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1 EINLEITUNG

1.1  Multiple Sklerose

Definition

Die Multiple Sklerose (MS, syn. Encephalomyelitis disseminata) wird definiert als 

eine entz�ndliche, chronisch verlaufende, demyelinisierende Erkrankung des 

zentralen Nervensystems (ZNS), kombiniert mit unterschiedlich stark ausgepr�gtem 

Verlust an Axonen und reaktiver Gliose. (Gehlen & Delank, 2010, S. 271)

Im gesamten ZNS, also sowohl im Encephalon als auch in der Medulla spinalis kann 

es zu in der Substantia alba gelegenen Demyelinisierungsherden und damit durch 

Unterbrechung und/oder Abschw�chung der Reiz- beziehungsweise Signalweiter-

leitung zu entsprechender auf die jeweilige Lokalisation des Entmarkungsherdes

spezifischer Symptomatik kommen. Eine wichtige Komponente der Erkrankung ist

au�erdem die Neurodegeneration. (Gehlen & Delank, 2010, S. 271)

Epidemiologie

Die Epidemiologie zeigt, �dass die Multiple Sklerose eine Krankheit der gem��igten 

Zonen des Erdballs ist� (Gehlen & Delank, 2010, S. 271).

Die Erkrankungswahrscheinlichkeit ist au�erdem in nordeurop�ischen L�ndern h�her 

als in s�dlichen, wobei Studien zeigen, dass der Aufenthaltsort bis einschlie�lich zur

Pubert�t des jeweiligen Individuums f�r das individuelle Risiko entscheidend ist. 

(Grehl & Reinhardt, 2005, S.439)
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Die Pr�valenz ist entsprechend abh�ngig vom Breitengrad und betr�gt in unseren 

Breitengraden 30 - 80 / 100 000, die Inzidenz ca. 4 - 6 / 100 000 Einwohner. Es sind 

mehr Frauen als M�nner betroffen (3:1). Der klinische Erkrankungsbeginn liegt zu 60

% zwischen dem 20. Lj. und dem 40. Lj., davor und danach bei jeweils 20 %. Multipel 

vorhandene Entz�ndungsherde im MRT bei Auftreten erster klinischer Symptome der 

MS deuten aber auf einen fr�heren Erkrankungsbeginn hin, welcher in den meisten 

F�llen w�hrend der Adoleszenz zu finden sein d�rfte. (Grehl & Reinhardt, 2005, 

S.439)

Verlauf

Die Multiple Sklerose verl�uft typischerweise schubf�rmig mit Remissionen, wobei 

die Definition eines Schubes die Dauer von mindestens 24 Stunden und ein min-

destens 30-Tage-Intervall zwischen den Sch�ben beinhaltet und durch �nderung der 

K�rpertemperatur (Uthoff-Ph�nomen) oder eine Infektion nicht zu erkl�ren ist. 

(Trostdorf & v. Stuckrad-Barre, 2009, S. 1)

Die h�ufigste Verlaufsform der Multiplen Sklerose ist schubf�rmig mit eindeutig ab-

grenzbaren Sch�ben, bei denen es zu einer kompletten oder inkompletten Remission

kommt. Nach initial schubf�rmigem Verlauf kommt es bei ca. 50 % zu einem �ber-

gang in einen progredienten Verlauf mit oder ohne zus�tzlich �berlagerte Schub-

aktivit�t, die sekund�r chronisch progrediente Verlaufsform. Des Weiteren wird die

prim�r chronisch progrediente Verlaufsform abgegrenzt, bei der bereits initial ein 

schleichend progredienter Verlauf ohne abgrenzbare Schubaktivit�t vorherrscht.

(Trostdorf & v. Stuckrad-Barre, 2009, S. 1)

M�gliche schubausl�sende Faktoren k�nnen Infektionen, besonders starke

psychische Belastung, Stress, Sonnenexposition/Hitze (DD Uthoff-Ph�nomen) oder 

Frauen post partum sein, wodurch die Abnahme der Schubfrequenz w�hrend der
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Schwangerschaft wieder ausgeglichen wird, die Schwangerschaft netto also keinen

positiven oder negativen Effekt aufweist. (Grehl & Reinhardt, 2005, S. 439)

Symptomatik

Charakteristisch f�r die Symptomatik der Multiplen Sklerose sind multilokul�re, der 

Lokalisation der Entmarkungsherde entsprechende Funktionsst�rungen des ZNS, die 

meistens in Sch�ben und mit Remissionen in Erscheinung treten. (Gehlen & Delank, 

2010, S.273)

Zu den h�ufigsten Symptomen geh�ren Pyramidenbahnzeichen, wie z. B. ein posi-

tiver Babinski, mit spastischen L�hmungen, zerebell�re St�rungen wie Intentions-

tremor, Ataxie, Dysarthrie, Dysdiadochokinese oder Nystagmus und Beeintr�chti-

gungen der Sensibilit�t wie Hyp-, Dys- oder Par�sthesien mit eventuell positivem 

Lhermitte-Zeichen oder auch schmerzhafte Sensibilit�tsst�rungen in Form der 

Trigeminus-Neuralgie.

Als h�ufigste Fr�hsymptome treten die Retrobulb�rneuritis (Neuritis nervi optici, 

einschlie�lich einer temporalen Papillenabblassung) und das Doppelbildersehen, 

ausgel�st durch eine internukle�re Ophtalmoplegie mit Augenmuskelparesen, auf, 

die aber beide mit einer besonders guten R�ckbildungsf�higkeit einhergehen.

(Gehlen & Delank, 2010, S.273-274)

Ein au�erdem oft vernachl�ssigtes, nicht beachtetes oder sogar unbekanntes Trio 

der Symptomatik der MS sind kognitive St�rungen, Depressionen und das Fatigue-

Syndrom. (�rzte Zeitung Ausgabe 62, 2010, S. 17)

Anfangs kann ein MS-typisches Einzelsymptom vorliegen, das bei gleichzeitigem 

Auftreten anderer paraklinscher Befunde bereits die Diagnosestellung der MS 

zul�sst, was dann �klinisch isoliertes Syndrom� (KIS) genannt wird. (Gehlen &

Delank, 2010, S.273)
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Bei der Symptomatik ist dabei differentialdiagnostisch u. a. auch an solche Erkran-

kungen wie die akute disseminierte Enzephalomyelitis (ADEM), eine Neuromyelitis 

optica, post- und/oder parainfekti�se Enzephalitiden wie z. B. die Neuroborreliose 

oder auch die AIDS-Enzephalitis, Neurosarkoidose, Neoplasien, Vaskulitiden oder 

auch an einen Lupus erythematodes zu denken. (Stark & G�rtner, 2011)

Diagnostik

Bei der Diagnostik der Multiplen Sklerose haben nat�rlich wie bei jeder Diagnose-

stellung die Anamnese und die klinische Untersuchung eine gro�e Bedeutung.

Eine gro�e Rolle spielen bei der Diagnostik aber auch pathologische Liquorbefunde. 

Die charakteristische Liquorbefundkonstellation zeigt eine leichte (bis 150/3 Zellen), 

meist passager im akuten Schub vorkommende lymphoplasmozyt�re Pleozytose, ein

wenn �berhaupt nur leicht erh�htes Gesamtprotein, eine deutliche Erh�hung des 

IgG, welche sich elektrophoretisch oder quantitativ immunochemisch nachweisen

l�sst, sowie eine intrathekale, oligoklonale Produktion dieses IgG (sog. autochthones 

IgG). (Gehlen & Delank, 2010, S. 275)

Bei bis zu 95 % der MS-Patienten k�nnen bei isoelektrischer Fokussierung oligo-

klonale Liquor-IgG-Banden gefunden werden. (Gehlen & Delank, 2010, S. 275)

Zu guten diagnostischen Mitteln und Befunderhebungen sind inzwischen auch La-

tenzzeitverl�ngerungen von MEP und VEP und andere evozierte Potenzialmes-

sungen geworden. (Gehlen & Delank, 2010, S. 275)

Schlie�lich spielt auch noch die Magnetresonanztomographie (MRT) eine zentrale

Rolle in der bildgebenden Diagnostik, in der die Demyelinisierungsherde als kleinere

hypodense Areale vor allem in der Substantia alba periventrikul�r imponieren. Kont-

rastmittelunterst�tzte MR-Tomogramme mit Gadolinium (Gadoliniumanreicherung

nur in Arealen der gest�rten Blut-Hirn-Schranke) erlauben es sogar, gewisse Aus-
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sagen �ber die Akivit�t eines Demyelinisierungsherdes zu treffen. (Gehlen & Delank, 

