stroma des Knochenmarks unter Einfluss von Zyto-

kinen zu einer pro-B-Zelle [106]. Diese beginnt mit dem genetischen Rearrangement 

des Locus der schweren Kette (heavy chain locus) über eine Verknüpfung zwischen 

D (diversity) und J (joining) Domäne, anschließend wird die VH (variable) Region an 

die entstandene DJ Sequenz angehängt [106]. Hat eine solche VH-DJ Umlagerung 

stattgefunden, kann eine vollständige µ-Kette (schwere Kette) synthetisiert werden 

und mit den Ersatzleichtkettenproteinen λ5 und VpreB einen provisorischen prä-B-

Zellrezeptor bilden [106]. Durch intrazelluläre Signale blockiert der prä-B-Zellrezep-

tor das weitere Rearrangement und induziert unter ständiger Zellteilung die Differen-

zierung der pro-B-Zelle zur prä-B-Zelle [106]. Nach Beendigung der Proliferation 

kommt es in den prä-B-Zellen zur Umlagerung des Locus der leichten Kette (light 

chain locus), welcher über eine V-J Verknüpfung innerhalb eines κ oder  λ Ketten-

gens erfolgt [106]. Schwere und leichte Kette können nun ein vollständiges IgM Mo-

lekül als ersten B-Zellrezeptor der unreifen B- Zelle bilden [107]. Unreife B-Zellen 

werden anschließend durch Zellen des Knochenmarks auf Selbsttoleranz geprüft, 

autoreaktive Lymphozyten gehen dabei apoptotisch zugrunde oder durchlaufen ein 

weiteres Rearrangement der Leichtkette (Rezeptor editing) [106]. Beim Verlassen 

des Knochenmarks entwickeln sich die unreifen B-Zellen zu reifen B-Zellen, die Im-

munglobuline der Klassen IgM als auch IgD exprimieren [107].  

 

Zunächst rezirkulieren diese noch naiven B-Lymphozyten zwischen Blut und Lymph-

system. Sobald eine der Zellen in der Peripherie ihr spezifisches Antigen gebunden 

hat (z.B. über Präsentation durch dendritische Zellen), exprimiert sie auf ihrer Ober-

fläche vermehrt Adhäsionsmoleküle (z.B. LFA-1) [108]. Dies verschafft ihr nach Ein-

tritt in die sekundären lymphatischen Organe wie Lymphknoten oder Milz eine feste 

Bindung im Übergangsbereich zwischen der T-und B-Zone und damit eine erhöhte 
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Kontaktwahrscheinlichkeit mit einer kognanten (d.h. für dasselbe Antigen spezifi-

schen) T-Helferzelle [108]. Die Erkennung dieses gemeinsamen Antigens durch den 

T-Zellrezeptor eines TH-Lymphozyten ist zwingende Voraussetzung für die T- Zell 

abhängige B-Zell-Aktivierung [108]. Die Antigenpräsentation erfolgt auf einem MHC 

II Molekül der B- Zell-Oberfläche, nachdem das Antigen in Folge der B-Zellrezeptor-

bindung durch Endozytose aufgenommen und intrazellulär prozessiert wurde [108]. 

B- und T- Lymphozyt können dabei für verschiedene Epitope desselben Antigens 

spezifisch sein [108]. Durch Bindung des T-Zell-Rezeptors an den MHC II-Antigen-

fragment-Komplex auf der B-Zelloberfläche wird die T-lymphozytäre Expression von 

CD40 Ligand und Sezernierung von Il4 stimuliert [108]. Beide Faktoren induzieren 

die Proliferation und Weiterdifferenzierung der B-Zelle. Interagierende TH- und B-

Lymphozyten wandern in die Marksinus der Lymphknoten bzw. zwischen T- Zone 

und rote Pulpa der Milz, um einen sogenannten Primärfokus zu bilden [108]. Dort 

erfolgt die Entwicklung einiger B-Lymphozyten zu Plasmablasten, welche für eine 

erste spezifische Antikörperproduktion verantwortlich sind [98].  

 

Andere B-Zellen wandern unter dem Einfluss von CXCL13 in primäre Lymphfollikel, 

um mit Hilfe von T-Zellen und follikulären dendritischen Zellen Keimzentren zu bilden 

[108, 109]. Im Zuge der dort stattfindenden somatischen Hypermutation (Punktmu-

tationen der V-Gene bei klonaler Vermehrung) werden die B-Lymphozyten im Keim-

zentrum hinsichtlich der Bindungsaffinität zu ihrem Antigen selektiert [108, 109]. 

Auch erfolgen ein oder mehrere Antikörperklassenwechsel zu anderen Isoformen 

[109]. Am Ende dieses Prozesses differenzieren sich hochspezifische, potentiell 

langlebige CD27+ B-Gedächtniszellen (memory) oder Plasmazellen heraus [110]. 

Letztere sind wichtige Effektoren der Antikörpersynthese [111]. Ein Teil dieser lang-

lebigen Plasmazellen entwickelt sich auch direkt aus den bereits beschriebenen 

kurzlebigen Plasmablasten [111]. Das Gros der Plasmazellen des menschlichen Or-

ganismus persistiert im Knochenmark, welches ein für ihr Überleben geeignetes 

Mirkromilieu bereitstellt [111] und steht dem Immunsystem entsprechend langfristig 

zur Verfügung. 
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1.5.2.3 B-Lymphozyten und multiple Sklerose 

 

Obgleich die entscheidende Rolle der T-Lymphozyten bei der Entstehung der mul-

tiplen Sklerose unbestritten ist, sind B-Lymphozyten bei der Erforschung der Patho-

genese der MS in den letzten Jahren in den Vordergrund gerückt. B-Lymphozyten 

sind bei MS mit einer ektopen Bildung von Keimzentren in den Meningen in Verbin-

dung gebracht worden [112]. Dies geschieht u.a. als Folge CXCL13 vermittlelter 

Chemotaxis von B-Zellen in den Liquor cerebrospinailis [113]. Intrathekale B-Lym-

phozyten sind Ursprung von Immunglobulinen, welche als sogenannte oligoklonale 

Banden bei multipler Sklerose nachgewiesen werden können [113, 114]. Die Anti-

körper tragen intrathekal zur Inflammation und Zerstörung des Myelins bei [114, 

115]. Darüber hinaus fungieren B-Zellen als APC für autoreaktive T-Lymphozyten 

und induzieren deren klonale Expansion, Gedächtnisbildung und Zytokinfreisetzung 

[115]. Gleichzeitig sezernieren B-Zellen auch eigene proinflammatorische Zytokine 

wie Il6, TNFα und Lymphotoxin α [115].  

Dem stehen die regulatorischen Eigenschaften der Übergangs-B-Lymphozyten und 

der regulatorischen B-Zellen gegenüber, welche das T-Zell supprimierende Il10 bzw. 

Il35 sezernieren [115]. Bei multipler Sklerose ist eine erhöhte Il6 Sekretion bei ver-

minderter Il10 Ausschüttung gemessen worden [115]. Durch die Faktoren BAFF (=B 

Cell activating factor of the TNF family) und APRIL (A Proliferation-inducing ligand) 

können sich die intrathekalen B-Lymphozyten offenbar selbst erhalten [115, 116]. Im 

peripheren Blut wurden autoreaktive B-Zellen nachgewiesen, was einen cross-talk 

der intrathekalen und peripheren B-Lymphozyten nahelegt [115, 117]. Im Zuge des-

sen wird ein Antigentransport durch die B-Zellen in sekundäre lymphatische Organe 

und Stimulation und Rekrutierung weiterer T-Zellen in das ZNS vermutet [115].  
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2. Fragestellung der Arbeit 

 

Die vorliegende Arbeit soll klären, inwieweit die Frequenzen von B-Lymphozyten so-

wie ihrer Subpopulationen durch das Vorliegen einer MS Erkrankung bzw. durch 

krankheitsspezifische Therapie mit dem humanen Antikörper Natalizumab quantita-

tiv beeinflusst werden. Auch soll die Auswirkung der MS Erkrankung und der Immu-

notherapie mit Natalizumab auf die Konzentrationen verschiedener löslicher Antikör-

per und Zytokine im Blutserum ermittelt werden. Im Einzelnen sind dabei folgende 

Gesichtspunkte von Interesse: 

 

1. Gibt es statistisch signifikante Unterschiede in der Frequenz der gesamten CD3-

CD19+ B-Lymphozyten zwischen gesunden Individuuen, MS Patienten ohne krank-

heitsspezifischer Therapie und MS Patienten mit Natalizumab? 

2. Gibt es signifikante Unterschiede in den Frequenzen der CD3-

CD19+CD20+CD27- naiven B- Lymphozyten zwischen gesunden Probanden, MS 

Patienten ohne Therapie und MS Patienten unter Natalizumab? 

3. Gibt es signifikante Unterschiede in den Frequenzen der CD3-

CD19+CD20+CD27++ memory B- Lymphozyten zwischen gesunden Probanden, 

MS Patienten ohne Therapie und MS Patienten mit Natalizumab? 

4. Besonderes Augenmerk wird auf die Frage gerichtet, inwiefern die MS Erkrankung 

bzw. die Immunotherapie mit Natalizumab die terminal differenzierten B-Lymphozy-

ten beeinflusst. Gibt es also signifikante Unterschiede in den Frequenzen der CD3-

CD19+CD20-CD27++ terminal differenzierten B- Lymphozyten zwischen gesunden 

Probanden, MS Patienten ohne Therapie und MS Patienten mit Natalizumab? 

5. Gibt es signifikante Unterschiede in den Serumkonzentrationen der löslichen IgG, 

IgA und IgM Antikörper sowie der Zytokine BAFF, Il1ß, Il21, Il35 und TNFß zwischen 

gesunden Personen, MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie und Nata-

lizumabpatienten? 
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3.       Material und Methoden 

 

3.1  Material 

 

3.1.1 Tabelle verwendeter Lösungen  

 

Lösungen  Hersteller 

Aqua destilliert Apotheke Universitätsklinikum, Tübin-
gen 

Bovine Serum Albumine (BSA) pH 7,0 PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Austria 

DMSO (Dimethylsulfoxide) C2H6OS SERVA Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland 

FACS Rinse Becton & Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland 

FACS Safe Becton & Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland 

FACS Flow Becton & Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland 

Fetal Calf Serum (FCS), inaktiviert Invitrogen, Auckland, NZ 

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Me-
dium) 12440 (1x) & L-Glutamine, 25mM 
HEPES GIBCO® 

Invitrogen, Auckland, NZ 

H2SO4 - 

LSM 1077 Lymphocyte Separation Me-
dium 

PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Austria 

PBS: Dulbecco’s PBS (1x) without Ca & 
Mg, steril  

PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Austria 

TrypanBlue Solution (0,4%) SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA 
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Tween-20 0,05% BioRad, München, Deutschland 

Tabelle 2: Verwendete Lösungen 

 

3.1.2 Tabelle verwendeter Chemikalien 

 

Chemikalien Zusammensetzung 

ELISA Coating-Puffer (1:10) - 1,2 ml Coating Puffer (ELISA-Kit) 

- 10,8 ml destilliertes H2O   

ELISA Blocking-Puffer (1:10) - 3 ml Assay Puffer A 20x (ELISA-Kit) 

- 27 ml destilliertes H2O   

ELISA Assay Puffer 1x (1:20) - 5 ml Assay Puffer A 20x (ELISA-Kit) 

- 95 ml destilliertes H2O   

Wasch-Puffer (ELISA) - 500 ml PBS 

- 0,05% Tween-20 (250 µl) 

FACS-Puffer - 500 ml PBS 

- 5g BSA 

- 1 ml NaN3 

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien 

 

3.1.3 Tabelle verwendeter Einwegmaterialien 

 

Einwegmaterial Hersteller 

15 ml Tube CELLSTAR® Greiner bio-one, Frickenhausen, 
Deutschland 

50 ml Tube CELLSTAR®  Greiner bio-one, Frickenhausen, 
Deutschland 

96-well Zellkulturplatten Flat-Bottom, mit 
Deckel, Falcon® 

Becton Dickison Labware, Franklin La-
kes (USA) 
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96-well Zellkulturplatten U-Bottom, mit 
Deckel, CELLSTAR®  

Greiner bio-one, Frickenhausen, 
Deutschland 

BD Microlance 3 Needles BD Bioscences, Durham (USA) 

Deckglas 24x50 mm R. Langenbrinck, Emmendingen 

EDTA KE/9ml Monovette® Sarstedt, Nümbrecht 

Eppendorf-Cups Eppendorf AG, Hamburg 

FACS-Tubes (PP-Tubes 1,3ml 
8,55/44MM) 

Greiner bio-one, Frickenhausen 

Latex-Handschuhe, verschiedene Grö-
ßen 

Ansell, Tamworth (UK) 

Neubauer-Zählkammer Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sond-
heim/Rhön  

Objektträger Standard 76x26 mm R. Langenbrinck, Emmendingen 

Parafilm Pechiney, Plastic Packaging Menasha 
(USA) 

Pasteurpipetten, Einweg, 3ml Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land 

Pipettenspitzen, verschiedene Größen Sarstedt, Nümbrecht 

Safety-Multifly®-Set Sarstedt, Nümbrecht 

Serologische Pipette costar® verschie-
dene Volumina 

Corning Incorperated, Corning (USA) 

Serologische Pipette Falcon® verschie-
dene Volumina 

Becton Dickison Labware, Franklin La-

kes (USA) 

S-Monovette® Sarstedt, Nümbrecht 

Tabelle 4: Verwendete Einwegmaterialien 
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3.1.4 Tabelle verwendeter Laborgeräte 

 

Laborgeräte Hersteller 

-  86°C Freezer Forma Scientific, Inc., Marietta, Ohio, 
USA  

Auflichtmikroskop Wilovert A A Hund, Wetzlar 

Analysewaage Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Computer, IBM® kompatibel Fujitsu Siemens Computers, München  

Elektrische Eppendorf-Pipette „Easypet“ Eppendorf Vertrieb Deutschland 
GmbH, Wesseling-Berzdorf 

ELISA Reader Labsystems Multiskan 
MK II, Driver Version 4.04 

ThermoScientific, Braunschweig, 
Deutschland 

Eppendorf-Pipetten (verschiedene Volu-
mina und Ausführungen) 

Eppendorf Vertrieb Deutschland 
GmbH, Wesseling-Berzdorf 

FACS CyAnTM ADP Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 
Deutschland 

Gilson-Pipetten, Pipetman (verschie-

dene Volumina) 

Gilson, Inc., Middleton, USA 

Glasspritzen, Fortuna® Optima® Poulten & Graf GmbH, Wertheim, 
Deutschland 

Kühlzentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R  
 

Kendro Laboratory Products 
GmbH, Hanaus 

Mikroskop Axioplan 2  Carl Zeiss AG, Oberkochen  

 

Sterilisator, A16/50, BJ 1922, Inh. 14,6ltr 

 

WEBECO, Selmsdorf, Deutschland 

Vortex Genie 2TM  Bender & Hobein AG, Zürich, Schweiz 

Tabelle 5: Verwendete Laborgeräte 
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3.1.5 Tabelle verwendeter Antikörper 

 

Antigen Klon Fluorochrom Ak-Konzentration Hersteller 

CD3 BW264/56 FITC Keine Angabe d. 
Herstellers 

Miltenyi Bio-
tec GmbH, 
Bergisch-Gla-
dbach, 
Deutschland 

CD4 M-T466 PE 1 mg/ml Miltenyi Bio-
tec GmbH, 
Bergisch-Gla-
dbach, 
Deutschland 

CD4 MOPC-21  

 

APC-H7 Keine Angabe d. 
Herstellers 

BD Biosci-
ence, San 
Jose, CA, 
USA 

CD4  OKT-4 PB Keine Angabe d. 
Herstellers 

Ebioscience, 
San Diego, 
CA, USA 

CD20 L27 
 

APC-H7 100 µl/ml BD Biosci-
ence, San 
Jose, CA, 
USA 

CD19 

 

HIB-19 PB Keine Angabe d. 
Herstellers 
 
 

BioLegend, 
San Diego, 
CA, USA 

CD27  O323 PE Keine Angabe d. 
Herstellers 
 

BioLegend, 
San Diego, 
CA, USA 

Tabelle 6: Verwendete Antikörper 
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3.1.6 Tabelle verwendeter Software 

 

Tabelle 7: Verwendete Software 

 

3.2  Patientengruppen und Kontrollgruppe 

 

gesunde Kontroll-

gruppe 

 

Für die Studie wurden freiwillige gesunde Probanden 

herangezogen 

Patienten ohne The-

rapie 

 

Patienten mit RRMS ohne krankheitsspezifische Therapie 

Patienten Natalizum-

abtherapie 

 

Patienten mit RRMS unter Therapie mit Natalizumab 

Tabelle 8: Darstellung der verschiedenen Versuchsgruppen 

Die Patienten wurden aus der neurologischen Poliklinik sowie von den neurologi-

schen Stationen der Universitätsklinik Tübingen rekrutiert. Sie erfüllten die überar-

beiteten McDonald-Kriterien für MS [38]. Alle Patienten wurden aufgeklärt und ga-

ben ihre schriftliche Zustimmung gemäß dem vom Ethikkomitee der Universität Tü-

bingen genehmigten Protokoll. 