2010, S. 275-276)

Trotzdem kann und darf die MS nicht allein aufgrund des MR-tomographischen Be-

fundes diagnostiziert werden, weil multilokul�re, vor allem periventrikul�r gelegene, 

aber letztendlich im gesamten ZNS m�gliche hyperintense Areale, hier also Entmar-

kungsherde, zwar f�r die MS charakteristisch, aber nicht spezifisch sind. (Gehlen & 

Delank, 2010, S. 276)

Insgesamt sind aber die McDonald-Kriterien f�r die Diagnosestellung der MS grund-

legend, bei denen die bildgebenden kernspintomographisch zeitlich und �rtlich dis-

seminierten L�sionen Basis f�r die Beurteilung sind und so auch klinisch stumme

Entz�ndungsherde aufgedeckt werden k�nnen und in die Beurteilung miteinflie�en, 

ganz im Gegensatz zu den Poser-Kriterien, bei denen lediglich die Symptomatik bzw. 

deren zeitliche und �rtiche Dissemination im Zentrum steht und klinisch stumme 

L�sionen folglich unentdeckt bleiben, nicht in die Beurteilung miteingehen und eine 

fr�he Diagnosestellung eventuell verhindern. (Stark & G�rtner, 2011) (Petereit, 2008, 

S. 3)

Hat sich bei der Diagnostik eine MS herausgestellt, so kann der aktuelle Krankheits-

zustand bzw. die aktuelle Krankheitsschwere mithilfe der Behinderungsskala nach 

Kurtzke, abgek�rzt EDSS (Expanded Disability Status Scale), festgehalten werden. 

Dabei reicht das Spektrum der Einteilung von 0, normaler neurologischer Befund, bis 

10, Tod infolge MS. (Petereit, 2008, S. 3)

Therapie

Die therapeutische Vorgehensweise bei der Multiplen Sklerose erfolgt anhand von 

drei Therapiestrategien, der Therapie eines akuten Schubes, der Schubprophylaxe

und der symptomatischen Therapie.(Gehlen & Delank, 2010, S. 276)
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Bei der Behandlung des akuten Schubes ist die Therapie mit Kortikosteroiden von 

zentraler Bedeutung, z. B. mit 500-1000 mg Methylprednisolon als Pulstherapie �ber 

3-5 Tage. (Gehlen & Delank, 2010, S. 276)

Zur Schubprophylaxe werden Immunmodulatoren, insbesondere Interferon �-1a

(Avonex�, Rebif�) und Interferon �-1b (Betaferon�) oder auch das Polypeptid 

Glatirameracetat (Copaxone�) und au�erdem seit l�ngerem schon Immunsuppres-

siva, vor allem Azathioprin, eingesetzt. (Gehlen & Delank, 2010, S. 276)

Des Weiteren kommt der monoklonalen Antik�rper Natalizumab (Tysabri�) bei ent-

sprechender Befundkonstellation, z. B. bei Patienten mit hoher Krankheitsaktivit�t 

trotz Therapie mit einem Betainterferon zum Einsatz, auch wenn dabei das Risiko

dessen gef�rchtetster Nebenwirkung, das Ausl�sen einer meist t�dlich verlaufenden 

Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie (PML), in Kauf genommen wird.

(Gehlen & Delank, 2010, S. 276)

Bei der Therapie von Patienten mit chronisch progredienten Verlaufsformen werden 

Zytostatika wie z. B. Cyclophosphamid oder Mitoxantron eingesetzt. Selten kommen 

bei starker Krankheitsprogression und Therapieresistenz auch hoch dosierte Immun-

globuline zur Anwendung oder es werden Plasmapheresen durchgef�hrt. (Gehlen & 

Delank, 2010, S. 276-277)

Statt einer Plasmapherese scheint bei besserer Vertr�glichkeit bzw. weniger Neben-

wirkungen auch eine Immunadsorption in Frage zu kommen. (�rzte Zeitung Ausgabe 

30, 2010, S. 10)

Im Zusammenhang mit der symptomatischen Therapie der MS sind dann vor allem 

noch die antispastischen Medikamente und die medikament�se Beeinflussung der 

Blasenaktivit�t zu nennen. (Gehlen & Delank, 2010, S. 277)

Als Letztes seien noch die therapeutischen Allgemeinma�nahmen wie Krankengym-

nastik, Ergotherapie und Sporttherapie erw�hnt. (Gehlen & Delank, 2010, S. 277)
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Laut einem Vortrag von Dr. Wolfgang Feneberg ist es au�erdem sehr wichtig, dass 

die MS schon fr�h therapiert wird, da es von Beginn an auch zu einer Degeneration 

von Axonen kommt, es keine Korrelation der Entmarkung mit dem Grad der Behinde-

rung gibt, die Effektivit�t aller Basistherapeutika (Glatirameracetat, Rebif, Avonex und 

Betaferon) anfangs am gr��ten ist, lediglich jeder f�nfte bis zehnte Schub klinisch 

auff�llt, der MS-Patient vom Anfang der Erkrankung an jedes Jahr ein Prozent seiner

Neuronen einb��t, die Wirksamkeit der Kortisontherapie beim n�chsten Schub nicht 

garantiert ist und l�ngerfristig nur 10 bis 20 Prozent der MS-Patienten einen gutar-

tigen Krankheitsverlauf erwarten d�rfen. (Bischoff, 2007)

Eine nach dem ersten Schubereignis abwartende Haltung bez�glich einer Basisthe-

rapie ist f�r mindestens 80 Prozent der MS-Patienten also die falsche Entscheidung. 

(Bischoff, 2007)

Der Nutzen eines fr�hen Therapiebeginns geht auch aus drei kontrollierten klinischen 

Studien hervor. Bei 309 einmal in der Woche mit 22 �g Interferon �-1a (Rebif) s. c.

therapierten Patienten in der ETOMS-Studie (Early Treatment of Multiple Sclerosis 

with Rebif) wurde f�r die Entwicklung einer manifesten MS eine Risikoreduktion von 

35 % festgestellt. Bei den 383 Patienten der CHAMPS-Studie (Controlled High Risk 

Avonex Multiple Sclerosis Study) mit einer einmal pro Woche erfolgten Injektion von 

30 �g Interferon �-1a (Avonex) i. m. hat sich das Risiko, eine volle klinische Manifes-

tation der MS zu entwickeln, sogar um 44 % reduziert. Schlie�lich hat sich auch noch

bei der BENEFIT-Studie (Betaferon/ Betaseron in Newly Emerging Multiple Sclerosis

For Initial Treatment) mit 468 Patienten, die jeden zweiten Tag mit 250 �g Interferon 

�-1b therapiert wurden, eine signifikante Risikoreduktion von 50 % f�r die Entwick-

lung einer klinisch gesicherten MS (CDMS, Clinically Definite Multiple Sclerosis) bei 

Patienten mit CIS (Clinically isolated syndrome) aufgezeigt. Eine fr�he Therapie ist
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insbesondere auch deshalb so wichtig, weil die Krankheitsaktivit�t initial sehr hoch 

ist. (Petereit, 2008, S. 5)

Wachsamkeit ist laut Feneberg bez�glich der Basistherapeutika bei den Interferonen 

insofern geboten, weil die Patienten gegen diese im Laufe der Therapie, insbeson-

dere nach Gabe von h�heren Dosen, neutralisierende Antik�rper bis hin zu einem 

solch erh�hten Titer bilden k�nnen, dass die Wirkung der Interferone vollst�ndig auf-

gehoben sein kann. (Bischoff, 2007)

Ein erfolgreicher Therapieansatz bei MS mit Fatigue �brigens scheint die Bemer-Ma-

gnetfeldtherapie �ber eine Aktivierung und Normalisierung der Vasomotion im Kapil-

largebiet zu sein, welche die Punktzahl im MFIS-Score (Modified Fatigue Impact 

Scale) bei MS-Patienten gegen�ber einer Kontrollgruppe aus MS-Patienten (Place-

bogruppe) signifikant zu senken in der Lage war. (�rzte Zeitung Ausgabe 148, 2011, 

S. 9)

1.2 �tiologie und Pathogenese

Nach derzeitigem Kenntnisstand handelt es sich bei der Multiplen Sklerose um ein

multifaktorielles Geschehen, bei dem es zu einer durch T-Lymphozyten vermittelten 

Autoimmunerkrankung kommt, bei welcher zus�tzlich genetische und epidemiolo-

gische Aspekte, aber auch Umweltfaktoren, wie z. B. Stress, von Bedeutung sind.

(Gehlen & Delank, 2010, S. 271)

Es wurde erkannt, dass bei MS-Erkrankten bestimmte genetische Konstellationen, 

genauer bestimmte auf der extrazellul�ren Seite der Zellmembran gelegene Histo-

kompatibilit�tsantigene, zu denen die HLA-Antigene A3, B7 und vor allem HLA-DR2

und HLA-DW2 geh�ren, signifikant h�ufiger vorkommen als bei gesunden Kontrollen. 

(Gehlen & Delank, 2010, S. 272)
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Ist dieses genetische Merkmal vorhanden, so ist das Risiko, an einer MS zu erkran-

ken, erh�ht, was ebenfalls bei Verwandten ersten Grades eines MS-Erkrankten der

Fall ist, bei denen die Erkrankungswahrscheinlichkeit etwa 10-mal h�her ist als in der

Normalbev�lkerung. (Gehlen & Delank, 2010, S. 272)

Drei Hypothesen �ber die Pathogenese, die Neurodegenerationshypothese, die 

Infektionshypothese mit Aktivierung von T-Zellen infolge einer Virusinfektion, die 

auch schon im Kindesalter stattgefunden haben kann (z. B. R�teln, EBV, Masern, 

Varizellen/Zoster) und die Autoimmunhypothese stehen zur Diskussion, wovon

allerdings keine alleine die komplexe Krankheit erkl�ren kann. (Gehlen & Delank, 

2010, S. 271)

Die Autoimmunhypothese beschreibt eine Autoimmunisation, in deren Verlauf ein

k�rperfremdes Antigen (eines Pathogens) mit einem Epitop, welches eine �hnlichkeit

zu k�rpereigenen Peptidstrukturen, was laut Wucherpfennig & Strominger, 1995, 

auch als �molekulares Mimikry� bezeichnet wird, wie beispielsweise der Plasma-

membranproteine der Myelinscheide aufweist, von den antigenpr�sentierenden 

Zellen pr�sentiert wird und damit �ber die Aktivierung von T-Zellen schlie�lich die 

Bildung von Auto-Antik�rpern durch Plasmazellen und letztendlich Autoreaktivit�t

auszul�sen vermag, �hnlich wie bei der postvakzinalen und postinfekti�sen

Enzephalomyelitis, in deren Folge es zu Kreuzreaktivi-t�ten mit k�rpereigenen 

Aminos�uresequenzen kommt, die durch die Positiv- und Negativ-Selektion bei der

Entwicklung der T-Zellen im Thymus eigentlich ausgeschlossen sein sollten. Gest�tzt 

wird diese Hypothese vor allem durch tierexperimentelle Untersuchungen, bei denen

es nach Immunisierung zu einer disseminierten Enzephalomyelitis mit Markscheiden-

untergang kommt, besser bekannt auch als Experimentelle Autoimmune Enzephalo-

myelitis (EAE) (Wei�ert Dr. Dr., 2002, S. 8), bei der es zu einem Angriff auf Proteo-
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lipid Protein (PLP) und/oder vor allem auf basisches Myelinprotein (MBP) und Myelin

Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) (Wei�ert Dr. Dr., 2002, S. 7), welche als

Membranproteine auf der Oberfl�che der Myelinscheide vorkommen und Angriffs-

punkte des Immunsystems darstellen, und deren Untergang kommt. (Gehlen &

Delank, 2010, S. 271-272)

Dabei hat sich auch gezeigt, dass der demyelinisierende Antik�rper nicht nur bei der 

MS eine Rolle spielt, sondern auch bei anderen Erkrankungen zu finden ist, bei de-

nen es zur Zerst�rung von Hirn- und R�ckenmarksgewebe kommt. (Gehlen & 

Delank, 2010, S. 272)

Zusammengefasst deutet vieles darauf hin, �dass T-Zell-vermittelte Autoimmun-

reaktionen ma�geblich an der Pathogenese der Multiplen Sklerose beteiligt sind� 

(Gehlen & Delank, 2010, S. 272).

1.3 B- und T-Zellen

Immunsystem

Zun�chst sollen kurz die f�r das Immunsystem wichtigsten anatomischen Strukturen

beziehungsweise lymphatischen Organe erw�hnt werden. Es werden zentrale oder 

prim�re lymphatische Organe, in welchen die Bildung der Lymphozyten stattfindet, 

von peripheren oder sekund�ren lymphatischen Organen, in denen die adaptiven 

Immunantworten wie die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung eingeleitet

werden, unterschieden. Die prim�ren lymphatischen Organe sind das Knochenmark, 

in dem sowohl die B- als auch die T-Zellen gebildet werden, und der Thymus, in wel-

chem die T-Zellen ausreifen, wohingegen die B-Zellen im Knochenmark reifen. Zu 

den peripheren lymphatischen Organen geh�ren die Milz, die Lymphknoten und die
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lymphatischen Gewebe der Schleimh�ute, also die GALT (gut-associated lymphoid 

tissues), zu denen die Appendix und die Peyerschen Plaques aus dem Darm und die 

Rachen- und Gaumenmandeln z�hlen, die bronchienassoziierten lymphatischen 

Gewebe (BALT) und die mucosaassoziierten lymphatischen Gewebe (MALT). In 

diesen Organen, durch die die Lymphe aus dem Blut beziehungsweise aus dem

extrazellul�ren Bindegewebe �ber ihre Lymphgef��e drainiert wird und zwischen

diesen stets auch die Lymphozyten zirkulieren, wartet eine Vielzahl von Lympho-

zyten, bis es zu Wechselwirkungen zwischen den Lymphozyten und eventuell vor-

handenen Antigenen und damit zu dem m�glichst schnellen Erkennen und Bek�mp-

fen eines pathogenen Erregers kommt. Ausdruck dessen wiederum ist die Lymph-

knotenschwellung. Durch diesen st�ndigen Durchfluss bzw. das st�ndige Zirkulieren 

sowohl des Blutes als auch der extrazellul�ren Fl�ssigkeit durch die sekund�ren 

lymphatischen Organe wird eine st�ndige Kontrolle und �berwachung des K�rpers

gew�hrleistet. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 7-13)

Unterscheiden muss man die angeborene Immunit�t von der erworbenen, adaptiven 

Immunit�t.

Angeborene Immunit�t

Bei der angeborenen Immunit�t spielen Makrophagen und neutrophile Granulozyten 

eine gro�e Rolle, da sie Oberfl�chenrezeptoren tragen, die allgemein vorkommende

Strukturmerkmale von Pathogenen, z. B. Proteoglykane der Bakterienzellwand, er-

kennen k�nnen, wodurch diese Zellen dazu bef�higt sind, Pathogene zu endo-

zytieren und intrazellul�r abzubauen und zu zerst�ren. (Janeway/Travers & 

Walport/Shlomchik, 2002, S. 13)
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Au�erdem ist es z. B. den aus den Makrophagen weiterentwickelten unreifen

dendritischen Zellen m�glich, fortlaufend extrazellul�res Material �ber den rezeptor-

unabh�ngigen Mechanismus der Makropinozytose und mit diesem eventuell vorhan-

dene Viren und/oder Bakterien aufzunehmen. Allerdings haben die dendritischen Zel-

len prim�r nicht die Aufgabe, die Pathogene zu zerst�ren, sondern eher deren Trans-

port in die peripheren lymphatischen Organe zu �bernehmen, um dort die Antigene 

zu pr�sentieren. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 14)

Im Rahmen der Wechselwirkungen zwischen neutrophilen Granulozyten beziehungs-

weise Makrophagen und Pathogen werden von diesen Zellen Chemokine ausge-

sch�ttet, wodurch Leukozyten angelockt werden und es nach deren Adh�sion an die 

Gef��wand zu einer Leukozyteninfiltration ins Gewebe kommt. Au�erdem werden 

diverse Cytokine wie Prostaglandine (vor allem Prostacyclin), ADP, Histamin und 

Bradykinin ausgesch�ttet, welche zu einer Gef��dilatation und Permeabilit�ts-

steigerung der Gef��w�nde f�hren und damit die Leukozyteninfiltration ins Gewebe 

zus�tzlich f�rdern und die klassischen Zeichen einer Entz�ndung, also tumor, calor, 

dolor, rubor und functio laesa hervorrufen. (Janeway/Travers & Walport/ Shlomchik, 

2002, S. 13)

Auch von Bedeutung ist das Komplementsystem mit seinen zahlreichen Plasmapro-

teinen, die nach einer proteolytischen Kaskade schlie�lich zur Zerst�rung der patho-

genen Zellwand und damit des Pathogens selbst f�hren. Hier gibt es einen zweiten,

die proteolytische Kaskade ausl�senden Weg, der aber nur in Kombination mit einem 

spezifisch gebundenen Antik�rper startet. Dies zeigt, dass die angeborene und die 

erworbene Immunit�t sich gegenseitig beeinflussen beziehungsweise oft Hand in 

Hand gehen. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 12-14)