Bezeichnung Version Hersteller 

Excel 2013 15.0 Microsoft® 

IBM® SPSS® Statistics 23.0.0 IBM® 

Summit® 4.3 Build 2445 Dako Cytomation 
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3.3  Bestimmung der Subpopulationen der B-Lymphozyten und Durch-

 führung einer Serumanalyse   

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die quantitative Beschreibung verschiede-

ner Subpopulationen von B-Lymphozyten bei MS Patienten mit bzw. ohne krank-

heitsspezifischer Therapie mit Natalizumab sowie gesunden Individuen. Der Einfluss 

der MS und der medikamentösen Intervention mit Natalizumab auf die Frequenz 

unterschiedlicher B -Zellsubspezies sollte untersucht werden. Dabei wurden fol-

gende Populationen mittels Immunphänotypisierung bestimmt: Die gesamten B- 

Lymphozyten (CD3- CD19+), die B-Gedächtniszellen (CD3- CD19+ CD20+ CD27+), 

die naiven B- Zellen (CD3- CD19+ CD20+ CD27-) und die Plasmablasten (CD3- 

CD19+ CD20- CD27+). Zusätzlich wurden die Konzentrationen verschiedener mit 

dem Immunsystem assoziierter Serumproteine durch ELISA ermittelt. Die Konzent-

rationen wurden zwischen den MS Patienten mit und ohne Natalizumabtherapie so-

wie gesunden Individuen vergleichend analysiert. Erfasst wurden die Immunglobu-

line IgG, IgA und IgM sowie die Zytokine BAFF, Il1ß, Il21, Il35 und TNFß. 

 

3.4. Immunphänotypisierung mit dem FACS Gerät 

3.4.1 Isolierung der PBMC durch Dichtezentrifugation 

Zur Isolierung der PBMC (peipheral blood mononuclear cells), einem Zellkollektiv, 

zu dem unter anderem Lymphozyten und Monozyten gehören, wird der sogenannte 

Ficoll Gradient gemäß Protokoll von PAA als Dichtezentrifugationsverfahren ange-

wendet (GmbH, P.L. Protocol for Use Lymphocyte Separation Medium LSM 1077. 

2012.). Das Verfahren trennt die verschieden Blutbestandteile aufgrund ihrer dich-

teabhängigen Sedimentationseigenschaften derart, dass Monozyten und Lympho-

zyten eine deutlich abgrenzbare Bande bilden. Dazu werden zwei bis drei Röhrchen 

EDTA Blut von Patienten durch venöse Blutentnahme gewonnen, mit PBS 1:1 auf 
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ein Endvolumen von 30 ml verdünnt und das Vollblut/PBS Gemisch auf 15 ml des 

Ficoll Lymphozyten-Separationsmediums in ein 50 ml Falcon pipettiert. Aufgrund der 

höheren Massendichte des Lymphoprep Mediums (ϱ = 1,077 g/ml) bleiben die bei-

den Flüssigkeiten zunächst als zwei getrennte Phasen erhalten, es darf es zu keiner 

Vermengung des Blutes mit dem zytotoxischen Medium kommen. Nach einer 35 

minütigen Zentrifugation bei 1800 U/min ohne Bremse und einer Temperatur von 

22°C bilden sich dichteabhängig weitere Phasen aus. Erythrozyten und Granulozy-

ten haben eine höhere Massendichte als das Lymphoprep Medium und sedimentie-

ren sich als Bodensatz. Das Blutplasma bildet aufgrund seiner geringeren Dichte 

den Überstand. Die PBMC befinden sich zwischen Plasma und dem Separations-

medium in der sogenannten Interphase. Nun wird die Interphase, um weiterhin Kon-

takt mit dem Medium zu vermeiden, möglichst plasmanah mit einer Pipette entnom-

men mit PBS verdünnt. Nach zweimaliger Zentrifugation für 20 min bei 1500 U/min 

und 4°C wird jeweils der Überstand dekantiert und die PBMC in 5ml PBS aufgenom-

men. 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Phasen a) vor und b) nach der Zentrifugation von 
EDTA Blut über dem Lymphoprep-Medium [118] a) Das mit PBS verdünnte EDTA Blut bleibt auf-
grund seiner geringeren Dichte oberhalb des Seperationsmediums in einer eigenen Phase b) Die 
PBMC, darunter die Lymphozyten bilden die sogenannte Interphase. Diese befindet sich oberhalb 
des Seperationsmediums. Bodensatz bilden die Erythrozyten, der Überstand besteht vorwiegend aus 
Blutplasma. 

Blut

LSM 1077

Blut Plasma Phase

Interphase (Lymphozyten)

LSM Phase

Pellet (Erythrozyten)

a) b) 
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3.4.2 Zellzählung in der Neubauer Zählkammer 

 

Zur Bestimmung der Anzahl der isolierten PBMC werden diese mit Hilfe der soge-

nannten Neubauer Zählkammer unter dem Lichtmikroskop abgezählt. Hierfür wer-

den aus der PBMC/PBS Suspension 20 µl in eine 96well Platte pipettiert und dort 

mit 20 ul des Färbemediums Trypanblau 1:1 vermengt. 20 µl der so erhaltenen Sus-

pension werden nun zwischen Neubarer Zählkammer und Deckglas pipettiert und 

durch das Mikroskop betrachtet. In allen vier Quadranten der Kammer sind je 4x4 

quadratische Felder eingezeichnet, innerhalb derer jeweils sämtliche PMBC gezählt 

werden. Der daraufhin errechnete Durchschnittswert n pro Quadrant wird zur Be-

rechnung der Gesamtzellzahl N herangezogen. Dabei wird gemäß der Formel N = 

n x 2 x 𝟏𝟎𝟓 x V vorgegangen, wobei V dem Volumen der PBMC/PBS Suspension 

entspricht.  

 

3.4.3 FACS-Färbung und Antikörperkonzentrationen 

 

Durch die errechnete Zellzahl können nun die benötigten Volumina an Zellsuspen-

sion für die Einfach- und 4-fach FACS Färbung ermittelt werden. Die Volumina sind 

dabei so zu wählen, dass für jede Einfachfärbung jeweils 𝟏𝟎𝟓 Zellen und für jede 4-

fach Färbung 𝟏𝟎𝟔 Zellen verwertet werden können. Zusätzlich wird eine Leerprobe 

mit 𝟏𝟎𝟓 Zellen angesetzt, deren Zellen ungefärbt bleiben. Nach Pipettieren der er-

rechneten Volumina in eine 96well Platte wird diese mittels Zentrifugation für 4 min 

bei 1400 U/min und 4°C zweimalig in 200 ul FACS Puffer gewaschen. Zur Vermei-

dung unspezifischer Bindungen zwischen den Fc- und Fab-Anteilen der Antikörper 

werden für die Einzelfärbungen 25 µl eines Fc-Blocks (Verdünnung siehe Tabelle 9) 

bzw. 50 µl für die Mehrfachfärbung zu den Zellen gegeben. Die Inkubation des Fc 

Blocks erfolgt für 5 min bei 4°C im Kühlschrank, die Zellen werden anschließend 

nicht gewaschen. Nun werden die Antikörper in den Konzentrationen nach Tabelle 

9 bzw. 10 hinzugefügt. Dabei werden für jede Einzelfärbung 5 µl des betreffenden 
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Antikörpers und 20 µl FACS Puffer und für die 4 fach Färbung je 10 µl aller Antikörper 

sowie 10 ul FACS Puffer verwendet. Nach 30 min Inkubation bei 4°C, bei welcher 

die Fluorochrom-konjugierten Antikörper vor Lichteinwirkung mittels Aluminiumfolie 

geschützt werden müssen, werden die Zellen wiederum zweimal bei 1400 U/min 

und 4°C mit 200 µl FACS Puffer gewaschen und zuletzt mit 400 µl FACS Puffer in 

5ml FACS Tubes aufgenommen. 

 

verwendete Antikörper Ak-Konzentration in FACS-Puffer 

CD3 FITC 1:100 

CD4 PE 1:100 

CD4 PB 1:100 

CD4 APC-H7 1:20 

Fc-Block humanes IgG  1:50 

Tabelle 9: Ak-Konzentrationen der 1-fach Färbungen 

 

 

verwendete Antikörper Ak-Konzentration in FACS-Puffer 

CD3 FITC 1:100 

CD 20 APC-H7 1:25 

CD 27 PE 1:50 

CD 19 PB 1:100 

Fc-Block humanes IgG 1:50 

Tabelle 10: Ak-Konzentrationen der 4-fach Färbungen 
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3.4.4 Immunphänotypisierung 

 

Jede Subpopulation von Zellen kann anhand ihrer spezifischen Konfiguration von 

intrazellulären oder Oberflächenantigenen charakterisiert werden. Die FACS Ana-

lyse ermöglicht über Färbung mit Fluorochrom-markierten Antikörpern die Darstel-

lung der zellulären Antigenzusammensetzung. Dabei sind alle gleichfarbigen Anti-

körper jeweils spezifisch für ein Antigen, sodass jedes dieser Antigene einem Farb-

stoff zugeordnet werden kann. Durch Kombination verschiedener Antikörper kann 

die charakteristische Konstellation für jede Zelle sichtbar gemacht und die Zelle klas-

sifiziert werden. Bei der Immunphänotypisierung der B-Zellpopulationen werden 

diese mittels 4 fach Färbung auf die Oberflächenantigene CD3, CD19, CD20 und 

CD27 untersucht. Ziel hiervon ist die quantitative Analyse der CD3- CD19+ B-Lym-

phozyten, der CD3- CD19+ CD20+ CD27+ B-Gedächtniszellen, der CD3- CD19+ 

CD20+ CD27- naiven B-Zellen und der CD3- CD19+ CD20- CD27+ Plasmablasten 

bei den beiden Patientengruppen und der gesunden Kontrollgruppe. 

 

3.4.5 FACS-Gerät und FACS-Messung 

 

Bei dem verwendeten Durchflusszytometer handelt es sich um das FACS-Gerät 

CyAnTM ADP von der Firma DakoCytomation. Das FACS Gerät verfügt über drei 

Laser verschiedener Wellenlängen (635nm, 488nm, 405nm). Die Zellen gelangen 

beim Durchlaufen des Röhrenystems des Zytometers durch einen Glastubus, den 

sie dank elektrischer Spannung und Vibration einzeln passieren. Hier trifft das La-

serlicht auf die Zellen, wird durch diese gestreut und gleichzeitig durch die zellge-

bundenen Fluorochromantikörper partiell absorbiert. Durch photoelektrische Anre-

gung der Farbstoffe und konsekutive Lichtemission entsteht ein zusätzliches opti-

sches Signal. Streuereignis und Fluoreszenzemission durch eine Zelle werden von 

spezialisierten Detektoren aufgenommen und vom Gerät als Event registriert. Jedes 

Event besitzt eine charakteristische Konstellation aus zwei Streuwinkeln (vorwärts 
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und seitwärts) sowie den für die gebundenen Fluorochrome charakteristischen Wel-

lenlängen. Die Vorwärtsstreuung (Forward scatter, FS) kann über Größe, die Seit-

wärtsstreuung (Sideward scatter, SS) über Zellgranularität Aufschluss geben. Die 

emittierten Fluoreszenzsignale erlauben wiederum Rückschluss über die erfolgte 

Färbung und damit indirekt über die Oberflächenantigenstruktur einer Zelle. 

 

3.4.6 Auswertung der FACS Messungen 

 

Die Darstellung und Auswertung der zytomerischen Ergebnisse erfolgte mit dem 

Softwareprogramm Summit. Hier werden die gemessenen Parameter in logarithmi-

schen Koordinatensystemen (Dotplots) gegeneinander aufgetragen. Jeder Punkt in-

nerhalb des Dotplots entspricht dabei einem durch das FACS Gerät gemessenen 

Event. Der unten dargestellte Dotplot aus FS und SS erlaubt eine Vorselektierung 

der gefacsten Zellen (gating). Ausgewählt wird derjenige Bereich des SS/FS Plots, 

in welchem sich erfahrungsgemäß die PBMC und damit vitale Lymphozyten befin-

den.  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Darstellung des SS/FS Dotplots bei der FACS Analyse Im SS/ FS Dotplot werden 
die aus dem Blut der Probanden erhaltenen PBMC anhand ihrer Größe (FS = forward scatter) und 
Granluarität (SS= Sideward scatter) differenziert. Im eingegrenzten Bereich (Gate) „lymphocytes“ be-
finden sich das Gros der PBMC und damit zahlreiche lebende Lymphozyten, die bei der FACS Mes-
sung detektiert werden sollen.  

 
Die weiteren Dotplots tragen je zwei der Fluorochrome FITC, PE oder APCH7 ge-

geneinander auf, wobei ein Event dann als positiv für den betreffenden Farbstoff 
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Abbildung 5: Histogramm zur Farbintensität in Relation zur Eventzahl Die Gegenüberstellung 
der Eventcounts (Ordinate) und der logarithmischen Intensität des Farbsignals, hier CD27 PE 
(Abzisse) erlaubt über die Abgrenzbarkeit der Häufigkeitsgipfel (peaks) die qualitative 
Unterscheidung zwischen ungefärbten (R8) und gefärbten (R9) Zellen. 

definiert wird, wenn dessen Intensität näherungsweise den Wert 101 übersteigt bzw. 

sich in einer zweiten, abgrenzbaren Population von den ungefärbten Zellen absetzt. 

Wegen ähnlicher Emissionsspektren der Farbstoffe PE und FITC muss vor jeder 4 

fach Färbung eine Kompensation aller verwendeten Fluorochrome gegeneinander 

erfolgen. Dies wird mittels Einzelfärbungen erreicht, wobei in den Dotplots jede 

Farbe gegen jeweils alle weiteren kompensiert wird. Zur Kompensation dient das 

Digital-Signal-Processing Kompensations-Verfahren der Summit Software. 

  

 

Abbildung 4: Darstellung zweier PE/FITC Dotplots nach Einzelfärbung der PBMC mit CD3 FITC 
vor und nach der Kompensation a) Darstellung der nach CD3 FITC gefärbten Zellen im PE/FITC 
Dotplot im nicht kompensierten Zustand. Die Färbeeigenschaften der Zellpopulationen sind nicht ab-
grenzbar. b) PE/FITC Dotplot bei Färbung mit CD3 FITC nach der Kompensation. Die in „R2“ gega-
teten Zellen sind positiv für CD3 FITC 

 

Zusätzlich kann für die genaue Abgrenzung der Häufigkeitsgipfel (peaks) der ge-

färbten und ungefärbten Zellen die Signalintensität jedes Farbstoffs gegenüber der 

Eventanzahl (gesamt oder pro gate) in einem Histogramm dargestellt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 
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Nachfolgend wird die 4 fach Färbung mit den Antikörpern CD3 FITC, CD19 PB, 

CD27 PE und CD20 APC-H7 durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Darstellung der Dotplots SS/FS; CD3 FITC/ CD19 PB und CD 27 PE/ CD20 APCH7 
bei der 4 fach FACS Färbung a) Im SS/ FS Dotplot werden die aus dem Blut der Probanden erhal-
tenen PBMC im Gate „lymphocytes“ selektiert. b) Im FITC/ PB Dotplot werden die in „lymphozytes“ 
der im SS/FS Dotplot gegateten PBMC weiter auf ihre Färbeeigenschaften hinsichtlich der Antikörper 
CD3 FITC und CD19 PB analysiert. Die in Gate „R2“ eingegrenzten Zellen stellen die CD3-CD19+ 
B-Lymphozyten dar. c) Die in „R2“ gekennzeichneten CD3-CD19+ B- Lymphozyten werden im CD27 
PE/ CD20 APCH7 Dotplot anhand ihrer CD20 und CD27 Expression in die verschiedenen B-Zellpo-
pulationen, die CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B Zellen, CD3-CD19+CD20+CD27+ B-Gedächtnis-
zellen und CD3-CD19+CD20-CD27++ Plasmablasten, subklassifiziert. 

 

Im dargestellten CD3 FITC/ CD19 PB Dotplot werden die CD3- CD19+ B-Lympho-

zyten sichtbar gemacht. Diese dienen für das nachfolgende CD27 PE/ CD20 APC-

H7 Dotplot als gate („R2“). Es werden in diesem System folglich CD3-CD19+ B-

Lymphozyten auf ihre Eigenschaften bezüglich CD27 und CD20 hin untersucht. Da-

bei werden sowohl die CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Zellen, die CD3-

CD19+CD20+CD27+ B-Gedächtniszellen und die CD3-CD19+CD20-CD27++ Plas-

mablasten anteilig an allen CD3-CD19+ B-Lymphozyten in % quantifiziert und die 

Werte in einer Exceltabelle notiert. 

 

 

 

 

 

a) b) c) 
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3.5 Bestimmung der Serumzytokine mittels ELISA Technik 

 

Zusätzlich zu der Immunphänotypisierung werden mittels Elisa (Enzyme linked im-

munosorbend assay) die Konzentrationen der Antikörper IgG, IgA und IgM sowie 

der Zytokine BAFF, IL1ß, Il21, Il35 und TNFß, im Patientenserum ermittelt. Dabei 

kommt die Antigen Elisa Technik zum Einsatz, bei welcher zwei Antikörper an das 

zu detektierende Antigen binden (s.Abbildung 7). 

 

Im Folgenden die verwendeten kits mit Herstellerangaben. 

 

Kit Hersteller 

Human IgG Ready-SET-Go® Kit eBioscience, Inc., San Diego, USA 

Human IgA Ready-SET-Go® Kit eBioscience, Inc., San Diego, USA 

Human IgM Ready-SET-Go® Kit eBioscience, Inc., San Diego, USA 

Human IL-1 beta ELISA Ready-SET-

Go! ® Kit 

eBioscience, Inc., San Diego, USA 

Human IL21 Ready-SET-Go® Kit eBioscience, Inc., San Diego, USA 

Legend Max® Human IL35 Heterodi-

mer Kit 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

Human TNFbeta Ready-SET-Go® Kit eBioscience, Inc., San Diego, USA 

Quantikine® ELISA BAFF Kit R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, 

USA 

 

Tabelle 11: ELISA-kits mit Herstellerangaben 
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3.5.1 Durchführung der quantitativen Messungen mittels ELISA-Technik  

 

Hier soll exemplarisch das Grundprinzip der vorgenommenen ELISA Messungen 

anhand des Protokolls für das Human IgG Ready-SET-Go® kit erläutert werden. Die 

Arbeitsschritte bei der ELISA Messung umfassen zwei Versuchstage. Am ersten Tag 

soll eine 96well ELISA Mikrotitrierplatte mit einem capture Antikörper beschichtet 

(gecoatet) werden. Zunächst erfolgt die Herstellung der Coating (1:10), Blocking 

(1:10) und Assay buffer A (1:20) durch Verdünnung der im kit enthaltenen Lösungen 

mit destilliertem Wasser. Mit dem Coating buffer wird der anti-human IgG capture 

Antikörper auf 1:250 verdünnt und zu je 100 µl/ well in die 96well Mikrotitrierplatte 

pipettiert. Die Platte wird abgedeckt und über 24 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach 

zweimaligen Waschen der Platte mit 400 µl Washing buffer/ well (Herstellung aus 

500 ml PBS und 25 µl 0,05% Tween-20) werden 250 µl/ well des Blocking buffers 

für 2 h auf der Platte inkubiert. Damit sollen unspezifische Bindungen verhindert 

werden. Es folgt nun die Anfertigung der Standard- und Probenverdünnungen. 

 
Standardverd. mit Assay Buffer A    

St. 1 - 100 ng/ml: 250 µl Assay Buffer A + 250 ul aus 200 ng/ml Standard 

St. 2 - 50 ng/ml: 250 µl Assay Buffer A + 250 ul aus 100 ng/ml Standard1  

St. 3 – 25 ng/ml: 250 µl Assay Buffer A + 250 ul aus 50 ng/ml Standard 2 

St. 4 – 12,5 ng/ml: 250 µl Assay Buffer A  + 250 ul aus 25 ng/ml Standard 3 

St. 5 – 6,25 ng/ml: 250 µl Assay Buffer A  + 250 ul aus 12,5 ng/ml Standard 4  

St. 6 -  3,125 ng/ml: 250 µl Assay Buffer A + 250 ul aus 6,25ng/ml Standard 5  

St. 7 – 1,56 ng/ml: 250 µl Assay Buffer A + 250 ul aus 3,125 ng/ml Standard 6 

St. 8 – 0 g/ml: Assay Buffer A  

 

Probenverdünnung (1:500.000-fach) in Assay Buffer A  

Vorverdünnung 1 (1:100): 990 µl Assay Buffer A + 10 µl Serum 

Vorverdünnung 2 (1:100): 990 µl Assay Buffer A + 10 µl aus Vorverdünnung 1 

Endverdünnung 3 (1:50): 490 µl Assay Buffer A + 10 µl aus Vorverdünung 2 
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Die Platte wird nochmals zweimalig mit 400 µl/ well Washing buffer gewaschen und 

die hergestellten Standards und Proben zu 100 µl/ well pipettiert. Es erfolgt eine 

weitere Inkubation für 2 h bei Raumtemperatur. Anschließend wird die Platte viermal 

gewaschen (s.o.) und der HRP konjugierte anti-humane IgG Detektion Antikörper 

(Ak Konzentration 1:250 in Assay buffer) zu je 100 µl/ well hinzugegeben. Der De-

tektion Antikörper bindet spezifisch an ein anderes Epitop desselben Antigens wie 

der Coating Antikörper, wodurch sich das Antigen nun zwischen den beiden Antikör-

pern (Antigen- bzw Sandwich-ELISA Verfahren) befindet. Nach einer weiteren ein-

stündigen Inkubation bei Raumtemperatur wird die Platte viermal gewaschen (s.o.) 

und 100 µl/ well der Substratlösung aus Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugefügt. Die 

mit dem Detektionantikörper konjugierte HRP (Meerrettichperoxidase) katalysiert die 

Umsetzung des TMB mit Wasserstoffperoxid (H2O2) zu einem blauen, optisch akti-

ven Chromogen. Nach 15 min erfolgt die Zugabe von 100 µl/ well 2N Schwefelsäure 

(H2SO4). Dies führt zum Abbruch der Reaktion und zu einem gelben Farbumschlag 

des TMB durch Oxidation. 

 

 

 

Abbildung 7: Schema der Sandwich ELISA Technik Der auf der Platte inkubierte Capture Antikör-
per (1) bindet das zu detektierende Antigen (2). Der anschließend hinzugefügte Detektionsantikörper 
(3) ist über Streptavidin an das Enzym HRP (4) gebunden, welches die Substratlösung aus H2O2 und 
Tetramethylbenzidin (5) katalytisch zu einem blauen Chromogen (6) umsetzt.  

1   

2   

4   

3   

5   6   
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3.5.2 Auswertung der ELISA-Messungen  

 

Die Auswertung der ELISA Messungen erfolgt mit Hilfe eines ELISA reader (Labsys-

tems Multiskan MK II, Driver Version 4.04) der Wellenlänge 405mn, welcher in seiner 

Funktion einem optischen Photometer entspricht. Nach Kalibrierung mit einer Leer-

probe können die verschiedenen Stärken der Extinktion durch die hergestellten Far-

blösungen in den Wells photometrisch bestimmt werden. Aus den ermittelten Extink-

tionen kann auf die Konzentrationen des Farbstoffs und damit der des Antigens ge-

schlossen werden. Dabei dienen die Standardlösungen zur Festlegung einer linea-

ren Standardkurve, deren Steigung dem Umrechnungsfaktor zwischen Extinktion 

und Konzentration des Farbstoffs entspricht.  

 

3.6  Statistik  

 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte über das Programm SPSS (Version 

23.0.0, IBM®). Zunächst wurden die Daten aus der Excel Tabelle in das Programm 

übernommen und mittels des Shapiro Wilk Tests auf Varianzgleichheit (= Normal-

verteilung) überprüft. Waren die Daten normalverteilt, wurde weiter mit dem T- Test 

für unabhängige Stichproben verfahren, um die verschiedenen Probandenkollektive 

auf Mittelwertsgleichheit zu überprüfen. Waren die Daten hingegen nicht normalver-

teilt, wurde mit dem nicht parametrischen Mann-Whitney U Test fortgefahren. Sta-

tistisch signifikante Ergebnisse werden ab einem Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 

definiert. 

 

 

 

 

 

 

 



 49 

4.  Ergebnisse 

 

Bei der Immunphänotypisierung mittles FACS Analyse wurden 30 Probanden ein-

bezogen. Darunter befinden sich 10 Patienten mit RRMS ohne krankheitsspezifi-

sche Therapie, 10 Patienten mit RRMS unter Immunotherapie mit Natalizumab so-

wie 10 gesunde Probanden. Bei den treatment naiven MS Patienten beträgt das 

mittlere Patientenalter 42,9 ± 14,1 Jahre, das Geschlechterverhältnis 6 Männer zu 

4 Frauen und die mittlere Krankheitsdauer 6,2 ± 5,7 Jahre bei einem EDSS von 1,9 

± 1,0. Bei den MS Patienten mit Natalizumabtherapie beträgt das durchschnittliche 

Alter 44,6 ± 9,9 Jahre, das Geschlechterverhältnis 8 Männer zu 2 Frauen und die 

Krankheitsdauer im Durchschnitt 14,3 ± 10, 4 Jahre. Der mittlere EDSS beträgt 2,7 

± 2,0 .Die gesunden Kontrollen weißen ein durchschnittliches Alter von 25,2 ± 8,4 

Jahren sowie ein Geschlechterverhältnis von 6 Männern zu 4 Frauen auf.  

 

Patient MS MS + Natalizumab Gesunde Kontrol-

len 

Mittleres Alter  42,9 ± 14,1 44,6 ± 9,9   25,2 ± 8,4 

Geschlecht m:w 6:4 8:2  6:4 

Mittlere Krank-

heitsdauer 

6,2 ±  5,7 14,3 ± 10,4 - 

 

Mittlerer EDSS 

 

 

1,9 ± 1,0 

 

2,7 ± 2,0 

 

- 

Tabelle 12: Patienten- und Probandendaten der Immunphänotypisierung 
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Bei der Serumanalyse wurden Proben von 30 (+ 2) Probanden verwendet. Darunter 

befinden sich 10 Patienten mit RRMS ohne krankheitsspezifische Therapie, 10 Pa-

tietnten mit RRMS unter Therapie mit Natalizumab und 10 gesunde Probanden. Bei 

den treatment naiven MS Patienten wurden für die Serumanalysen von IgA, Il21 und 

TNFß 11 Proben verwertet. Insgesamt, doch nie gleichzeitig in derselben Messung, 

kamen 12 therapiefreie Patienten zum Einsatz. Das durchschnittliche Alter beträgt 

für die treatment naiven Patienten 45,0 ± 11,8 Jahre, bei einem Geschlechterver-

hältnis von 4 Männern zu 8 Frauen und einer mittleren Krankheitsdauer 7,5 ± 7,4 

von Jahren. Der mittlere EDSS beläuft sich auf 2,0 ± 0,8. Bei den Natalizumabpati-

enten beträgt das mittlere Alter 44,9 ± 9,5 Jahre, das Geschlechterverhältnis 8 Män-

ner zu 2 Frauen und die mittlere Erkrankungsdauer 15,1 ± 10,2 Jahre mit einem 

EDSS von 3,4 ± 2,1. Bei den gesunden Probanden beläuft sich das durchschnittli-

che Alter auf 26,5 ± 8,7 Jahre und bei 6 Männern und 4 Frauen. 

 

 

Patient MS MS + Natalizumab Gesunde Kontrol-

len 

Mittleres Alter  45,0 ± 11,8 44,9 ± 9,5  26,5 ± 8,7 

Geschlecht m:w 4:8 8:2  6:4 

Mittlere Krank-

heitsdauer 

7,5 ± 7,4 15,1 ± 10,2 - 

 

Mittlerer EDSS 

 

 

2,0 ± 0,8 

 

3,4 ± 2,1 

- 

Tabelle 13: Patienten- und Probandendaten der Serumanalyse 
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Für die Immunphänotypisierung und Serumanalyse konnten jeweils nur teilweise die 

gleichen Patienten rekrutiert werden. Bei den MS Patienten mit Natalizumabtherapie 

und den gesunden Kontrollen stimmen pro Gruppe je 8 Individuen bei Serum- und 

FACS Analyse überein. Bei den treatment naiven MS Patienten stimmen bei Ver-

wendung von 10 Probanden für die Serumanalyse 8 Individuen und bei 11 Serum-

probanden 9 Individuen zwischen den beiden Experimentalgruppen überein.  