Als Letztes seien im Zusammenhang mit der angeborenen Immunit�t noch die Akute-

Phase-Proteine erw�hnt, die von Hepatozyten produziert und sezerniert werden,
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nachdem diese wiederum durch vor allem IL-1 und IL-6 aktiviert und stimuliert wur-

den, welche zuvor von Makrophagen und anderen Zellen wie Endothelzellen oder 

Fibroblasten im entz�ndeten Gewebe sezerniert wurden. Diese Proteine helfen bei 

der Aktivierung des gesamten Organismus und bei der Bek�mpfung von Patho-

genen, z. B. werden Pathogene vom C-reaktiven Protein (CRP) opsonisiert, wodurch 

sie f�r Phagozyten aufnahmef�hig gemacht werden, sie jetzt also endozytiert und 

zerst�rt werden k�nnen. Zu diesen Akute-Phase-Proteinen z�hlen neben dem C-re-

aktiven Protein unter anderem das Transportprotein Caeruloplasmin, die Gerinnungs-

faktoren Prothrombin und Fibrinogen, die Komplementfaktoren C1-C9 des oben 

erw�hnten Komplementsystems, Pr�kallikrein des Kallikrein-Kinin-Systems und die 

Proteinaseinhibitoren �1-Antitrypsin und �1-Antichymotrypsin. (L�ffler & Petrides, 

2003, S. 1107-1108)

Erworbene Immunit�t

Bei der erworbenen, adaptiven Immunabwehr spielen die B- und T-Zellen eine zent-

rale Rolle. Bei dieser Immunabwehr geht es nicht mehr um eine unspezifische Ab-

wehr, bei der allgemeine Merkmale von Pathogenen f�r eine Abwehrreaktion aus-

reichen, sondern um eine gegen Epitope auf Antigenen gerichtete sehr spezifische 

Abwehrreaktion, welche dann gezielt gegen ein oder mehrere Pathogene zum Ein-

satz kommt. Hierbei sind die Oberfl�chenrezeptoren der B- und T-Zellen unersetz-

lich, da von deren �Spitze�, dem variablen Teil des Rezeptors die Spezifit�t der Re-

zeptoren und damit die der Zellen abh�ngt. Dabei ist anzumerken, dass der Rezeptor 

der B-Zellen von der Struktur her einem an die Oberfl�che befestigten Antik�rper 

gleicht, das hei�t, dass dieser Rezeptor die klassische Y- Form besitzt, bestehend 

aus 4 mit Disulfidbr�cken verbundenen Aminos�ureketten mit mehreren konstanten 

Regionen von �ber der Y-Gabelung bis hin zum Y-Stamm, �ber den er mit der Zell-
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oberfl�che verbunden ist. Am offenen Ende des Y besteht der Antik�rper bzw. der 

Rezeptor an jedem Arm aus je zwei variablen Regionen, die gemeinsam ein zum

Epitop des Antigens entgegengesetzt verlaufendes Epitop (Aminos�uresequenz) zur

spezifischen Antigenbindung aufweisen. Die Vielfalt dieser m�glichen Epitope ergibt 

sich aus dem Genom, das hei�t, es wird durch genetische Rekombination eine DNA-

Sequenz irreversibel zusammengesetzt, die eine gesamte variable Region codiert.

Zus�tzlich wird durch Entfernen oder Hinzuf�gen von Nukleotiden an den Verkn�p-

fungsstellen und durch die Verschiedenheit der variablen Regionen, die durch einen 

anderen Satz von Gensegmenten codiert werden, eine ungeheure Vielfalt m�glich.

(Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 17-19)

Dar�ber hinaus besitzt die B-Zelle wie alle Zellen desselben Organismus auf ihrer

Zelloberfl�che membrangebundene Glykoproteine, die von einer Gruppe von Genen, 

genannt Haupthistokompatibilit�tskomplex (major histocompatibility complex, MHC) 

oder beim Menschen HLA, codiert werden. �ber diese HLA werden den T-Zellen die 

Peptidantigene pr�sentiert. Es wird zwischen HLA I und HLA II unterschieden, wobei 

sowohl nach der Peptidl�nge als auch nach dem Ursprung des Peptides, genauer 

dessen Weg in Form des Pathogens in die Zelle hinein und in Form des Peptidfrag-

ments auf dem HLA aus der Zelle heraus hin zu deren extrazellul�rer Zelloberfl�che, 

differenziert wird. So werden z. B. Viren �ber Pinozytose ins Zytoplasma aufgenom-

men, ubiquitinyliert, �ber das Proteasom abgebaut und deren Fragmente in einer 

L�nge von 9-11 Aminos�uren auf dem HLA I an die Zelloberfl�che transportiert und

dort pr�sentiert. Andererseits werden Bakterien nach Bindung an einen Rezeptor

endozytiert und nach Verschmelzung mit Lysosomen und Einbau von Protonen-

pumpen in die Phagolysosomenmembran im sauren Milieu durch Proteasen in

Peptidfragmente zerkleinert. Anschlie�end werden die Peptidfragmente mit einer

L�nge von 10-30 Aminos�uren auf den HLA II platziert und durch Exozytose vom
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endoplasmatischen Retikulum �ber den Golgi-Apparat an die �u�ere Seite der Zell-

membran transportiert und dort pr�sentiert. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 

2002, S. 25-31)

Lymphozyten

Alle Zellen k�nnen anhand ihrer Oberfl�chenstruktur bzw. der am �u�eren Blatt der

Zellmembran unterschiedlich vorkommender Proteine (Rezeptoren und Co-Rezep-

toren) nach einem mit Antik�rpern erstellten Differenzierungsschema, einer 

CD(Cluster of Differentiation)-Nummer, eingeteilt werden. So kann man die T-Lym-

phozyten oder T-Zellen in drei Populationen trennen, die CD3+4-8+ oder cytoto-

xische T-Zellen und die CD3+4+8- oder T-Helfer-Zellen, TH1-Zellen und TH2-Zellen.

Diese Differenzierung kommt im Laufe der Reifung der Zellen im Thymus zustande, 

nachdem sie zuvor im Knochenmark gebildet wurden und zum Thymus gewandert 

sind. Hier findet w�hrend der Ontogenese auch die Positiv- und Negativ-Selektion 

der T-Zellen statt. Da jedes Individuum Zellen mit einer eigenen, individuellen HLA-

Sequenz besitzt, die auch als �eigen� erkannt und damit toleriert werden m�ssen und 

alle fremden Zellen eine fremde HLA-Sequenz haben, die auch als �nicht eigen� er-

kannt und bek�mpft beziehungsweise zerst�rt werden m�ssen, kommt es im Thymus 

zuerst zur Positiv-Selektion, bei welcher alle T-Zellen, die eine eigene HLA-Struktur 

ohne Peptid beladen mit ihrem T-Zell-Rezeptor binden k�nnen, �berleben. Bei allen 

anderen T-Zellen, die dazu nicht in der Lage sind, wird die Apoptose induziert. Die 

�berlebenden T-Zellen unterliegen jetzt noch der Negativ-Selektion und werden der 

Apoptose zugef�hrt, wenn sie mit hoher Affinit�t an eine eigene mit einem Autoanti-

gen beladene HLA-Struktur binden. Kann dies ausgeschlossen werden, darf die Zelle 

weiterleben. So soll schlie�lich ein individuell kompetentes und protektives Reper-

toire an T-Zellen aufgebaut werden, welches gleichzeitig auch eine Autoreaktivit�t, 
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also eine Autoimmunerkrankung verhindern soll. (L�ffler & Petrides, 2003, S. 1127-

1129)

Wird nun ein HLA II mit Peptid von einer B-Zelle pr�sentiert und eine T-Zelle, ge-

nauer eine TH2-Zelle, lagert sich spezifisch mit ihrem T-Zell-Rezeptor, der �brigens 

nicht wie der B-Zell-Rezeptor einen heterotetramer gebundenen Antik�rper darstellt, 

sondern nur ein Heterodimer ist, daran an, so kommt es mithilfe von Co-Rezeptoren

von der T-Zelle wie dem CD3, CD4, CD28 und CTLA-4 (zu APCs) oder hier CD40L

(Ligand), von Seiten der antigenpr�sentierenden Zelle (APC) des CD80/86 oder B7-

Molek�l und bei der B-Zelle zus�tzlich des CD40 zur Aktivierung der B-Zelle. Darauf-

hin kommt es zur Klonierung und schlie�lich Differenzierung zur Plasmazelle, welche 

den f�r das Peptid beziehungsweise f�r das Epitop spezifischen Antik�rper sezernie-

rt. Der Antik�rper kann jetzt f�r Neutralisierung, Opsonisierung und Aktivierung des

Komplementsystems und damit f�r eine wesentlich spezifischere und effektivere Be-

k�mpfung des Pathogens sorgen. Die Plasmazellen haben eine k�rzere �berlebens-

dauer als die B-Zellen, allerdings gibt es einige �berlebende Zellen, die die Antik�r-

perproduktion einstellen und sich zu Ged�chtniszellen umwandeln, sich also an die-

ses Pathogen erinnern k�nnen. Das ist die Grundlage f�r die noch schnellere und 

noch effektivere Immunabwehr mit ImmunglobulinG(IgG)-Antik�rpern bei einer Se-

kund�rinfektion, wogegen bei der Prim�rinfektion oder Erstinfektion die Immunab-

wehr mit ImmunglobulinM(IgM)-Antik�rpern noch nicht so schnell und effektiv

arbeiten kann, da es noch keine parat stehenden Ged�chtniszellen gibt.

(Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 25-45) (L�ffler & Petrides, 2003, S. 

1130-1146)

Wichtig f�r das Verst�ndnis der Reaktionen und Wirkungen der Zellen ist auch, dass

diese Wechselwirkungen, Aktivierungen und Reifungen der Zellen nicht allein durch
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Zell-Zell-Oberfl�chenproteinwechselwirkungen zustande kommen, sondern eben 

auch durch das Aussch�tten von Cytokinen, die dann vor allem autokrin auf sich 

selbst und parakrin auf die Zellen in der direkten Umgebung, aber in diesem Zusam-

menhang eher seltener endokrin, wirken. F�r die Entwicklung der naiven CD4+ Zelle 

hin zur TH0-Zelle kommt Interleukin-2 (IL-2) eine zentrale Bedeutung zu. Auch bei der 

Weiterentwicklung ist IL-2 noch wichtig, zur Entstehung der TH2-Zelle sind aber vor 

allem IL-4 und IL-10 zu nennen, wie zur Entwicklung der TH1-Zelle IL-12 und IL-18 zu 

erw�hnen sind. Die TH1-Zelle sezerniert IL-2, Interferon-� (IFN-�) und Tumornekrose-

faktor-� (TNF-�). Die TH2-Zelle dagegen sch�ttet IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13 

aus. (L�ffler & Petrides, 2003, S. 1129-1130)

Im Gegensatz zu den TH2-Zellen, die mit den B-Zellen in Wechselwirkung treten und,

wie oben beschrieben, damit zur Bildung von Antik�rpern f�hren, welche die extra-

zellul�r gelegenen Pathogene angreifen, so sind die TH1-Zellen f�r die Bek�mpfung 

von intrazellul�r gelegenen Pathogenen sehr wichtig. 

Normalerweise werden Bakterien, die in Makrophagen gelangt sind, in dem sauren 

Milieu der Lysosomen proteolytisch und mithilfe bakterizider Stoffe zerst�rt. Doch gibt 

es auch Bakterien wie z. B. das Mycobakterium leprae oder das Mycobakterium 

tuberculosis, die sich intrazellul�r in membranumschlossenen Vesikeln vermehren,

was durch eine nicht stattfindende Fusionierung dieser Vesikel mit Lysosomen er-

m�glicht wird. Die TH1-Zellen k�nnen solche Infektionen bek�mpfen helfen, indem sie 

die Makrophagen aktivieren, infolge dessen den Zusammenschluss der Bakterien 

enthaltenden Vesikel mit den Lysosomen bewirken und damit f�r die Zerst�rung der

Bakterien sorgen. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 27-29)

Schlie�lich gibt es noch die CD3+4-8+ cytotoxischen T-Zellen, die die F�higkeit be-

sitzen, virusinfizierte Zellen beziehungsweise infizierte Zellen, die eine Virussequenz 
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auf ihrem HLA I tragen, �ber ihren T-Zell-Rezeptor zu erkennen. Nachdem eine 

infizierte Zelle lokalisiert ist, wird diese abget�tet, bevor die virale Replikation durch 

den vom Virus verwendeten Syntheseapparat der Wirtszelle abgeschlossen ist und 

das Virus selbst die Zelle zerst�rt, um neu synthetisierte Viren freizusetzen.

(Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 27-29)

Das Abt�ten der Zelle geschieht durch die Induktion der Apoptose, die auf zwei 

Wegen ausgel�st werden kann. Erstens kommt es zur Exozytose von cytolytischen

Granula durch die cytotoxische T-Zelle. Diese enthalten Perforin, ein in der Zellmem-

bran der Zielzelle porenbildendes Protein, und Kathepsin C, welches Granzyme ak-

tiviert, die wiederum �ber die Aktivierung von Caspasen zur Induktion der Apoptose 

f�hren. Zweitens wird auf aktivierten T-Zellen das Protein Fas-Ligand (Fas-L) ex-

primiert, welches �ber die Wechselwirkung mit Fas (CD95), das nicht konstitutiv auf 

Zellen vorkommt und nur auf z. B. durch eine Entz�ndung oder eine Infektion aktivie-

rten Zellen exprimiert wird, die Apoptose �ber Aktivierung einer intrazellul�ren Sig-

nalkaskade bis hin zu den Caspasen induziert. (L�ffler & Petrides, 2003, S. 1133-

1134)

1.4  Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Blut von MS-Patienten und das Blut von Nicht-MS-

Patienten, also bez�glich der MS von gesunden Probanden (Kontrollen), w�hrend 

identischer experimenteller Untersuchungen verglichen werden. Dabei sollen nach 

Bearbeitung des Blutes vor allem die T-Zellen und deren Funktionalit�t in Augen-

schein genommen werden. Besonderes Augenmerk gilt dabei den CD4+25high Zellen, 

den sogenannten regulatorischen T-Zellen (Treg), denen laut Sakaguchi, 2000 und 
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Shevach et al., 2001 bei der Hom�ostase des Immunsystems und insbesondere bei 

der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen durch ihre F�higkeit selbstreaktive T-

Zellen, also T-Zellen die k�rpereigene Antigene angreifen, zu unterdr�cken

anscheinend eine Schl�sselrolle zukommt und die deshalb auch weltweit im Fokus 

vieler Untersuchungen stehen (Viglietta et al., 2004) (Baecher-Allan et al., 2006)

(J�rgen Haas et al., 2005).

Unter Inanspruchnahme des FACSCalibur (Fluorescence Activated Cell Sorting) wer-

den nach Fluoreszenzfarbstofff�rbungen die einzelnen Zellpopulationen und Zellfrak-

tionen quantitativ gemessen und miteinander verglichen beziehungsweise auf Signifi-

kanzen �berpr�ft. Dabei ist zu der CD4+25+ Zellpopulation zu sagen, dass bei dieser

im Verlauf dieser Arbeit entsprechend der Abb. 3 immer ein Gate auf die CD25 hoch 

positiven Zellen gesetzt wurde. Da die Gatesetzung bez�glich der CD4+25+ Zellpo-

pulation in dieser Arbeit bei allen Laboruntersuchungen dieselbe ist und es sich folg-

lich immer um die CD4+25high Zellpopulation handelt, wird im Folgenden nicht mehr 

von CD4+25high Zellen, sondern nur noch von CD4+25+ Zellen gesprochen.

Des Weiteren soll die F�rbung des intrazellul�r in regulatorischen T-Zellen gelegenen 

Transkriptionsfaktors Foxp3 vorgenommen und ebenfalls eine quantitative Erfassung 

durchgef�hrt werden. Foxp3 konnte laut Yagi et al., 2004, Hori et al., 2003 und 

Fontenot et al., 2003 im Zusammenhang mit der Aktivierung und Funktionalit�t von

regulatorischen T-Zellen und deren inhibitorischer Wirksamkeit auf T-Effektor-Zellen 

nachgewiesen werden und gilt als intrazellul�rer Marker f�r aktivierte regulatorische

T-Zellen (Baecher-Allan et al., 2006) (J�rgen Haas et al., 2005).

Mit Blick auf die inhibitorische Wirksamkeit der regulatorischen T-Zellen soll au�er-

dem in einem Proliferation-Assay mithilfe des FACSAria Zellsorters durch Zugabe 

ansteigender Zellzahlen von regulatorischen T-Zellen zu Responder-Zellen die Hem-

mung der Proliferation demonstriert werden. Wiederum geht es bei der Betrachtung 
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der F�higkeit zur Inhibition der Effektor- beziehungsweise der Responder-Zellen na-

t�rlich um den Vergleich dieser F�higkeit und deren Intensit�t zwischen MS-Pati-

enten und gesunden Kontrollen, wie dieser bereits von Viglietta et al., 2004 angestellt 

wurde.