 

Es muss klar hervorgehoben werden, dass sich die geringe Anzahl mit 10-12 Pro-

banden pro Versuchgruppe auf die Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse aus-

wirkt. So können individuelle Faktoren, Messfehler oder Ausreißer eine größere 

Rolle spielen. Zudem ist der Altersunterschied zwischen gesunden Probanden und 

MS Patienten mit ungefähr 20 Jahren sehr deutlich. Bei den MS Patienten mit und 

ohne Natalizumabtherapie unterscheidet zwar sich nicht das Alter, jedoch das Ge-

schlechterverhältnis, insbesondere bei den ELISA Messungen. Die genannten Fak-

toren können als mögliche Störvariablen für die Ergebnisse eine Rolle spielen. In 

diesem Kontext kann man bei dieser Dissertation am ehesten von einer Pilotstudie 

sprechen. 
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Bestimmung der CD3-CD19+ B-Lymphozyten und ihrer 
nach CD27 und CD 20 differenzierten Subpopulationen. a) Darstellung der zentrifugierten Zellen im 
SS/FS Dotplot und Selektion der PBMC im gate “lymphocytes“, da sich in diesem Bereich u.a 
zahlreiche Lymphozyten befinden b) Die im gate „lymphocytes“ enthaltenen PBMC werden im CD3 
FITC/ CD19 PB Dotplot auf ihre Färbeeigenschaften hinsichtlich der beiden verwendeten 
fluoreszierenden Antikörper CD3 FITC und CD19 PB untersucht. Die CD3-CD19+ B-Lymphozyten 
befinden sich im gate „R2“ c) Die im gate „R2“ ausgewählten CD3-CD19+ B-Lymphozyten werden im 
CD27 PE/CD20 APCH7 Dotplot weiter auf ihre Färbeeigenschaften bezüglich der beiden verwendeten 
Antikörper CD27 PE und CD20 APCH7 untersucht 

 

4.1 Vergleich der B-Zellpopulationen durch Immunphänotypisierung 

 

Mittels FACS Analyse der PBMC sollten verschiedene Populationen der B-Lympho-

zyten quantitativ bestimmt werden. Die Ergebnisse wurden für die unterschiedlichen 

Probandenkollektive vergleichend analysiert. Ziel war es, den Einfluss der MS-Er-

krankung und krankheitsspezifischer Therapie mit Natalizumab auf die Frequenz der 

B-Zell Subpopulationen zu erfassen. Zentrale Rolle spielte dabei die Untersuchung 

des Effekts der Immunotherapie mit Natalizumab auf Häufigkeit und Funktion der 

terminal differenzierten B-Lymphozyten (Plasmablasten). Zunächst wurden die ge-

samten B-Lymphozyten (CD3-CD19+) anteilig an den PBMC in % bestimmt und in 

einem Dotplot für die Fluorochrome CD3 FITC und CD19 PB dargestellt. Die Ge-

samtheit der CD3-CD19+ B-Lymphozyten war wiederum Ausgangspopulation (gate) 

für die Bestimmung der Frequenzen der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lym-

phozyten, der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B-Zellen und der CD3-

CD19+CD20-CD27++ Plasmablasten, wobei diese Populationen in einem weiteren 

Dotplot für die Farbstoffe CD27 PE und CD20 APCH7 dargestellt wurden. Die Mit-

telwerte für die einzelnen Versuchsgruppen wurden auf eine Nachkommastelle ge-

rundet und durch statistische Tests verglichen. 

 

 

   

  

 

   

 

 

 

 

 

a) b) c) 
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Abbildung 9: Bestimung des Anteils der CD3-CD19+ B-Lymphozyten an den PBMC mittels 
FACS Analyse. a) Eingrenzung der PBMC im gate “lymphocytes“ des SS/FS Dotplots b) Die mit den 
monoklonalen fluoreszierenden Antikörpern CD3 FITC und CD19 PB gelabelten PBMC werden im 
CD3 FITC/ CD19 PB Dotplot dargestellt. Das Gate „R2“ enthält die CD3-CD19+ B-Lymphozyten 

4.2.1  Analyse des Anteils der CD3-CD19+ B-Lymphozyten an den PBMC  

 

Die erste zu analysierende Zellpopulation war die Gesamtheit der CD3-CD19+ B-

Lymphozyten anteilig an den PBMC. Dazu wurden die aus dem EDTA Blut isolierten 

PBMC mit den Fluorochromen CD19 PB und CD3 FITC gelabelt und mittels FACS 

Analyse hinsichtlich ihres Oberflächenantigenprofils charakterisiert. Die erhaltenen 

Mittelwerte für die B-Lymphoytenanteile in % pro Versuchsgruppe sind in Tabelle 14 

zusammengefasst. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 14: Anteile der CD3-CD19+ B-Lymphozyten an den PBMC  

 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

CD3-CD19+ B-Lym-

phozyten 

MW = 8,2% 

SD = 4,1% 

n = 10 

MW = 8,5% 

SD = 2,6% 

n = 10 

MW = 6,2% 

SD = 2,8% 

n = 10 

a) b) 
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Abbildung 10: Anteile der CD3-CD19+ B-Lymphozyten an den PBMC bei den verschiedenen 
Versuchskollektiven Durch die FACS Analyse der mit den fluoreszierenden Antikörpern CD3 FITC 
und CD19 PB markierten PBMC wurde für jeden einzelnen Versuchsteilnehmer der drei Probanden-
kollektive der prozentuale Anteil der CD3-CD19+ B-Lymphozyten an den PBMC bestimmt. Jede der 
so ermittelten Prozentzahlen entspricht dem Wert genau eines MS Patienten ohne Therapie, eines 
MS Patienten mit Natalizumab oder eines gesunden Individuums. 

 

4.2.2 Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Anteilen der  

        CD3-CD19+ B-Lymphozyten an den PBMC zwischen den verschiedenen  

        Versuchsgruppen 

 

Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen zeigen sich keine statistisch signifikanten 

Unterschiede in den Frequenzen der CD3-CD19+ B-Lymphozyten. Allerdings 

scheinen die B-Lymphozyten sowohl bei therapiefreien MS Patienten mit 8,2% 

(p=0,315) als auch Natalizumab-Patienten mit 8,5% (p=0,105) gegenüber der 

gesunden Kontrollgruppe (6,2%) tendenziell erhöht zu sein. Auch zeigt sich eine 

tendenziell erhöhte der B-Zell Frequenz durch die Therapie mit Natalizumab im 

Vergleich mit Therapie naiven MS Patienten (p=0,436).  
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 Abbildung 11: Bestimmung des Anteils der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozyten 
an den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten a) Selektion der aus dem Probandenblut gewonnen 
PBMC im “lymphocytes“ -gate des SS/FS Dotplots b) Darstellung der CD3-CD19+ B-Lymphozyten 
im gate „R2“ des CD3 FITC/ CD19 PB Dotplots nach Färbung der PBMC mit den Fluorochrom- 
Antikörpern CD3 FITC und CD19 PB c) Detektion der CD3-CD19+CD20+-CD27- naiven B-
Lymphozyten im gate „R7“ des CD20 APCH7/ CD27 PE Dotplots nach zusätzlicher Färbung der nach 
CD3 und CD 19 gefärbten PBMC mit den monoklonalen Flurochrom-Antikörpern CD20 APCH7 und 
CD27 PE. Als Bezugspopulation für den CD20 APCH7 / CD27 PE Dotplot dient das gate „R2“  im 
CD3 FITC /CD19 PB Dotplot; das heißt nur die in „R2“ befindlichen CD3-CD19+ B-Lymphozyten 
werden weiter nach CD27 und CD20 differenziert.  

 

4.3.1 Analyse des Anteils der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozy   

         ten an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten 

 

Bei der 4 fach FACS Färbung wurden zunächst die gesamten CD3-CD19+ B-Lym-

phozyten durch Färbung der PBMC mit den fluoreszierenden Antikörpern CD3 FITC 

und CD19 PB dargestellt. Die Population der CD3-CD19+ B-Lymphozyten wurde mit 

Hilfe zweier weiterer Färbungen mit CD20 APCH7 und CD27 PE genauer differen-

ziert. Die Anteile der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozyten an den CD3-

CD19+ gesamt B-Lymphozyten (in %) wurden ermittelt und die Mittelwerte pro Ver-

suchsgruppe in Tabelle 15 zusammengefasst. 
 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

CD3-CD19+ B-Lym-

phozyten 

MW = 64,4% 

SD = 21,0% 

n = 10 

MW = 54,9% 

SD = 22,8% 

n = 10 

MW = 75,7% 

SD = 10,6% 

n = 10 

Tabelle 15: Anteile der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ 
gesamten B-Lymphozyten 

a) b) c) 
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Abbildung 12: Anteile der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozyten an CD3-CD19+ B-
Lymphozyten bei den verschiedenen Versuchskollektiven Durch die FACS Analyse der mit den 
fluoreszierenden Antikörpern CD3 FITC, CD19 PB, CD20 APCH7 und CD27 PE markierten PBMC 
wurde für jeden einzelnen Versuchsteilnehmer der drei Probandenkollektive der prozentuale Anteil 
der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten bestimmt. 
Jede der so ermittelten Prozentzahlen entspricht dem Wert genau eines MS Patienten ohne Therapie, 
eines MS Patienten mit Natalizumab oder eines gesunden Individuums. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2 Der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozyten an den ge    

        samten B-Lymphozyten ist bei Natalizumabpatienten gegenüber gesun- 

        den Kontrollen statistisch signifikant verringert 

 

Der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lymphozyten an den gesamten 

B-Lymphozyten ist bei Patienten unter Natalizumabtherapie mit durchschnittlich 

54,9% am niedrigsten. Statistisch signifikant ist der Unterschied im Vergleich zu den 

gesunden Kontrollen, welche mit 75,7% eine höhere Frequenz an naiven B-Lym-

phozyten aufweisen (p=0,018), nicht jedoch gegenüber den therapiefreien MS Pati-

enten mit durchschnittlich 64,4% (p=0,393). Auch die MS Patienten ohne Therapie 

sind gegenüber den gesunden Kontrollen nur trendweise verringert (p=0,315). Zu-

dem fällt bei den Natalizumabpatienten eine Teilung der Ergebnisse in zwei Gruppen 

auf, wobei vier Patienten besonders niedrige, die übrigen sechs hingegen hohe 

Werte aufweisen (s. Abb 12). Die durchschnittliche Verringerung der naiven B-Zellen 
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89,0% 78,2% 71,4% 

28,6% 30,1% 29,9% 

Abbildung 13: Exemplarische Darstellungen des Anteils der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven 
B-Lymphozyten an den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten a) Die Anteile der naiven B-Lym-
phozyten an den gesamten B- Lymphozyten dreier Natalizumabpatienten mit besonders niedriger 
naiver B-Lymphozytenfrequenz betragen 29,9%; 30,1% und 28,6%. b) Die Anteile der naiven B-Lym-
phozyten an den gesamten B-Lymphozyten dreier gesunder Probanden betragen 89,0%; 78,2% und 
71,4%. 

 unter Natalizumab beruht hier also auf einer knappen Minderheit von vier Patienten 

mit niedrigen Werten statt auf einer allgemeinen Frequenzabnahme unter Therapie. 

 

 

        

 

                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4.4.1  Analyse des Anteils der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B- Lymphozy-
ten an den gesamten B-Lymphozyten 

 
Die CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymphozyten stellen eine weitere Subpo-

pulation der CD3-CD19+ B-Lymphozyten dar. Bei der 4 fach FACS Färbung der 

PBMC wurden mit den Farbstoffen CD3 FITC und CD19 PB die CD3-CD19+ B-Lym-

phozyten dargestellt und diese durch die Farbstoffe CD20 APCH7 und CD27 PE 

weiter ausdifferenziert. Der prozentuale Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27+ me-

mory B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten wurden für die drei Ver-

suchskollektive bestimmt und in Tabelle 16 zusammengefasst. 

a) 

b) 
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Abbildung 14: Bestimmung des Anteils der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymphozyten 
an den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten a) Eingrenzung der aus dem Probandenblut 
isolierten Zellen im “lymphocytes“ -gate des SS/FS Dotplots b) Gating der CD3-CD19+ B-
Lymphozyten in „R2“ im CD3 FITC/ CD19 PB Dotplot nach Färbung der PBMC mit CD3 FITC und 
CD19 PB c) Darstellung der CD3-CD19+CD20+-CD27+ memory B-Lymphozyten im gate „R3“ des 
CD20 APCH7/ CD27 PE Dotplots nach weiterer Färbung der mit CD3 und CD 19 markierten PBMC 
mit CD20 APCH7 und CD27 PE. Als Ausgangspopulation für den CD20 APCH7 / CD27 PE Dotplot 
dient das gate „R2“.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 16: Anteile der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ 
gesamten B-Lymphozyten 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

CD3-CD19+ B-Lym-

phozyten 

MW = 33,4% 

SD = 20,1% 

n = 10 

MW = 41,1% 

SD = 21,2% 

n = 10 

MW = 20,1% 

SD = 8,2% 

n = 10 

a) b) c) 
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Abbildung 15: Anteile der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymphozyten an CD3-CD19+ B-
Lymphozyten bei den verschiedenen Versuchskollektiven Durch die FACS Analyse der mit den 
fluoreszierenden Antikörpern CD3 FITC, CD19 PB, CD20 APCH7 und CD27 PE markierten PBMC 
wurde für jeden einzelnen Versuchsteilnehmer der drei Probandenkollektive der prozentuale Anteil 
der CD3-CD19+CD20+CD27- B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten bestimmt. Jede 
der so ermittelten Prozentzahlen entspricht dem Wert genau eines MS Patienten ohne Therapie, 
eines MS Patienten mit Natalizumab oder eines gesunden Individuums. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2  Der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymphozyten an den  

          gesamten B-Lymphozyten ist bei Natalizumabpatienten gegenüber ge- 

          sunden Kontrollen statistisch signifikant erhöht 

 

Der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27 memory B-Lymphozyten an den CD3-

CD19+ B-Lymphozyten ist bei Natalizumabpatienten mit 41,6% gegenüber den an-

deren beiden Versuchsgruppen im Schnitt erhöht. Statistisch signifikant ist dieser 

Unterschied nur gegenüber der gesunden Kontrollgruppe mit durchschnittlich 20,1% 

(p=0,008), nicht jedoch gegenüber der therapiefreien MS Patientengruppe mit 

33,4% (p=0,481). Die Werte der therapiefreien MS Patienten (33,4%) sind gegen-

über der gesunden Kontrollgruppe (20,1%) ebenfalls nur trendweise erhöht 

(p=0,067). Vor dem Hintergrund der hier beobachteten durchschnittlichen Unter-

schiede und Trends muss angemerkt werden, dass die MS Patienten recht breit ge-

streute Messwerte aufweisen (s. Abb 15), besonders gilt dies für Natalizumabpat- 
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Abbildung 16: Exemplarische Darstellungen des Anteils der CD3-CD19+CD20+CD2+- memory 
B-Lymphozyten an den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten a) Die Anteile der memory B-
Lymphozyten an den gesamten B- Lymphozyten dreier Natalizumabpatienten mit eher hohen Werten 
betragen 66,5%; 56,2% und 68,2%. b) Die Anteile der memory B-Lymphozyten an den gesamten B-
Lymphozyten dreier gesunder Probanden betragen 12,7%; 10,2% und 19,2%. 

12,7% 10,2% 19,2% 

66,5% 56,2% 68,2% 

a) 

b) 

ienten mit vier hohen, drei mittleren und drei eher niedrigen Werten.  

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.1 Vergleich des Anteils der CD3-CD19+CD20-CD27++ Plasmablasten an 

 den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten zwischen den verschiedenen 

 Versuchsgruppen 

 

Zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Alterationen 

in den Frequenzen der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal differenzierten B-Lym-

phozyten (Plasmaplasten) anteilig an den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten 

zwischen den verschiedenen Versuchskollektiven. Durch die 4 fach FACS Färbung 

der PBMC wurden mit den Farbstoffen CD3 FITC und CD19 PB die gesamten CD3-

CD19+ B-Lymphozyten markiert und deren Subpopulationen durch die Farbstoffe 

CD20 APCH7 und CD27 PE ausdifferenziert.  
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Abbildung 17: Bestimmung des Anteils der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal differenzierte 
B-Lymphozyten an den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten a) Eingrenzung der aus dem 
Probandenblut isolierten Zellen im “lymphocytes“ -gate des SS/FS Dotplots b) Gating der CD3-
CD19+ B-Lymphozyten in „R2“ im CD3 FITC/ CD19 PB Dotplot nach Färbung der PBMC mit CD3 
FITC und CD19 PB c) Darstellung der CD3-CD19+CD20--CD27++ terminal differenzierte B-
Lymphozyten im gate „R3“ des CD20 APCH7/ CD27 PE Dotplots nach weiterer Färbung der mit CD3 
und CD 19 markierten PBMC mit CD20 APCH7 und CD27 PE. Als Ausgangspopulation für den CD20 
APCH7 / CD27 PE Dotplot dient das gate „R2“.  

 

Bei den CD3-CD19+CD20-CD27++ Plasmaplasten wurde darauf geachtet, dass nur 

deutlich CD27-positive Zellen (CD27++) für die Messungen berücksichtigt wurden. 

Die prozentualen Anteile der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal differenzierten B-

Lymphozyten an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten wurden für die drei Probanden-

gruppen ermittelt und in Tabelle 17 aufgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

CD3-CD19+ B-Lym-

phozyten 

MW = 0,5% 

SD = 0,5% 

n = 10 

MW = 0,5% 

SD = 0,3% 

n = 10 

MW = 0,3% 

SD = 0,3% 

n = 10 

Tabelle 17: Anteile der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal differenzierten B-Lymphozyten an 
den CD3-CD19+ gesamten B-Lymphozyten 

a) b) c) 
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Abbildung 18: Anteile der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal differenzierten B-Lymphozyten 
an CD3-CD19+ B-Lymphozyten bei den verschiedenen Versuchskollektiven Durch die FACS 
Analyse der mit den fluoreszierenden Antikörpern CD3 FITC, CD19 PB, CD20 APCH7 und CD27 PE 
markierten PBMC wurde für jeden einzelnen Versuchsteilnehmer der drei Probandenkollektive der 
prozentuale Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27- B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ B-Lymphozy-
ten bestimmt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2  Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Anteilen der  

        CD3-CD19+CD20-CD27++ Plasmaplasten an den gesamten B-Lymphozy- 

        ten zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen 

 

Der Anteil der CD3-CD19+CD20-CD27++ Plasmaplasten an den CD3-CD19+ B-

Lymphozyten ist bei der gesunden Kontrollgruppe mit 0,3% tendenziell geringer als 

bei den anderen beiden Versuchsgruppen mit je 0,5%. Signifikant ist dieser Unter-

schied allerdings weder gegenüber den therapiefreien MS Patienten (p=0,481) noch 

den MS Patienten unter Natalizumabtherapie (p=0,105). Auch zwischen den thera-

piefreien MS Patienten und den Natalizumabpatienten besteht, bei identischem Mit-

telwert, kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,247). 
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0,2% 0,1% 0,1% 

0,3% 0,2% 1,1% 

0,8% 0,8% 0,1% 

Abbildung 19: Exemplarische Darstellungen des Anteils der CD3-CD19+CD20-CD27++ termi-
nal differenzierten B-Lymphozyten an den gesamten CD3-CD19+ B-Lymphozyten a) Die An-
teile der terminal differenzierten B-Lymphozyten an den gesamten B- Lymphozyten dreier reprä-
sentativer MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie betragen 0,3%; 0,2% und 1,1%. b) 
Die Anteile der terminal differenzierten B-Lymphozyten an den gesamten B- Lymphozyten dreier 
repräsentativer MS Patienten mit Natalizumabtherapie betragen 0,8%; 0,8% und 0,1%. c) Die An-
teile der terminal differenzierten B-Lymphozyten an den gesamten B-Lymphozyten dreier repräsen-
tativer gesunder Probanden betragen 0,2%; 0,1% und 0,1%. 

a) 

b) 

c) 
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4.6 Serumanalysen bei MS Patienten und der gesunden Kontrollgruppe  

 
Neben der Analyse der Frequenzen der verschiedenen B-Zellpopulationen durch die 

Immunphänotypiserung erfolgte die Serumanalyse mittels ELISA zur Bestimmung 

der Konzentrationen diverser mit dem Immunsystem assoziierter Serumpeptide und 

löslicher Antikörper. Die zu vergleichenden Probandenkollektive stellten abermals 

die therapiefreien MS Patienten, die MS Patienten mit Natalizumabtherapie sowie 

die gesunde Kontrollgruppe dar. Detektiert wurden die Konzentrationen der Immun-

globuline IgG, IgA und IgM sowie der Zytokine BAFF, Il1ß, Il21, Il35 und TNFß. Da 

die untersuchten Serumproteine, auch unter Berücksichtigung der Ergebnisse der 

Immunphänotypisierung, wichtige Indikatoren der immunologischen Aktivität darstel-

len, ist ihre Rolle beim autoimmunen Geschehen der MS sowie der Immunotherapie 

mit Natalizumab von besonderem Interesse. 

 

4.6.1 Die Serumkonzentration von IgG ist bei MS Patienten mit Natalizumab-

therapie gegenüber gesunden Kontrollen statistischt signifikant verringert 

 

In unseren Messungen ergaben sich keine Unterschiede in der IgG Serumkonzent-

ration zwischen gesunden Individuen und MS Patienten ohne krankheitsspezifische 

Therapie (p=0,739). Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Konzentration der 

gesamten IgG Antikörper unter Natalizumabtherapie gegenüber der gesunden Kon-

trollgruppe statistisch signifikant verringert ist (p=0,006), nicht jedoch gegenüber den 

MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie (p=0,053). Die durchschnittliche 

IgG Serumkonzentration beträgt bei Natalizumabpatienten 15,3 mg/ml, bei therapie-

freien MS Patienten 24,8 mg/ml und bei der gesunden Kontrollgruppe 24,2 mg/ml. 
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Abbildung 20: Die Serumkonzentration von IgG ist bei MS Patienten mit Natalizumabtherapie 
mit 15,3 mg/ml gegenüber gesunden Kontrollen mit 24,2 mg/ml signifikant verringert (p=0,006) 
Durch ELISA wurde die Konzentration von IgG im Probandenserum detektiert und im vorliegenden 
Balkendiagramm für die Gruppen MS mit Natalizumab und die gesunden Kontrollen dargestellt. 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

IgG in mg/ml 

MW = 24,8 

SD = 13,8 

n = 10 

MW = 15,3 

SD = 4,4 

n = 10 

MW = 24,2 

SD = 7,8 

n = 10 

Tabelle 18: Konzentrationen von IgG im Serum in mg/ml 
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4.6.2 Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Serumkon-

zentrationen von IgA zwischen den verschiedenen Patientengruppen 

 

Es gab keine Unterschiede in der IgA Konzentration zwischen therapielosen MS Pa-

tienten und gesunden Probanden (p=0,968). Bei den MS Patienten mit Natalizumab 

sind die Serumkonzentrationen von IgA im Vergleich zu den anderen Versuchsgrup-

pen trendweise erhöht. Weder gegenüber den MS Patienten ohne krankheitsspezi-

fische Therapie (p=0,75) noch gegenüber den gesunden Probanden (p=0,195) war 

dieser Unterschied jedoch signifikant. Die Konzentrationen waren im Mittelwert bei 

den Patienten unter Natalizumab 0,8 mg/ml, bei den MS Patienten ohne Therapie 

1,7 mg/dl und bei den gesunden Kontrollen 1,6 mg/d 

 

 

Abbildung 21: Es gibt keine signifikanten Unterschiede in den Serumkonzentrationen von IgA 
zwischen den verschiedenen Patientengruppen Die Konzentration von IgA im Serum der Proban-
den wurde mittels ELISA ermittelt und die Mittelwerte für die MS Patienten ohne Therapie, MS Pati-
enten mit Natalizumab und die gesunde Kontrollgruppe in das Balkendiagramm übertragen  

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

IgA in mg/ml 

MW = 1,7 

SD = 1,2 

n = 10 

MW = 0,8 

SD = 0,7 

n = 10 

MW = 1,6 

SD = 1,4 

n = 10 

Tabelle 19: Konzentrationen von IgA im Serum in mg/ml 
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4.6.3.1 Die Serumkonzentration von IgM ist bei MS Patienten mit Natalizum-

abtherapie gegenüber MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie 

statistisch signifikant verringert 

 

Die Serumkonzentration von IgM zeigte sich bei den MS Patienten mit Natalizumab-

therapie gegenüber den anderen beiden Versuchsgruppen verringert. Der Unter-

schied war gegenüber den MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie sta-

tistisch signifikant (p=0,002), aber nicht gegenüber den gesunden Kontrollen 

(p=0,089). Die IgM Konzentrationen betrugen 4,9 mg/ml für die Natalizumabpatien-

ten, 7,6 mg/ml für die therapiefreien MS Patienten und 6,2 mg/ml für die gesunde 

Kontrollgruppe. 

 

4.6.3.2 Die Serumkonzentration von IgM ist bei MS Patienten ohne krank-

heitsspezifische Therapie gegenüber gesunden Kontrollen statistisch signifi-

kant erhöht 

 

Neben den MS Patienten unter Natalizumabtherapie ist die IgM Konzentration der 

therapiefreien MS Patienten mit durchschnittlich 7,6 mg/ml auch gegenüber den ge-

sunden Kontrollen mit durchschnittlich 6,2 mg/ml statistisch signifikant erhöht 

(p=0,029).  

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

IgM in mg/ml 

MW = 7,6 

SD = 1,7 

n = 11 

MW = 4,9 

SD = 1,7 

n = 10 

MW = 6,2 

SD = 1,0 

n = 10 

Tabelle 20: Konzentrationen von IgM im Serum in mg/ml 
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Abbildung 22: a) Die Serumkonzentration von IgM ist bei Natalizumabpatienten mit 4,9 mg/ml 
gegenüber MS Patienten ohne Therapie mit 7,6 mg/ml statistisch signifikant verringert 
(p=0,002) b) Die Serumkonzentration von IgM ist bei MS Patienten ohne krankheitsspezifische 
Therapie mit 7,6 mg/ml gegenüber gesunden Kontrollen mit 6,2 mg/ml statistisch signifikant 
erhöht  (p=0,029) Durch Messungen mittels ELISA konnte die Konzentration von IgM im Probanden-
serum bestimmt werden. Die Mittelwerte für a) die MS Patienten ohne Therapie und MS Pateinten 
mit Natalizumabtherapie sowie b) MS Patienten ohne Therapie und gesunde Kontrollen sind in den 
vorliegenden Balkendiagrammen zusammengefasst. 

 

4.6.4 Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Serumkon-

zentrationen von BAFF zwischen den verschiedenen Patientengruppen 

 

Die ELISA Serumanalyse ergab eine tendenzielle Verringerung der BAFF Serum-

werte für MS Patienten ohne Therapie gegenüber gesunden Kontrollen. Signifikant 

war dieser Unterschied nicht (p=0,824). Für die MS Patienten mit Natalizumab zeigte 

sich eine tendenziell erhöhte Konzentration von BAFF, dies war weder gegenüber 

den therapiefreien MS Patienten (p=0,28) noch der Gruppe der gesunden Kontrollen 

(p=0,092) gegenüber statistisch signifikant. Die durchschnittlichen Werte der Kon-

zentrationen von BAFF beliefen sich auf 1,5 µg/ml bei den Natalizumabpatienten, 

1,3 µg/ml bei den MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie und 1,3 µg/ml 

bei den gesunden Kontrollen. 

 

 

a) b) 
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Abbildung 23: Es gibt keine signifikanten Unterschiede in den Serumkonzentrationen von 
BAFF zwischen den verschiedenen Patientengruppen Die Konzentration von BAFF im Serum der 
Probanden wurde mittels ELISA ermittelt und die Mittelwerte für die MS Patienten ohne Therapie, MS 
Patienten mit Natalizumab und die gesunde Kontrollgruppe in das Balkendiagramm übertragen 

  

4.6.5 Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Serumkon-
zentrationen von Il1ß zwischen den verschiedenen Patientengruppen 

 
Es konnte zwischen MS Patienten ohne Therapie und gesunden Versuchsteilneh-

mern kein signifikanter Unterschied der Il1ß Serumkonzentration festgestellt werden 

(p=0,971). Bei den MS Patienten mit Natalizumabherapie zeigte sich eine tendenzi-

elle Verringerung der Konzentration von Il1ß gegenüber MS Patienten ohne krank-

heitsspezifische Therapie (p=0,912) sowie gegenüber den gesunden Kontrollen 

(p=0,853).  

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

BAFF in µg/ml 

MW = 1,3 

SD = 0,4 

n = 10 

MW = 1,5 

SD = 0,3 

n = 10 

MW = 6,2 

SD = 0,2 

n = 10 

Tabelle 21: Konzentrationen von BAFF im Serum in µg/ml 
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Im Einzelnen betrugen die durchschnittlichen Werte 4,2 pg/ml für die MS Patienten 

ohne Therapie, 3,1 pg/ml für die Natalizumabpatienten und 3,3 pg/ml für die gesunde 

Kontrollgruppe. 

 

 
Abbildung 24: Es gibt keine signifikanten Unterschiede in den Serumkonzentrationen von Il1 
ß zwischen den verschiedenen Patientengruppen Die Konzentration von Il1ß im Serum der Pro-
banden wurde mittels ELISA untersucht und die Durchschnittswerte für die MS Patienten ohne The-
rapie, MS Patienten mit Natalizumabtherapie und die gesunde Kontrollgruppe in das Balkendia-
gramm übernommen. 

 

4.6.6 Die Serumkonzentration von Il21 ist bei MS Patienten mit Natalizumab-

therapie gegenüber der gesunden Kontrollgruppe statistisch signifikant ver-

ringert 

 
Die Serumanalyse ergab, dass die Konzentration von Il21 im Serum bei therapie-

freien MS Patienten gegenüber gesunden Kontrollen nur trendweise erhöht ist 

Tabelle 22: Konzentrationen von Il1ß im Serum in pg/ml 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

Il1ß in pg/ml 

MW = 4,2 

SD = 3,3 

n = 10 

MW = 3,1 

SD = 1,7 

n = 10 

MW = 3,3 

SD = 1,3 

n = 10 
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(p=0,701). Darüber hinaus konnte bei MS Patienten mit Natalizumab gegenüber der 

gesunden Kontrollgruppe eine signifikante Verringerung von Il21 gemessen werden 

(p=0,043), allerdings nur eine trendweise Verringerung gegenüber den MS Patien-

ten ohne Therapie (p=0,088). Die Konzentrationen von Il21 betrugen durchschnitt-

lich 29,7 pg/ml bei den Natalizumabpatienten, 79,9 pg/ml bei den therapienaiven MS 

Patienten und 59,2 pg/ml bei der gesunden Kontrollgruppe. 

 

 
Abbildung 25: Die Serumkonzentration von Il21 ist bei MS Patienten mit Natalizumabtherapie 
mit 29,7 pg/ml gegenüber gesunden Kontrollen mit 59,2 pg/ml signifikant verringert (p=0,043) 
Die durch ELISA ermittelte Konzentration von Il21 im Serum wurde im vorliegenden Balkendiagramm 
für die Gruppen MS mit Natalizumab und die gesunden Kontrollen aufgeführt.  

Tabelle 23: Konzentrationen von Il21 im Serum in pg/ml 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

Il21 in pg/ml 

MW = 79,9 

SD = 86,4 

n = 11 

MW = 29,7 

SD = 20,1 

n = 10 

MW = 59,2 

SD = 41,9 

n = 10 
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4.6.7 Die Serumkonzentration von Il35 ist bei MS Patienten mit Natalizumab-

therapie gegenüber MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie sta-

tistisch signifikant verringert 

 

Es konnte bei den ELISA Messungen gezeigt werden, dass die Konzentration von 

Il35 im Serum bei MS Patienten ohne Therapie gegenüber gesunden Individuen nur 

tendenziell erhöht ist (p=0,517). Bei Patienten mit Natalizumabtherapie ist die Il35 

Konzentration gegenüber den MS Patienten ohne Therapie statistisch signifkant ver-

ringert (p=0,019), jedoch nur trendweise gegenüber der gesunden Kontrollgruppe 

(p=0,099). Die Mittelwerte betrugen 2,8 pg/ml für die MS Patienten unter Natalizum-

abtherapie, 17,5 pg/ml für die MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie 

und 14,4 pg/ml für die gesunde Kontrollgruppe. 