Au�erdem hat sich gezeigt, dass bei der Inhibition durch die regulatorischen T-Zellen 

nicht nur die Proliferation, sondern auch die Sekretion von Cytokinen gehemmt wird, 

von denen in diesem Zusammenhang das von TH1-Zellen sezernierte Interferon-�,

welches bei der Aktivierung von selbstzerst�rerischen, autoreakiven T-Zellen ausge-

sch�ttet wird, von besonderer Bedeutung ist (Viglietta et al., 2004) (Venken et al., 

2006). Aufgrund dieser Erkenntnis sollen verschiedene Antigene, darunter unter-

schiedliche virale Antigene, wie zum Beispiel vom Adenovirus und vom Epstein-Barr-

Virus, und Myelinoberfl�chenproteine wie das Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein

(MOG) mit der Aminos�uresequenz 1-125, was dem extrazellul�ren Teil dieses 

transmembranen Myelinproteines entspricht (Weissert et al., 2002), im Rahmen des 

Elispot mit den Zellen in Kontakt gebracht werden, mit der Hoffnung, dass diese Zel-

len einen MHC II- beziehungsweise einen HLA II-Komplex auf ihrer Zelloberfl�che

mit entsprechend gegenl�ufig codierter Aminos�uresequenz tragen, das Antigen also 

wiedererkennen, und darauf folglich mit einer Sekretion von Interferon-� reagieren, 

das dann im Elispot nachgewiesen wird.

Sowohl beim Proliferation-Assay als auch beim Elispot werden wie zuvor auch schon 

quantitative Z�hlungen beziehungsweise Messungen von Patienten und Kontrollen 

erhoben, welche auf relevante Signifikanzen hin untersucht werden.
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2  MATERIAL

2.1  Ger�te

Arbeitsbank mit Abzug renggli

Blutanalyseger�t ADVIA 120 SIEMENS

Elispot-Analysger�t AID (Autoimmun 

transtec 1300 Diagnostika GmbH)

FACSCalibur BECTON

DICKINSON

Hochleistungswaage Explorer�Pro OHAUS�

Hochleistungswaage mit Umgebungs- DENVER

schutz SI-234 INSTRUMENTS

Inkubator (HeraCELL) Heraeus

37,0 �C, 5,0 % CO2

Sorter FACSAriaTM BD Biosciences

Sterile Arbeitsbank Heraeus

Mikroskop CX 40 OLYMPUS

Mikrowelle SIEMENS

Multikanalpipette (12 Pipetten)

CALIBRA 852, 20-200 �l SOCOREX



26

Pippetierhelfer INTEGRA

PIPETBOYplus BIOSCIENCES

pipetman, 1-10 �l GILSON

pipetman, 2-20 �l GILSON

pipetman, 100 �l GILSON

pipetman, 200 �l GILSON

pipetman, 1000 �l GILSON

Proliferation-Assay-Analyseger�t

1450 MicroBeta� Trilux EG&G  WALLAC

Harvester TOMTEC

1295-012 HEAT SEALER WALLAC

Vortex Mixer neoLab� Labor-

HeidolphREAXtop Spezialprodukte

Zentrifuge Hettich ROTIXA/RP

Zentrifuge MULTIFUGE 3 S-R Heraeus

2.2 Material, Chemikalien und Reagenzien

Material

CELLSTAR�TUBES (FALCON), 15 ml greiner bio-one

CELLSTAR�TUBES (FALCON), 50 ml greiner bio-one
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EDTA-Blutentnahmer�hrchen

S-MONOVETTE� 9 ml K3E SARSTEDT

Erlenmeyerkolben, 100 ml SCHOTT DURAN

Erlenmeyerkolben, 3 l SCHOTT DURAN

FACS-R�hrchen

Polystyrene Round-Bottom Tube, 5 ml BD FalconTM

FACS-R�hrchen

Polystyrene Round-Bottom Tube

with Cell-Strainer Cap, 5 ml BD FalconTM

Glaspipette 2 ml in 1/100 Costar�

Glaspipette 5 ml in 1/10 Costar�

Glaspipette 10 ml in 1/10 Costar�

Glaspipette 25 ml in 2/10 Costar�

Injekt Luer Solo, 20 ml Spritze BRAUN

Pipettenspitzen 10 �l, farblos Biozym Scientific

GmbH

Pipettenspitzen 200 �l, gelb SARSTEDT

Pipettenspitzen 1000 �l, blau greiner bio-one

Printed Filtermat A PerkinElmer�

for use with 1450 MicroBetaTM

Safe-Lock Tubes, 1,5 ml Eppendorf AG
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Safe-Lock Tubes, 2 ml Eppendorf AG

Sample Bag WALLAC

for use with 1450 MicroBetaTM

Sterilfilter  0,22 �m MILLIPORE

Sterilfilter 0,45 �m MILLIPORE

Wanne f�r Multipipetten Costar�

Reagent Reservoir Polystrene, 50 ml Corning Incorporated

Zellkammer nach Neubauer Assistent

0,100 mm Tiefe/Depth/Profondeur

0,0025 mm2

96-well Platte f�r Elispot mit Flachboden

TISSUE CULTURE PLATE, 96W

FLAT BOTTOM, WITH LID, STERILE MILLIPORE

96-well Platte f�r Proliferation-Assay

mit Rundboden

PS-MICROPLATE, 96 well, U-SHAPE greiner bio-one

Fertigprodukte

BIOCOLL SEPARATING SOLUTION BIOCHROM  AG

(FICOLL SEPARATING SOLUTION)

Isotonic solution, Density 1,077 g/ml

DPBS BioWhittaker�

Dulbecco�s Phosphate LONZA

Buffered Saline � 0,0095 (PO4)

without Ca and Mg
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DPBS (10x) BioWhittaker�

Dulbecco�s Phosphate LONZA

Buffered Saline � 0,0095 (PO4)

without Ca and Mg

FACSTM Accudrop Beads BD

Cat # 345249

Foxp3 Staining Buffer Set eBioscience

Fixation/Permeabilization Concentrate

Cat # 00-5123-43

Fixation/Permeabilization Diluent

Cat # 00-5223-56

10x Permeabilization Buffer

Cat # 00-8333-56

Hydrogen peroxide 30% Fluka

Wasserstoffperoxid 30%

Lysel�sung f�r FACS (Lysing-Buffer) Universit�tsapotheke

bei extrazellul�rer F�rbung T�bingen

1000 ml enthalten:

8,2900 g Ammoniumchlorid z.A.,

1,0000 g Kaliumhydrogencarbonat z.A.,

0,0372 g Na2-EDTA-2H2O z.A.

Medium RPMI 1640 GIBCO�

(+ L-Glutamine) invitrogenTM

(+ 25 mM HEPES)

N,N-DIMETHYLFORMAMIDE SIGMA

(DMF)  99+%

OptiPhase `Super Mix� WALLAC

f�r Analyse des Proliferation-Assay

mit Harvester
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Streptavidin, Peroxidase Conjugate CALBIOCHEM�

Cat # 189733

Trypan Blue Solution (0,4%) SIGMA

T 8154, 100 ml

2-MERCAPTOETHANOL GIBCO

50 MM

3-AMINO-9-ETHYL-CARBAZOLE SIGMA

A-5754-10g

[6-3H] Thymidine, Aqueous solution Amersham

925 GBq/mmol, 25.0 Ci/mmol LIFE SCIENCE

1 ml  37 MBq  1mCi

Zubereitete Produkte

Elispot - Buffer:

0,1 M Natriumazetat, ph 4,8

1 L 82,03 g/mol

0,1 mol (8,203 g) in 1 L Millipore-Wasser

Fix/Perm Buffer:

Mischung aus Fix/Perm Concentrate und 

Fix/Perm Diluent im Verh�ltnis 1:3

Medium f�r Elispot:

Medium RPMI 1640 (500 ml)

(+ L-Glutamine)

(+ 25 mM HEPES)

mit: 5% FCS (F�tales K�lberSerum)

1% GLU (5 ml Glutamine)

1% P/S (5 ml Penicillin/Streptomycin)

0,1% 2-ME (0,5 ml 2-MERCAPTOETHANOL)
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Millipore-Wasser:

Demineralisiertes, 2x destilliertes Wasser, ultra pure

18,2 M�/cm, 25 �C, gefiltert durch einen 0,22 �m Sterilfilter

PBSA-L�sung (FACS-Flow) zur Waschung der FACS-R�hrchen:

1x PBS containing 0,2% (w/v) sodium azide (SIGMA cat # S-2002)

and 0,2% (w/v) bovine serum albumin (BSA) (SIGMA cat # A-2153)

1x Permeabilization Buffer:

10x Permeabilization Buffer 1:9 mit PBS verd�nnen

Antigene

Verwendete humane Antigene:

Adenovirus Hexon EIA Antigen VIRION SERION

Adenovirus Type 2. Strain Adenoid 6.