Patientengruppe MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

Il35 in pg/ml 

MW = 17,5 

SD = 16,0 

n = 10 

MW = 2,8 

SD = 8,2 

n = 10 

MW = 14,4 

SD = 19,4 

n = 10 

Tabelle 24: Konzentrationen von Il35 im Serum in pg/ml 
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Abbildung 26: Die Serumkonzentration von Il35 ist bei MS Patienten mit Natalizumabtherapie 
mit 2,8 pg/ml gegenüber MS Patienten ohne Therapie mit 17,5 pg/ml signifikant verringert 
(p=0,019) Die durch Serumanalyse ermittelte Konzentration von Il35 wurde im vorliegenden Balken-
diagramm für die Gruppen MS ohne Therapie und MS mit Natalizumab dargestellt 
 

 
4.6.8 Die Serumkonzentration von TNFß ist bei MS Patienten mit Natalizumab-

therapie gegenüber der gesunden Kontrollgruppe statistisch signifikant ver-

ringert  

Die ELISA Messung von TNFß ergaben bei trendweiser Verringerung für MS Pati-

enten ohne Therapie keinen signifikanten Unterschied gegenüber gesunden Kon-

trollen (p=0,314). Allerdings zeigte sich bei den Patienten mit Natalizumabtherapie 

gegenüber der gesunden Kontrollgruppe eine statistisch signifkante Verringerung 

der TNFß Konzentration (p=0,037), aber nicht gegenüber den MS Patienten ohne 

Therapie (p=0,133). Die Mittelwerte sind 0,7 µg/ml für die MS Patienten unter Nata-

lizumabtherapie, 1,1 µg/ml für die MS Patienten ohne Therapie und 1,6 µg/ml für die 

gesunde Kontrollgruppe. 
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Abbildung 27: Die Serumkonzentration von TNFß ist bei MS Patienten mit Natalizumabtherapie 
mit 0,7 µg/ml gegenüber gesunden Kontrollen mit 1,6 µg/ml signifikant verringert (p=0,037) 
Mittels ELISA wurde die Serumkonzentration von TNFß detektiert. Die Mittelwerte sind in einem Bal-
kendiagramm für die Gruppen MS mit Natalizumab und die gesunden Kontrollen aufgenommen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 MS ohne Therapie MS mit Natalizumab Gesunde Kontrolle 

Ergebnisse 

TNFß in µg/ml 

MW = 1,1 

SD = 0,8 

n = 11 

MW = 0,7 

SD = 0,3 

n = 10 

MW = 1,6 

SD = 1,2 

n = 10 

Tabelle 25: Konzentrationen von TNFß im Serum in µg/ml 
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5. Diskussion 

 

5.1 Unterschied in der Frequenz der CD3-CD19+ B-Lymphozyten bei MS Er-

krankung 

 

Unsere Untersuchungen ergaben keinen statistisch signifikanten Unterschied in der 

Frequenz der CD3-CD19+ gesamten B-Lymphozyten zwischen therapiefreien MS 

Patienten und gesunden Individuuen. Tendenziell scheint die B-Zellfrequenz bei 

vorliegender MS Erkrankung aber leicht erhöht zu sein. 

 

In der Literatur finden sich diesbezüglich unterschiedliche Angaben. Nach Haas et 

al. wirkt sich die MS Erkrankung negativ sowohl auf absolute Anzahl der Gesamt-B-

Lymphozyten als auch auf ihren Anteil an den gesamten PBMC im peripheren Blut 

aus [119]. Komplementär dazu wird eine Erhöhung verschiedener B-

Lymphozytenpopulationen im Liquor cerebrospinalis festgestellt, welche mit einer 

intrathekalen Konzentrationserhöhung des chemotaktisch wirksamen CXCL13 

korreliert [119]. Die naheliegende Vermutung, dass die vermehrte Migration der B-

Lymphozyten ins ZNS für die periphere Minderung der B-Zell-Frequenz 

hauptverantwortlich ist, kann jedoch angesichts der weiterhin im Vergleich zum 

peripheren Blut geringen B-Zellkonzentration im ZNS angezweifelt werden [120]. 

Eine neuere Studie von Hadid et al. kommmt hingegen zu dem Ergebnis, dass sich 

die Konzentration der gesamt-B-Zellen durch die MS erhöht [121]. Hier werden als 

möglicher Hauptgrund krankheitsassoziierte Veränderungen der B-Zellhomöostase 

postuliert [121]. Welcher Mechanismus den Veränderungen der B-Zellkonzentration 

genau zu Grunde liegt und ob diese eine Ursache oder eher Folge der Erkrankung 

sind, gilt es weiterhin zu klären. 
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5.2 Unterschied in der Frequenz der CD3-CD19+ B-Lymphozyten bei Natalizu-

mabtherapie 

 

Unsere Untersuchungen ergeben keine statistisch signifikanten 

Frequenzunterschiede der CD3-CD19+ gesamten B-Lymphozyten durch 

Natalizumab. Es scheint jedoch eine trendweise Erhöhung der B-

Lymphozytenfrequenz durch die Natalizumabtherapie gegenüber den anderen 

beiden Versuchsgruppen zu bestehen. 

 

In der Literatur wird hingegen eine signifikante Erhöhung der B-Zellkonzentration 

unter Natalizumab von mehreren Quellen beschrieben. Planas et al. konnten durch 

quantitative Analyse unterschiedlicher B-Zellpopulationen zeigen, dass die perip-

here B-Zellvermehrung vor allem auf eine verstärkte Freisetzung von CD34+CD38+ 

lymphoiden B-Progenitorzellen aus dem Knochenmark zurückzuführen ist [122]. Ur-

sache hierfür ist vermutlich die Natalizumab-vermittelte Inhibition und Downregulie-

rung des Retentionsfaktors α4ß1 Integrin auf der Progenitorzelloberfläche, wodurch 

deren physiologische Adhäsion in primären lymphatischen Organen im Rahmen der 

Lymphozytenreifung aufgehoben wird [123]. Über die Hemmung von α4ß1 Integrin 

durch Natalizumab sollen ebenfalls vermehrt Mantenzell-like-B-Lymphozyten und 

Gedächtnis-B-Lymphozyten aus Milz und Payerschen Plaques freigesetzt werden 

[122]. Der verringerten B-Lymphozytenmigration ins ZNS unter Natalizumab wird für 

die Erhöhung peripherer B-Zellzahlen eine eher untergeordnete Bedeutung beige-

messen [120, 122]. Im Liquor cerebrospinalis verringert Natalizumab nicht nur die 

Konzentration der B-Lymphozyten, sondern eliminiert auch in einigen Fällen in-

trathekale oligoklonale Antikörperbanden [124]. Da intrathekale B-Zellen und oli-

goklonale Antikörper als pathogenetische Faktoren der MS etabliert sind [114, 115], 

könnte dieser Mechanismus für die Krankheitsremission unter Therapie eine ge-

wisse Rolle spielen. Eine Langzeitstudie von Koudriavtseva et al. ergab, dass die B-

Zellkonzentrationen im peripheren Blut auch nach 48 Monaten Dauertherapie noch 

konstant erhöht sind [120]. Differenzen zwischen unseren Ergebnissen und jenen 
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der Literatur könnten von unserem kleinen Probandenkollektiv herrühren, sodass 

sich bei einer höheren Probandenzahl möglicherweise eine statistisch signifikante 

statt nur trendweise Erhöhung der B-Lymphozyten ergeben hätte. 

 

5.3 Unterschiede in der Frequenz der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lym-

phozyten bei MS 

 

Unsere Messungen zeigen, dass MS Patienten eine geringere Frequenz CD3-

DC19+CD20+CD27- naiver B-Lymphozyten aufweisen. Statistisch signifikant ist der 

Unterschied jedoch nicht. 

 

Unsere Ergebnisse stehen im Gegensatz zu bisher durchgeführten Studien. Gemäß 

Haas et al. ist die Frequenz der CD20+CD27-IgD+ naiven B-Lymphozyten anteilig 

an den CD19+ gesamten B-Zellen bei MS Patienten gegenüber gesunden Kontrol-

len signifikant erhöht [119]. Ob diese Frequenzerhöhung auf einer absoluten Ver-

mehrung der naiven B-Zellen im Blut beruht oder lediglich relativ aufgrund der Ver-

minderung der Frequenzen anderer B-lymphozytärer Subpulationen wie der CD27+ 

(class-switched und unswitched) memory B-Lymphozyten zu verzeichnen ist, wird 

hingegen nicht geklärt [119]. Zwar stellen naive B-Zellen Lymphozyten ohne statt-

gehabten spezifischen Antigenkontakt und subsequente Aktivierung dar, im Tiermo-

dell konnte jedoch gezeigt werden, dass naive B-Zellen anitinflammatorischer Ef-

fektorzytokine wie Il10 sezernieren, die physiologisch zur Regulation von Selbstto-

leranz und Containment autoimmuner Krankheitsbilder wie rheumatoider Arthritis 

beitragen [125, 126]. Wiederum konnte eine Überproduktion von Il10 durch B-Zellen 

mit SLE und dem Sjögren Syndrom in Verbindung gebracht werden [127, 128]. Nach 

Duddy et al. ist bei MS eine verringerte Sekretion von Il10 durch naive B-Lymphozy-

ten nachgewiesen worden [125]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die protektive 

Wirkung von Il10 bei der autoimmunen Pathogenese nur in umschrieben Konzent-

rationsbereichen gelten könnte. Weitere Forschungsarbeit ist für ein genaueres Ver-

ständnis der immunologischen Rolle naiver B-Lymphozyten notwendig.  
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5.4 Unterschiede in der Frequenz der CD3-CD19+CD20+CD27- naiven B-Lym-

phozyten unter Natalizumab 

 

In unseren Untersuchungen zeigte sich der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27- na-

iven B-Lymphozyten an den gesamten B-Lymphozyten bei Patienten mit Natalizum-

abtherapie gegenüber der gesunden Kontrolle statistisch signifikant erniedrigt. Diese 

durchschnittliche Verminderung war bei uns auf besonders niedrige Messwerte bei 

einer knappen Minderheit von vier Patienten zurückzuführen, während die anderen 

sechs Natalizumabpatienten hohe Messwerte aufwiesen. Gegenüber therapiefreien 

MS Patienten lässt sich zumindest eine trendweise Verringerung der naiven B-Zel-

len unter Natalizumab beobachten. 

 

Die von uns ermittelte Tendenz stimmt mit den Ergebnissen verschiedener Studien 

überein. So konnten Haas et al. eine signifikante Verringerung des Anteils der 

CD20+CD27-IgD+ naiven B-Lymphozyten an den CD19+ B-Lymphozyten unter Na-

talizumab nachweisen [119]. Auch Planas et al. ermittelten bei Natalizumabpatien-

ten einen niedrigeren Anteil von CD27-IgD+ naiven B-Lymphozyten an CD19+ ge-

samt-B-Lymphozyten [122]. Interessant ist, dass sich die hierbei gemessene Verrin-

gerung naiver B-Lymphozyten auf deren relativen Anteil an den B-Zellen bezieht: 

Angesichts der Natalizumab-assoziierten Steigerung der B- Lymphozytenkonzent-

ration und Verschiebungen der Proportionen zwischen den B-Zellsubpopulationen 

im Blut [122, 129]  muss dies keinen absoluten Rückgang der peripheren naiven B-

Zellen bedeuten. In einer Studie von Zanotti et al. wurde unter Natalizumab eine 

erhöhte absolute Konzentration naiver B-Zellen im Blut gemessen [130]. Allerdings 

fällt der Effekt von Natalizumab auf die Homöostase naiver B-Zellen im Vergleich zu 

B-Gedächtniszellen und Marginalzonen-like B-Zellen eher gering aus, da naive B-

Lymphozyten den Retentionsfaktor α4ß1 Integrin, welcher durch Natalizumab ge-

hemmt wird, nur schwach exprimieren [122]. Somit ist die Frequenzverringerung na-

iver B-Zellen möglicherweise durch die überproportionale Steigerung anderer B-Zell-

populationen unter Natalizumab zu erklären. 
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5.5. Unterschiede in der Frequenz der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B- 

Lymphozyten bei MS Erkrankung 

 

Der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymphozyten an den CD3-

CD19+ B-Lymphozyten ist bei therapiefreier MS Erkrankung gegenüber der gesun-

den Kontrollgruppe trendweise erhöht. 

 

Unsere gemessene Tendenz steht im Widerspruch zu den Ergebnissen älterer Stu-

dien. Nach Haas et al. ist die Frequenz von sowohl IgD+ unswitched als auch IgD- 

switched CD19+CD27+ memory B-Lymphozyten bei Patienten mit aktiver RRMS 

gegenüber gesunden Kontrollen jeweils signifikant vermindert [119]. Laut der Studie 

migrieren bei aktiver RRMS vermehrt Isotyp-switched IgD- CD19+CD27+ memory 

B-Lymphozyten aus dem Blut in den Liquor cerebrospinalis, wobei sich eine Inverse 

Korrelation zwischen der Konzentration dieser Zellen im Liquor und peripheren Blut 

zeigt [119]. Die IgD- switched CD19+CD27+ memory B-Lymphozyten reagieren 

dabei von allen B-Zell Subtypen am sensibelsten auf den chemotaktisch wirksamen 

Faktor CXCL13, welcher bei erhöhter Krankheitsaktivität der RRMS vermehrt im 

Plexus chorioideus und meningealen Gefäßen, den Hauptstrukturen leukozytärer 

Diapedese in den Liquor, exprimiert wird [119, 131] . Nach Duddy et al. werden ak-

tivierte CD19+CD27+ memory B-Lymphozyten physiologisch mit der Sezernierung 

proinflammatorischer Zytokine wie Tumor Nekrose Faktor α und Lymphotoxin α in 

Verbindung gebracht, welche eine wichtige Rolle bei der Immunstimulation und der 

Follikelgenese spielen [125]. Bei multipler Sklerose wird entsprechend eine ektope 

meningeale Bildung von Keimzentren beschrieben durch welche sich die intrathe-

kale Lymphozytenpopulation selbst erhalten kann [112, 115]. Für das genaue 

Verständnis der pathogenetischen Bedeutung der intrathekalen Akkumulation 

isotyp-switched memory B-Lymphozyten bei RRMS bedarf es weiterer Forschung. 

Die Diskrepanz zwischen unserer Studie und den bisherigen Ergebnissen könnte 

zum Beispiel durch eine Verzerrung unserer Werte durch Störvariablen und unsere 

kleine Probandenzahl bedingt sein. 
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5.6 Unterschiede in der Frequenz der CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B- 

Lymphozyten unter Natalizumabtherapie 

 

Unsere Experimente ergeben, dass der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27+ me-

mory B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten unter Natalizumabthera-

pie gegenüber der gesunden Kontrollgruppe signifikant erhöht ist. Gegenüber der 

therapiefreien MS Patientengruppe ist die CD3-CD19+CD20+CD27+ memory B- 

Zellfrequenz bei Natalizumabpatienten lediglich trendweise erhöht. 

 

Der von uns beobachtete Trend stimmt mit den Angaben aus der Literatur überein. 

So kommen Mellergård et al. in einer Verlaufsstudie zu dem Ergebnis, dass sich der 

Anteil von CD19+CD27+ memory B-Lymphozyten an den gesamt-CD19+ B-Lym-

phozyten bei MS Patienten nach Beginn der Natalizumabtherapie gegenüber den 

prätherapeutischen Baselinewerten signifikant erhöht [132]. Gleichzeitig wurde in 

der Studie eine Steigerung der absoluten CD19+ gesamt-B-Lymphozytenkonzent-

ration im peripheren Blut nach Therapiebeginn festgestellt [132]. Auch Planas et al. 

konnten nachweisen, dass der Anteil der CD27+ memory B-Zellen an CD19+ B-

Zellen innerhalb der ersten 6 Monaten nach Therapiebeginn mit Natalizumab signi-

fikant ansteigt und für die Dauer der 30-monatigen Therapie konstant erhöht bleibt 

[122]. Als Grund für die Frequenzerhöhung der CD19+CD27+ Gedächtnis- B-Lym-

phozyten unter Natalizumab wird eine veränderte B-Zell-Homöostase vermutet 

[122]. Die Hemmung des Adhäsionsmoleküls α4ß1 Integrin durch Natalizumab ver-

ringert die Integrin-abhängige Retention von Mantelzell-like-B-Lymphozyten und Ge-

dächtnis-B-Lymphozyten in sekundären lymphatischen Organen wie der Milz und 

dem GALT [122]. Dadurch werden diese Zellen vermehrt ins periphere Blut freige-

setzt [122]. Die durch Natalizumab verursachte Verminderung der leukozytären 

Transmigration durch die Blut-Hirn-Schranke trägt zur Frequenzsteigerung der 

CD20+CD27+ memory B-Zellen in der Peripherie nur untergeordnet bei [119]. Ein 

potentiell negativer Einfluss von Natalizumab auf das B-Zellhoming in menigeale 

Follikel [133, 134] könnte aber für den therapeutischen Effekt eine Rolle spielen. 
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5.7 Unterschied in der Frequenz der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal diffe-

renzierten B- Lymphozyten bei MS  

 

Der Anteil der CD3-CD19+CD20-CD27++ Plasmaplasten an den CD3-CD19+ B-

Lymphozyten ist bei therapiefreien MS Patienten tendenziell höher als bei der ge-

sunden Kontrollgruppe. Es besteht jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied.  

 

In der Literatur finden sich diesbezüglich unterschiedliche Angaben. Entgegen un-

seren Messungen zeigt sich die Frequenz der CD20-CD27+ Plasmablasten im peri-

pheren Blut nach Rovituso et al. bei unbehandelten MS Patienten gegenüber gesun-

den Kontrollen signifikant erhöht [135]. Nach Haas et al. wiederum weisen gesunde 

Individuen und unbehandelte MS Patienten eine fast identische Frequenz von Plas-

mablasten anteilig an den gesamten B-Lymphozyten im Blut auf, allerdings werden 

Plasmablasten in dieser Studie durch die Antigenkonstellation CD20-

CD38+CD138+HLA-DR+ charakterisiert [119]. Zudem kommt die Studie zu dem 

Schluss, dass zwischen der intrathekalen Konzentration des chemotaktisch aktiven 

Faktors CXCL13 und der Plasmablastenfrequenz im Liquor cerebrospinalis keine 

signifikante Korrelation besteht, dementsprechend wird auf eine geringe migratori-

sche Kapazität anitgensezernierender Zellen wie Plasmazellen und Plasmablasten 

aus dem Blut in den Liquor geschlossen [119]. Die Erhöhung der Plasmablastenfre-

quenz im Liquor bei aktiver MS kann im Hinblick auf die unveränderte Frequenz 

dieser Zellen im peripheren Blut darauf hinweisen, dass sich Antikörper sezernie-

rende Zellen des Liquors aus bereits eingewanderten B-Zelllinien wie den isotyp-

switched memory B-Zellen rekrutieren und sich einige Zellpopulationen intrathekal 

selbst zu erhalten scheinen [116, 119]. Plasmablasten konnten von Cepok et al. als 

Haupteffektor der intrathekalen IgG Synthese identifiziert werden, auch korrelierte 

die Frequenz der Plasmablasten im Liquor von allen B-Zellsubpopulationen am 

stärksten mit der Anzahl und Ausdehnung T1 gewichteter Läsionen im MRT [136]. 

Die Heterogenität dieser Ergebnisse könnte durch allgemein sehr niedrige Frequenz 
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der Plasmablasten sowie deren rasche Fluktuation zwischen verschiedenen Kom-

partimenten erklärbar sein. 

 

5.8 Unterschiede in der Frequenz der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal diffe-

renzierten B- Lymphozyten bei Natalizumabtherapie  

 

Die zentrale Frage dieser Arbeit ist, inwiefern sich die Immunotherpie mit Natalizu-

mab auf der Anteil der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal differenzierten B-Lym-

phozyten (Plasmablasten) an den CD3-CD19+ gesamt-B-Lymphozyten auswirkt. In 

unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass MS Patienten unter Natalizumab 

und therapiefreie MS Patienten eine identische Plasmablastenfrequenz aufweisen. 

Auch zwischen Natalizumabpatienten und gesunden Kontrollen, welche eine gering-

fügig geringere Frequenz terminal differenzierter B-Lymphozyten besitzen, besteht 

kein statistisch signifikanter Unterschied. 

 

In der Literatur gibt es diesbezüglich unterschiedliche Angaben. Übereinstimmend 

mit unseren Messungen kommen Haas et al. zu dem Ergebnis, dass der Anteil der 

Plasmablasten an den gesamten B-Zellen unter Natalizumab im Vergleich zu unbe-

handelten MS Patienten unverändert ist [119]. Hingegen ist bei Rovituso et al. die 

Frequenz der Plasmablasten im peripheren Blut unter Natalizumab im Vergleich zu 

therapiefreier MS signifikant verringert [135]. Dies steht im Widerspruch zu unseren 

Ergebnissen. In einer Studie von Villar et al. konnte eine signifikante Reduktion der 

Plasmablasten im Liquor cerebrospinalis durch die Therapie mit Natalizumab nach-

gewiesen werden [137]. Es wird vermutet, dass Natalizumab eine Freisetzung von 

Plasmablasten und anderen Antikörper-sezernierenden Zellen aus dem intrathe-

kalen Kompartiment in die Peripherie bewirkt, indem es die intrathekale VLA-4-ab-

hängige Verankerung dieser Zellen inhibiert [137]. Auch könnte Natalizumab das B-

Zellhoming in ektope menigeale Follikel inhibieren und damit den intrathekalen B-

Zell Pool und den Pool Antikörper sezernierender Zellen verringern [133, 134]. Die 
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Frequenzminderung von Antikörper sezernierenden Zellen und der von ihnen pro-

duzierten Immunglobuline im Liquor gelten als Marker für eine erfolgreiche Thera-

pieresponse unter Natalizumab [137]. Während die Immunotherapie bei allen Pati-

enten der Studie zu einer signifikant verminderten CD4+ T-Helferzellkonzentration 

im Liquor führte, ließ sich nur bei Patienten mit optimalem Ansprechen auf die The-

rapie eine signifikante Reduktion intrathekaler B-Lymphozyten und Plasmablasten 

feststellen [137]. Warum die Redistribution der Plasmablasten aus dem Liquor in die 

Peripherie unter Natalizumab zu keinem messbaren reziproken Anstieg der 

Plasamblastenfrequenz im Blut zu führen scheint, muss durch weitere Forschung 

untersucht werden. Auch gilt es zu klären, welche individuellen Vorraussetzungen 

eine günstige Therapieresponse unter Natalizumab durch verminderte Plasmablas-

ten- und Antikörperkonzentrationen im Liquor determinieren.  

 

5.9 Unterschiede in den Serumkonzentrationen von IgG¸ IgA und IgM 

 

Unsere Messungen ergeben, dass die Serumkonzentration von IgG bei therapie-

freien MS Patienten gegenüber gesunden Kontrollen lediglich trendweise erhöht ist. 

Auch konnten wir zeigen, dass die Konzentration der gesamten IgG Antikörper im 

Serum unter Natalizumabtherapie gegenüber der gesunden Kontrollgruppe signifi-

kant verringert ist. Gegenüber MS Patienten ohne Therapie besteht hingegen nur 

eine trendweise Verringerung der IgG Konzentration durch Natalizumab. Überein-

stimmend mit unseren Messungen kommen Mehta et al. zu dem Ergebnis, dass es 

keine signifikanten Unterschiede in den Serumkonzentrationen von IgG zwischen 

MS Patienten und gesunden Individuen gibt [138]. Entgegen unseren Ergebnissen 

zeigten sich in einer Studie von Selter et al. jedoch signifikant verringerte IgG Se-

rumkonzentrationen unter Natalizumab im Vergleich zu therapie-naiven MS Patien-

ten [133]. Auch dies könnte wieder von unserem kleinen Patientenkollektiv herrüh-

ren, da wir immerhin eine trendweise Verringerung von IgG unter Natalizumab be-

obachten konnten. In unseren Versuchen konnten wir nachweisen, dass es keine 
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signifikanten Unterschiede in der Serumkonzentration von IgA zwischen den Ver-

suchsgruppen gibt. Dies stimmt mit Messungen von Selter et al. überein, wonach 

Natalizumab die Serumkonzentration von IgA kaum beeinflusst [133]. Bei uns war 

die IgM Serumkonzentration der therapiefreien MS Patienten gegenüber den gesun-

den Kontrollen statistisch signifikant erhöht. Zudem zeigte sich in unseren Versu-

chen die Serumkonzentration von IgM bei den Natalizumab Patienten gegenüber 

den MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie signifikant verringert. Über-

einstimmend mit unseren Ergebnissen konnten Selter et al. eine signifikante Verrin-

gerung von IgM im Serum durch Natalizumab im Vergleich zu therapie-naiven MS 

Patienten nachweisen [133]. 

 

Nach Selter et al. ist die Verringerung der IgG und IgM Antikörper im Serum durch 

Natalizumab wahrscheinlich auf die veränderte B-Zellhomöostase unter Therapie 

zurückzuführen [133]. Dies könnte eine Verringerung der B-Zellfollikelbildung im 

lymphatischen System und damit eine verminderte Differenzierung der B-Lympho-

zyten zu Antikörper-sezernierenden Zellen zur Folge haben [133, 139] . Auch wird 

vermutet, dass durch Natalizumab die Integrin-/VLA-4 abhängige Zellretention und 

das Homing von Plasmablasten in Nischen des Knochenmarks, wo sie sekretorisch 

besonders aktiv sind, negativ beeinflusst werden [133]. Eine Ausnahme hiervon bil-

den IgA sezernierende Zellen, deren Homöostase in geringerem Ausmaß von VLA-

4 abhängig ist [133, 140]. Zudem konnte bei guter Response gegenüber Natalizu-

mab eine signifikante Verringerung der intrathekalen IgM- und IgG-Synthese bei 

gleichzeitiger Abnahme der intrathekalen Konzentration von B-Zellen sowie Antikör-

per-sezernierenden Zellen demonstriert werden [137]. Eine hypothetische Ursache 

dafür könnte die Inhibition des B-Zellhomings in ektope menigeale Follikel durch Na-

talizumab darstellen [133, 134], aus welchen sich die Immunzellen des Liquors par-

tiell rekrutieren. Die pathomechanische Rolle der intrathekalen (oligoklonalen) Anti-

körper bei der Schädigung des Myelins ist inzwischen gut etabliert [114, 115]. Hin-

gegen stellt sich die Frage, ob die Verringerung von peripherem IgG und IgM unter 

Natalizumab ursächlich zur Krankheitsremission beiträgt oder reines Beiprodukt der 
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veränderten B-Zellhomöostase ist. 

 

5.10 Unterschiede in den Serumkonzentrationen von BAFF  

 

Das Zytokin BAFF (B cells activating factor oft he TNF family) gehört zur Familie der 

Tumor Nekrose Faktoren und ist ein wichtiger Differenzierungsfaktor der B-Lympho-

zyten [141]. BAFF wird u.a. von Monozyten und dendritischen Zellen produziert 

[141]. Es kann sowohl als Transmembranprotein oder nach Cleavage- Prozessen 

als löslicher Faktor vorliegen [141]. BAFF stellt einen wichtigen Überlebensfaktor 

reifer und unreifer der B-Zellen dar und kann die Entwicklung von unreifen B-Lym-

phozyten zu Übergangs-B-Lymphozyten unterstützen [142]. Erhöhte BAFF Konzent-

rationen werden mit Autoimmunerkrankungen wie SLE in Verbindung gebracht 

[141]. BAFF als Überlebensfaktor der B-Lymphozyten wird im ZNS konstitutiv von 

Astrozyten sezerniert [143]. Dies könnte bei der Selbsterhaltung der B-Zellen in ekto-

pen meningealer Follikeln [116] bei MS von Bedeutung sein.  

 

Die ELISA Serumanalyse ergab keinen Unterschied in der BAFF Serumkonzentra-

tion zwischen therapiefreien MS Patienten und gesunden Kontrollen. Auch konnte 

eine für die MS Patienten mit Natalizumab tendenziell erhöhte Konzentration von 

BAFF nachgewiesen werden. Dies war weder gegenüber den therapiefreien MS Pa-

tienten noch den gesunden Kontrollen gegenüber statistisch signifikant. Über die 

Serumkonzentrationen von BAFF bei MS finden sich unterschiedliche Angaben in 

der Literatur. Gemäß Kannel et al. ist die Serumkonzentration von BAFF bei MS 

Patienten gegenüber gesunden Kontrollen signifikant erhöht [144]. Allerdings um-

fasst die Gruppe der MS Patienten in dieser Studie auch Individuen unter Basis- 

bzw. immunsuppressiver Therapie [144]. Interessanterweise waren in der Studie die 

BAFF Konzentrationen im Serum bei klinisch stabiler MS höher als während aktiver 

RRMS [144].  
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Eine neuere Studie von Dooley et al. hat jedoch eine nahezu identische BAFF Se-

rumkonzentration zwischen gesunden Individuen und unbehandelten MS Patienten 

festgestellt [145]. Auch zwischen unbehandelten MS Patienten und Patienten mit 

Natalizumab gab es keine signifikanten Unterschiede der BAFF Konzentration [145]. 

Beides deckt sich mit unseren Messergebnissen. In derselben Studie korrelierte die 

BAFF Konzentration der gesamten Kohorte, darunter MS Patientenkollektive mit un-

terschiedlichen DMDs, positiv mit der peripheren Frequenz der Übergangs-B-Zellen 

und negativ mit der Frequenz der case switched memory B-Lymphozyten [145]. Un-

ter den Übergangs-B-Zellen wird eine erhöhte Anzahl autoreaktiver Zellen und damit 

einerseits ein Zusammenhang mit autoimmuner Pathogenese, andererseits aber 

auch regulierende Eigenschaften postuliert [145, 146]. Nach den Ergebnissen von 

Puthenparampil ist die BAFF Konzentration im Liquor cerebrospinalis bei MS Pati-

enten mit nachweisbaren oligoklonalen Banden im Liquor bei Einsetzen der klini-

schen Symptomatik im Vergleich zu gesunden Kontrollen und Patienten mit negati-

vem Liquorbefund signifikant verringert [147]. Als Grund wird eine Absorption von 

BAFF durch die intrathekalen B-Lymphozyten vermutet [147]. 