Batch A128FAW, Cat # BA128VS

1 mg, 0,680 mls at 1,47 mg/ml (0,6 mg/10 ml)

20 �l pro well, 100 �l/ml

CEF � Peptide � Pool PANATECS

Cat # PA-CEF-001, 20 �l/ml

contains 23 HLA class I-restricted

T-cell epitopes from human Cytomegalovirus,

Epstein-Barr virus and Influenza virus

20 �g/ml, Volumen 1/10 zum Medium, 0,2 �g/well

CMV pp65 - Recombinant Protein Miltenyi Biotec

Full-length protein MACS

Human Cytomegalovirus (CMV),

strain AD 169; recombinant from E. coli

Cat # 130-091-824, 200 �l, (3 mg/ml), 10 �l/ml, 

2 �l pro well oder 1/10 der Stockl�sung
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EBNA-1 (Epstein-Barr-Virus, EBV) ABI, Advanced

Cat # 10-523-001 Biotechnologies Inc

(260 �g/ml), 10 �l/ml, 2 �l pro well

oder 1/10 der Stockl�sung

PHA-M (PHA) f�r Elispot SIGMA

Phytohaemagglutinin als Positiv-Kontrolle

240 �g/ml, Volumen 1/10 zum Medium, 2,4 �g/ml 

Universit�r selbst hergestellte Antigene:

Adenovirus (ADV), Spezies C, inaktiviert, 10 �l/ml,

2 �l pro well oder 1/10 der Stockl�sung,

Isoliert aus dem Plasma eines Kindes nach Stammzelltransplantation

Freundlicherweise zur Verf�gung gestellt von

Herrn Prof. Dr. Dr. Klaus Hamprecht, Institut f�r Virologie

Herrn PD Dr. Tobias Feuchtinger, Kinderklinik

Im Folgenden wird dieses Virus als �Glas� bezeichnet

Humane Myelinproteine (Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein, MOG):

rHuMOG 1-125 (Aminos�uresequenz) in acetate (l�slich)

0,53 mg/ml, 10 �g/ml

Freundlicherweise her- und zur Verf�gung gestellt von

Frau Dr. Kathy de Graaf, Hertie-Institut

rHu(recombinantHuman)MOG 1-125 in PBS (nicht l�slich)

2 mg/ml, 10 �g/ml

Freundlicherweise her- und zur Verf�gung gestellt von

Frau Dr. Kathy de Graaf, Hertie-Institut

rHuMOG 1-125 ref. (zur�ckgefaltet), 0,63 mg/ml, 10 �g/ml

Freundlicherweise her- und zur Verf�gung gestellt von

Frau Dr. Kathy de Graaf, Hertie-Institut
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Mit Fluoreszenzfarbstoffen beladene und unbeladene Antik�rper

Verwendete extrazellul�re Antik�rper (Anti-human) gegen:

CD3 � alle T-Zellen (1 mg/ml) BD

unbeladen zur Stimulation des T-Zell-Rezeptors

und beladen mit FITC oder PerCP

CD4 � T-Helfer-Zellen, TH1 und TH2 BD

beladen mit FITC oder APC

CD8 � Cytotoxische T-Zellen BD

beladen mit PE

CD16/56 � NK (Nat�rliche Killer)- Zellen BD

beladen mit PE

CD19 � B-Zellen BD

beladen mit APC

CD25 � Regulatorische T-Zellen BD

beladen mit APC

CD28 Pure (low azide) � T-Zellen (1 mg/ml) BD

unbeladen zur Stimulation des T-Zell-Rez. (TCR)

CD45 � alle Lymphozyten BD

beladen mit PerCP

CD69 � aktivierte T-Zellen BD

beladen mit PE

CDDR � HLA DR, alle Zellen des Individuums, BD

die MHC (HLA) II exprimieren; beladen mit PE
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Anti-human Interferon-� mabtech

mAb 1-D1K

1 ml; 1 mg/ml

Code: 3420-3-1000

Batch No.: 49

Anti-human Interferon-� mabtech

Mab 7-B6-1-Biotin

1 ml; 1 mg/ml

Batch: 3420-6-27

Kontrolle f�r extrazellul�re und intrazellul�re

Durchflusszytometrie

SimultestTM BD

Ig G � 1 � FITC

Ig G � 2a � PE

Cat # 342409

Verwendete intrazellul�re Antik�rper (Anti-human):

PE Anti-human Foxp3 (clone PCH101) eBioscience

Cat # 12-4776
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2.3  Firmenliste

AID Diagnostika GmbH, Stra�berg, Deutschland

Advanced Biotechnologies Inc (ABI), Columbia, USA

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam, Niederlande

Denver Instrument GmbH, G�ttingen, Deutschland

Duran Group GmbH, Wertheim/Main, Deutschland

eBioscience, Inc., San Diego, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Oberhaching, Deutschland

Gilson, Inc., Middleton, USA

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &Co KG, Sondheim, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Institut Virion\Serion GmbH, W�rzburg, Deutschland

Integra Biosciences GmbH, Fernwald, Deutschland

Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland

Lonza Cologne GmbH, K�ln, Deutschland

Mabtech AB, Nacka Strand, Schweden

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Millipore GmbH, Schwalbach/Ts., Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland

neoLab, Heidelberg, Deutschland

Ohaus Europe GmbH, N�nikon, Schweiz

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

Panatecs GmbH, T�bingen, Deutschland

PerkinElmer, Rodgau, Deutschland

PerkinElmer Life Sciences Wallac Oy, Turku, Finnland

Renggli AG, Rotkreuz, Schweiz

Sarstedt AG & Co., N�mbrecht, Deutschland

Schott Medica GmbH, Wertheim, Deutschland

Siemens AG, M�nchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Socorex Isba S.A., Ecublens, Schweiz
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3  METHODEN

3.1  Durchflusszytometrie bei extrazellul�rer F�rbung

Die Durchflusszytometrie wird hier am FACSCalibur durchgef�hrt, das einen Dual-

Laser bestehend aus einem luftgek�hlten Argon-Laser und einem roten Dioden-

Laser besitzt, was eine gleichzeitige Mehrfachfarbenanalyse erlaubt.

Die Lymphozyten sollen aus dem Vollblut heraus angef�rbt, also mit fluoreszenz-

haltigen Substanzen besetzten Antik�rpern markiert werden. Dies ist die Voraus-

setzung daf�r, die markierten Zellpopulationen in der Durchflusszytometrie (FACS,

Fluorescence Activated Cell Sorting) z�hlen zu k�nnen, um diese dann zwischen 

MS-Kranken und Gesunden zu vergleichen und daraus Erkenntnisse zu ziehen.

Als Fluoreszenzfarbstoffe, gekoppelt an den FC-Teil der Antik�rper, kommen FITC 

(Fluoreszeinisothiocyanat), PE (Phycoerythrin), PerCP (Peridin Chlorophyll) und APC 

(Allophycocyanin) zum Einsatz, die jeweils bei unterschiedlichen Wellenl�ngen im

Nanometerbereich absorbieren und emittieren.

FACS aus Vollblut

Die Antik�rper mit entsprechender Fluoreszenzfarbstoffkoppelung werden in

5 FACS-R�hrchen mit Vollblut folgenderma�en kombiniert:

1 2 3 4 5

Kontrolle CD3 CD3 CD4 CD4 FITC

CD8 CD16/56 CDDR CD69 PE

CD45 CD45 CD3 CD3 PerCP

CD4 CD19 CD25 CD25 APC
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- 100 �l Vollblut in die FACS-R�hrchen geben � Vortex

- Antik�rper gegen CDs und Kontroll-Antik�rper im �berschuss in die R�hrchen

geben, um die Bindungsstellen zu s�ttigen (20 �l Antik�rper pro R�hrchen, nur

bei APC mit 3 �l) � Vortex

- f�r 15-30 min dunkel bei + 4 �C abstellen (K�hlschrank)

- R�hrchen mit Lysepuffer f�llen

- f�r 5-10 min in den K�hlschrank

- 7 min zentrifugieren bei 400 g � Absch�tten und Vortex

- R�hrchen mit FACS-Flow (PBSA) f�llen

- 7 min zentrifugieren bei 400 g � Absch�tten und Vortex

- In jedes R�hrchen tr�pfchenweise FACS-Flow zugeben und dann am 

FACSCalibur analysieren

Anschlie�end kann die zuvor vom Blutanalyseger�t ADVIA 120 aus Vollblut be-

stimmte Leukozytenzellzahl mit den in Prozent gemessenen Zellfraktionen vom 

FACSCalibur verrechnet werden.