 

5.11 Unterschiede in den Serumkonzentrationen von Il1ß   

 

Bei Il1ß handelt es sich um ein proinflammatorisches Zytokin, welches vorwiegend 

von monozytären Zellen sezerniert wird [148]. Seine Wirkungen, vermittelt durch den 

Il1 Oberflächenrezeptor, umfassen neben der Kostimulation von T- Zellen auch die 

Anregung der B-Zellproliferation sowie die Produktion weiterer proinflammatorischer 

Zytokine [149]. Bei MS konnten in den zentralnervösen Läsionen erhöhte Konzent-

rationen von Il1ß nachgewiesen werden [150]. Es wird vermutet, dass Il1ß zur Ex-

pression von Entzündungsmediatoren im ZNS, zu strukturellen Veränderungen der 

Blut-Hirn-Schranke sowie zur direkten Apoptose von Neuronen und Oligodendrozy-

ten beiträgt [149]. 
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In unseren Messungen wiesen MS Patienten ohne Therapie eine trendweise er-

höhte Konzentration von Il1ß im Serum auf als gesunde Kontrollen. Bei MS Patien-

ten mit Natalizumab konnte eine tendenzielle Verringerung der Konzentration von 

Il1ß gegenüber Therapie-naiven MS Patienten nachgewiesen werden. Statistisch 

signifikant waren diese Unterschiede nicht. Die Angaben in der Literatur zur Kon-

zentration von Il1ß bei MS sowie unter Immunotherapie mit Natalizumab sind wider-

sprüchlich. Nach Ergebnissen von Dujmovic et al. zeigte sich die Konzentration von 

Il1ß im Serum bei MS Patienten gegenüber der gesunden Kontrollgruppe signifikant 

erhöht [149], was im Widerspruch zu unseren Messungen steht. Eine von Mellergård 

et al. durchgeführte Studie kommt hingegen zu dem Ergebnis, dass es keine signi-

fikanten Konzentrationsunterschiede von Il1ß zwischen gesunden Kontrollen und 

unbehandelten MS Patienten gibt [151]. Dieses Resultat wiederum steht im Einklang 

mit unseren Daten. Außerdem konnten in der Studie von Mellergård et al. bei einer 

Längsschnittuntersuchung zwischen MS Patienten vor und nach einem Jahr intra-

venöser Therapie mit Natalizumab keine signifikanten Veränderungen der Serum-

konzentration von Il1ß festgestellt werden [151]. Auch dies deckt sich mit unseren 

Ergebnissen. Gleichzeitig wurde nach einem Jahr Natalizumabtherapie eine Verrin-

gerung diverser proinflammatorischer Zytokine, darunter neben Il1ß auch Il6 und Il8, 

im Liquor cerebrospinalis festgestellt [151], was zu einer Minderung des entzündli-

chen Geschehens im ZNS und damit zur Besserung der klinischen Symptomatik 

beitragen könnte. Dabei war für keines dieser Zytokine eine simultane Konzentrati-

onserhöhung im peripheren Blut zu verzeichnen, was aufgrund der Sequestration 

von Immunzellen in der Peripherie durch Natalizumab eigentlich zu erwarten gewe-

sen wäre [151]. Daher werden bezüglich sekretorisch aktiver Immunzellen weitere 

therapieassoziierte homöostatische Veränderungen, beispielsweise Alterationen 

des Homings in sekundäre lymphatische Organe, postuliert [151]. Es wäre interes-

sant zu wissen, inwiefern auch peripheres Il1ß zur autoimmunen Pathogenese bei-

trägt und die Diskrepanz zwischen den vorangegangen Studienergebnissen hin-

sichtlich der Il1ß Serumkonzentration bei MS etwa auch mit Unterschieden in Krank-

heitsverlauf bei den einzelnen Patienten in Verbindung stehen könnte.  
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5.12 Unterschiede in den Serumkonzentrationen von Il21 

 

Das Zytokin Il21 wird von TH17-Zellen, TH2-Zellen und NK-Zellen sezerniert und 

wirkt an dem von diversen Immun- und nicht-Immunzellen exprimierten Il21 Ober-

flächenrezeptor [152]. Il21 wirkt stimulierend auf die Aktivierung, Proliferation und 

das Überleben von TH-Zellen und B-Lymphozyten [152]. Dabei wird die Differenzie-

rung von B-Zellen zu Antikörper sezernierenden Plasmazellen angeregt [153] sowie 

Antikörperproduktion gefördert [154]. Gleichzeitig inhibiert Il21 die Entstehung von 

antiinflammatorischen Treg Zellen zu Gunsten erhöhter proinflammatorischer TH17-

Zellen [155-157]  und verstärkt die Resistenz der CD4+CD25- T-Effektorzellen ge-

gen die suppressive Wirkung der CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen [158]. Il21 

konnte mit Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis in Verbindung ge-

bracht werden [159]. 

 

Die Serumanalyse ergab eine trendweise Erhöhung von Il21 bei unbehandelter MS 

gegenüber gesunden Kontrollen. Zudem ließ sich eine verminderte Il21 Konzentra-

tion bei MS Patienten mit Natalizumab gegenüber den anderen beiden Patienten-

kollektiven nachweisen. Statistisch signifikant war dieser Unterschied gegenüber der 

gesunden Kontrollgruppe, allerdings nicht gegenüber den MS Patienten ohne krank-

heitsspezifische Therapie. Bisherige Daten über Il21 bei MS sind widersprüchlich, 

auch finden sich über die Rolle der Natalizumabtherapie nur spärliche Angaben. 

Zwar wird übereinstimmend mit unseren Messungen bei Wang et al. keine Verän-

derung der Il21 Serumkonzentration zwischen MS Patienten und gesunden Kontrol-

len festgestellt [160]; jedoch konnten Tegla et al. auf mRNA Ebene eine vermehrte 

Il21 Expression während eines MS Relapses aufzeigen [161]. Außerdem erbrachten 

Romme Christensen et al. mit Messung einer vermehrten Il21- und Il21 Rezeptorex-

pression durch CD4+ T-Zellen bei progressiver MS erste Hinweise einer MS asso-

ziierten erhöhten Sensitivität des Immunsystems für Il21 [162]. Die erhöhte Il21 und 

Il21R Expression gilt nach Tzartos et al. auch für CD4+ T-Zellen innerhalb MS spe-

zifischer Läsionen im ZNS [163]. Interessanterweise gab es gemäß einer Studie von 
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Wu et al. jedoch keine erhöhten Il21 Spiegel im Liquor bei multipler Sklerose [164].  

Es wird vermutet, dass Il21 durch die beschriebene Treg-Zell-Suppression bei si-

multaner TH17 up-Regulation zur Progression der MS beiträgt, TH17 Zellen wird da-

bei eine zentrale Rolle in der Pathogenese der autoimmunen Inflammation bei MS 

beigemessen [152]. Allerdings sind etwaige Effekte von Il21 auf B-Lymphozyten, 

Makrophagen oder Mikroglia im Hinblick auf die MS bisher kaum erforscht [152]. 

Auch fehlen bezüglich der Auswirkung von Natalizumab auf die Il21 Serumkonzent-

ration bislang kohärente Daten. Im Hinblick auf Ergebnisse von Studien mit Alemtu-

zumab bzw. Mitoxantron, deren Applikation jeweils zu einer Senkung des Il21 Spie-

gels bzw. -expression bei MS Patienten führte [162, 165], kann jedoch die von uns 

gemessene Verringerung der Il21 Konzentration zumindest als plausibel angenom-

men werden und könnte mit einer Besserung der MS Symptomatik assoziiert sein. 

Zur Erlangung genauer Erkenntnisse über die Rolle von Il21 bezüglich Pathogenese 

und therapieassoziierter Remission der MS ist weitere Forschungsarbeit erforder-

lich. 

 

5.13 Unterschiede in den Serumkonzentrationen von Il35 

 

Bei Il35 handelt es sich um ein hauptsächlich von CD4+CD25+ Foxp3+ Treg – Zellen 

sezerniertes Zytokin mit inhibitorischem Einfluss andere Immunzellen [166]. Weitere 

mit Treg – Zellen assoziierte Zytokine wie Il10 und TGFß haben ebenfalls einen im-

munsuppressiven Effekt [167]. Für die Pathogenese von Autoimmunität bei MS 

wurde eine Fehlregulation von Treg-Zellen mehrfach beschrieben [168-170]. 

 

Bei unseren ELISA Messungen zeigten sich keine signifikanten Konzentrationsun-

terschiede von Il35 zwischen gesunden Probanden und unbehandelten MS Patien-

ten. Allenfalls konnte bei MS Patienten ohne Therapie eine nicht signifikante Erhö-

hung der Il35 Konzentration gegenüber gesunden Individuen beobachtet werden. 

Die Il35 Konzentration im Serum bei Patienten mit Natalizumabtherapie war gegen-
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über MS Patienten ohne Therapie signifikant verringert. Auch bestand eine trend-

weise Verringerung der Il35 Serumkonzentration bei der Natalizumabgruppe gegen-

über den gesunden Kontrollen.  

 

Im Einklang mit unseren Ergebnissen konnten in einer aktuellen Studie von Jafarz-

adeh et al. trotz tendenzieller Erhöhung der Il35 Werte für MS Patienten ohne The-

rapie keine signifikanten Unterschiede der Serumkonzentration von Il35 zwischen 

unbehandelten MS Patienten und gesunden Kontrollen festgestellt werden [171]. 

Eine Studie von Stenner et al. ergab, dass die Frequenz von Foxp3+ Treg – Zellen 

im peripheren Blut durch Natalizumab nicht signifikant beeinträchtigt wird  [172]. Au-

ßerdem war Natalizumab nicht in der Lage, die MS-assoziierte Funktionsminderung 

der Tregs wiederherszustellen [172]. Es wird daher gemutmaßt, dass der therapeu-

tische Effekt von Natalizumab nicht wesentlich von der Wirkung regulatorischer T-

Zellen abhängt [172]. Ob sich trotz der unveränderten Frequenz und Funktion der 

Tregs durch Natalizumab dennoch ein Unterschied in der Serumkonzentration von 

Il35 unter Therapie manifestieren kann, wie es in unserem Experiment der Fall war, 

muss durch weitere Messungen geklärt werden. 

 

5.14 Unterschiede in den Serumkonzentrationen von TNFß 

 

Tumor Nekrose Faktor beta (TNFß), auch Lymphotoxin α genannt, ist ein von T-

Lymphozyten sezerniertes proinflammatorisches Zytokin [173, 174]. Es ist eng mit 

TNFα verwandt und bindet kompetitiv an denselben TNF Rezeptor, obgleich die Wir-

kung der beiden Zytokine nicht bei allen Zielzellen identisch ist [174]. 

 

Unsere Messung von TNFß ergab für MS Patienten trendweise verringerte Serum-

konzentrationen als bei gesunden Kontrollen. Bei den Patienten mit Natalizumab-

therapie wurde gegenüber den anderen beiden Versuchsgruppen eine verminderte 

Konzentration festgestellt. Der Unterschied ist gegenüber der gesunden Kontroll-
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gruppe statistisch signifikant, aber nicht gegenüber den MS Patienten ohne Thera-

pie. In der Literatur fehlt es an Daten über die Serumkonzentrationen von TNFß bei 

multipler Sklerose und Natalizumabtherapie. Bekannt ist jedoch, dass mononukleäre 

Zellen im peripheren Blut und im Liquor cerebrospinalis bei MS mit einer erhöhten 

TNFß Sezernierung in Verbindung gebracht werden konnten [175]. Sollte dies mit 

erhöhten Serumwerten von TNFß korrelieren, stünde das im Widerspruch zu unse-

ren Ergebnissen.  

 

Nach einer Studie von Rieckmann et al. ist die gemessene TNFß Freisetzung durch 

Immunzellen während eines akuten Schubes besonders ausgeprägt [176]. Neben 

den PBMC konnte die Produktion von TNFß auch bei Zellen des ZNS, vorwiegend 

bei Astrozyten, nachgewiesen werden [177]. An der Blut-Hirn-Schranke soll TNFß 

zu einer erhöhten endothelialen Expression von Adhäsionsmolekülen führen, 

wodurch verstärkt Immunzellen zentralnervöse Kompartimente migrieren [178]. Zu-

dem konnte von Selmaj et al. in vitro eine direkte zellschädigende Wirkung von TNFß 

auf Oligodendrozyten beobachtet werden [179]. Es liegt also die Vermutung nahe, 

dass TNFß ähnlich wie TNFα zum Entzündungs- und Demyelinisationsprozess im 

ZNS bei der multiplen Sklerose beiträgt [180]. Insofern könnte die von uns gemes-

sene TNFß Verringerung mit Natalizumab im Einklang mit den erniedrigten Konzent-

rationen diverser proinflammatorischer Zytokine in Liquor und Blut unter der immun-

modulierenden Therapie stehen [151] und damit zu einer verminderten Schubfre-

quenz und Krankheitsprogression beitragen. Zur Bestätigung unserer Ergebnisse 

sind weitere Studien vonnöten, von denen wir uns ein besseres Verständnis der pa-

thomechanischen Rolle von TNFß bei MS erhoffen. 
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6. Zusammenfassung und Weiterentwicklung des Projekts 

 

Dem allgemeinen Verständnis der multiplen Sklerose als T-Zell-vermittelte Krankheit 

zum Trotz sind in den vergangen Jahren vermehrt B-Lymphozyten als pathogeneti-

scher Faktor der autoimmunen Erkrankung in den Mittelpunkt des wissenschaftli-

chen Interesses gerückt. Wenig erforscht ist dabei die Rolle der B-Zellen bei der 

immunmodulatorischen Therapie der multiplen Sklerose. Entsprechend wurden in 

der vorliegenden Arbeit MS Patienten ohne krankheitsspezifische Therapie, mit im-

munmodulatorischer Therapie mit dem humanen Antikörper Natalizumab sowie ge-

sunde Individuen hinsichtlich ihrer Frequenzen von CD3-CD19+ B-Lymphozyten an 

den PBMC und der CD3-CD19+CD20+CD27-naiven B-Lymphozyten, CD3-

CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymphozyten und CD3-CD19+CD20-CD27++ ter-

minal differenzierten B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ gesamten B-Lymphozyten 

per FACS-Analyse verglichen. Darüber hinaus wurden für die drei Versuchskollek-

tive die Serumkonzentrationen der Antikörperklassen IgG, IgA und IgM sowie der 

Zytokine BAFF, Il1ß, Il21, Il35 und TNFß per ELISA-Messung ermittelt. Wir konnten 

nachweisen, dass der Anteil der CD3-CD19+CD20+CD27-naiven B-Lymphozyten 

an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten bei Patienten mit Natalizumabtherapie gegen-

über gesunden Kontrollen im Durchschnitt statistsich signifikant verringert war, dies 

kam  jedoch durch eine Frequenzminderung bei vier von zehn der Natalizumabpati-

enten statt einer allgemeinen Frequenzabnahme zu Stande. Der Anteil der CD3-

CD19+CD20+CD27+ memory B-Lymhozyten an den CD3-CD19+ B-Lymphozyten 

zeigte sich bei Natalizumabpatienten gegenüber gesunden Individuen als signifikant 

erhöht. Kaum verändert blieben hingegen die Frequenzen der CD3-CD19+ B-Zellen 

an den PBMC sowie die Frequenz der CD3-CD19+CD20-CD27++ terminal differen-

zierten B-Lymphozyten an den CD3-CD19+ gesamten B-Lymphozyten. In unseren 

ELISA Messungen konnten wir zeigen, dass die Konzentration der gesamten IgG 

Antikörper im Serum unter Natalizumabtherapie gegenüber der gesunden Kontroll-

gruppe signifikant verringert ist. Zusätzlich ist die IgM Serumkonzentration der the-

rapiefreien MS Patienten gegenüber den gesunden Kontrollen statistisch signifikant 
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erhöht. Zudem zeigte sich die Serumkonzentration von IgM bei den Patienten unter 

Natalizumabtherapie gegenüber den MS Patienten ohne krankheitsspezifische The-

rapie signifikant verringert. Erstmalig ließ sich eine verminderte Il21 Konzentration 

bei MS Patienten mit Natalizumab gegenüber der gesunden Kontrollgruppe nach-

weisen. Außerdem konnten wir erstmalig eine signifikante Verringerung der Il35 Se-

rumkonzentration bei der Natalizumabgruppe gegenüber unbehandelten MS Patien-

ten. Bei den Patienten mit Natalizumabtherapie wurde gegenüber der gesunden 

Kontrollgruppe erstmals eine verminderte TNFß Konzentration festgestellt.  

Aufgrund der vergleichsweise niedrigen Probandenzahl pro Gruppe kann die vorlie-

gende Dissertation am ehesten als eine Pilotstudie angesehen werden. Zudem ist 

aufgrund der Heterogenität der Probandenkollektive der Einfluss von Störfaktoren 

(hier v.a. Unterschiede in Alter und Geschlecht zwischen den Versuchsgruppen) auf 

die Ergebnisse nicht auszuschließen. Deswegen sind weitere Untersuchungen er-

forderlich, um die hier erbrachten Ergebnisse zu überprüfen. Wir erhoffen uns den-

noch ein besseres Verständnis des Einflusses der B-Lymphozyten und ihrer Subpo-

pulationen auf die Krankheitsentstehung und –aktivität der MS sowie ihrer Rolle bei 

klinischer Remission unter immunmodulatorischer Therapie. Langfristiges Ziel dabei 

ist die Erforschung möglicher neuer therapeutischer Angriffspunkte bei multipler 

Sklerose und die Vorhersage individueller Therapieresponse. 
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