3.2  Durchflusszytometrie bei intrazellul�rer F�rbung

Zun�chst sollen die Lymphozyten aus dem Blut der Patienten beziehungsweise der 

Kontrollen mithilfe von Ficoll durch die unterschiedliche Dichte der Bestandteile des 

Blutes und des Ficoll isoliert werden. Dabei zeigen sich wie in Abb. 1 dargestellt im 

50 ml Falcon nach dem Zentrifugieren mehrere Abschnitte, die vom Boden bis zum

Deckel hin aus einem m��ig gro�en Erythrozytenanteil und einer dar�ber gelegenen

d�nnen Granulozytenschicht besteht, gefolgt von einem relativ gro�en Abschnitt mit 
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Ficoll, auf dem eine d�nne wei�e Schicht zu liegen kommt. Diese d�nne wei�e Zell-

schicht, Interphase genannt, enth�lt die Monozyten/Lymphozyten, weswegen diese 

Zellen auch als MNC (Mononukle�re Zellen) oder als PBMCs (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) bezeichnet werden. Als Abschluss folgt auf die Interphase ein 

wieder gr��erer Abschnitt mit Serum und/oder PBS.

Abb. 1 �bersicht �ber die einzelnen Schichten beim Ficoll

Ficoll

- 1. Falcon (50 ml) mit 15 ml Ficoll f�llen

- In dem 2. Falcon (50 ml) werden 2 EDTA-S-Monovetten Blut (ca. 17,5 ml) mit 

ca. 17,5 ml PBS 1:1 verd�nnt (gesamt 35 ml)

- mithilfe von Glaspipetten wird das Blut-PBS-Gemisch (2. Falcon) in das 

schr�g gehaltene 1. Falcon ganz langsam auf das Ficoll �berschichtet

- 20 min zentrifugieren bei 800 g, Bremse 3

- Interphase vorsichtig mit Glaspipette abnehmen, in ein frisches 3. Falcon (50 

ml) geben und mit PBS bis 50 ml auff�llen

- 10 min waschen (zentrifugieren) bei 400 g � Absch�tten, mit wenigen ml 

PBS Zellpalette aufl�sen und mehrmals resuspendieren

- mit PBS bis 50 ml auff�llen und erneut 10 min bei 400 g waschen
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- Absch�tten und Zellpalette nach Zugabe von 1,5 ml PBS aufl�sen und mehr-

mals resuspendieren

- Zellzahl mithilfe von Trypanblau und Neubauer-Zellkammer genau bestimmen

und auf 1 Mio/ml einstellen. Das Einstellen auf 1 Mio/ml wurde von mir �ber 

die gesamte Arbeit hinweg aber nicht gemacht, sondern vergessen.

Stattdessen wurden nach Zugabe von 1,5 ml PBS, Aufl�sen der Zellpalette 

und mehrmaligem Resuspendieren zur Bestimmung des Foxp3 direkt 100 �l 

Zellen entnommen.

Foxp3

Kombination der entsprechenden Antik�rper und Fluoreszenzfarbstoffkoppelungen:

1 2

CD4 CD4 FITC

Kontrolle Foxp3 PE

CD3 CD3 PerCP

CD25 CD25 APC

- 100 �l der pro Patient bzw. Kontrolle aus je 2 EDTA-R�hrchen Blut durch

Ficoll vorbereiteten Zellen in jedes FACS-R�hrchen geben

- Zugabe der Antik�rper gegen CD3, CD4 und CD25

- f�r 15 min in den K�hlschrank stellen

- mit FACS-Flow waschen, 5 min bei 400 g zentrifugieren � Absch�tten und 

Vortex

- 1 ml frisch zubereiteten Fix/Perm Buffer in jedes R�hrchen geben � Vortex

- f�r 30 min bis 1 Stunde in den K�hlschrank stellen
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- FACS-Flow zugeben und bei 400 g f�r 5 min zentrifugieren � Absch�tten 

und Vortex

- Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g 

zentrifugieren � Absch�tten und Vortex

- Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g 

zentrifugieren � Absch�tten und Vortex

- Zugabe von 20 �l Anti-human Foxp3 Antik�rper und Kontroll-Antik�rper         

� f�r 30 min in den K�hlschrank stellen

- Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g 

zentrifugieren � Absch�tten und Vortex

- Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g 

zentrifugieren � Absch�tten und Vortex

- In jedes R�hrchen tr�pfchenweise FACS-Flow zugeben und am FACSCalibur 

analysieren

3.3  Sorten und Proliferation-Assay

Der zum Einsatz kommende Sorter FACSAriaTM ist ein Ger�t mit 3 luftgek�hlten 

Lasern bei 407 nm, 488 nm und 633 nm Wellenl�nge, welcher dadurch zu einer 

Mehrfachfarbenanalyse bis hin zu 15 Parametern bef�higt ist. Der Sorter kann Zellen

nach Anf�rbung mit Fluoreszenzfarbstoffen in 2 oder 4 FACS-R�hrchen gleichzeitig 

oder sogar in die L�cher einer 96-Loch(well)-Platte sortieren.

In der mit unbeladenen Antik�rpern gegen CD28 und CD3 zur Stimulation der Prolife-

ration vorbehandelten 96well-Platte sollen die abgez�hlt in Medium eingelegten Zel-

len nach einer ansteigenden Zugabe (Sorting) von CD4+25+ Zellen, einer mehrt�-

gigen Inkubationszeit und nach Zugabe von radioaktivem Thymidin 3H und dessen
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Einbau in den DNA-Strang der Zellen w�hrend der Proliferation detektiert, also ge-

z�hlt werden.

Vorbereitung der 96well-Platte mit Rundboden (steril):

Zugabe von nicht markierten, also nicht mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen Anti-

k�rpern gegen CD28 und CD3 zu PBS, so dass die Zellen mit einer Konzentration 

von 2 �g/ml �ber den TCR stimuliert werden.

- 100 �l davon pro well zugeben und f�r 1 Stunde im Brutschrank inku-

bieren (37 �C)

- steril absch�tten

- 100 �l Medium pro well

- fertig zum Sorten

Auch f�r den Proliferation-Assay muss das Blut zuerst mit Ficoll bearbeitet werden, 

um die Lymphozyten zu gewinnen.

- Nach Ficoll aus mindestens 4 EDTA-R�hrchen Blut, um genug CD4+25+ re-

gulatorische T-Zellen zu erhalten, die zu sortenden Zellen im 50 ml Falcon

direkt mit CD4 FITC(50 �l)- und CD25 APC(25 �l)- Antik�rpern im �berschuss 

anf�rben, um die Bindungsstellen zu s�ttigen � Vortex

- f�r 20 min bei Zimmertemperatur dunkel lagern (Schublade)

- bis 50 ml mit PBS auff�llen und f�r 10 min bei 400 g zentrifugieren

� Absch�tten und Zellpalette mit 1,5 ml PBS aufl�sen
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- Diese Zellen dann durch einen im Verschluss eines sterilen FACS-R�hrchens

integrierten Sieb in dieses hineinpipettieren

- SORTEN der Zellen in die vorbereitete 96well-Platte

Gewinnung von Responderzellen:

- Entnahme von ungef�rbten Zellen nach Ficoll aus dem 50 ml Falcon als 

Responderzellen

- je 100 �l Zellen mit Medium auf 4 Mio/ml einstellen

- Davon dann direkt nach dem Sorten je 50 �l pro well zugeben, also 200 000 

Zellen pro well

Sort-Schema der CD4+25+ Zellen f�r die 96well-Platte pro Individuum:

1 2 3

A � � �

B 2000 2000 2000

C 4000 4000 4000

D 10000 10000 10000

E 20000 20000 20000

F 40000 40000 40000

- Nach dem Sorten und nach Zugabe der Responderzellen wird die 96well-

Platte f�r 5 Tage im Brutschrank bei 37 �C inkubiert

- Am 5. Tag wird Thymidin 3H im Verh�ltnis 1:20 mit Medium verd�nnt  

� davon 25 �l pro well zugeben
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- Nochmals 1 Tag im Brutschrank inkubieren

- Am insgesamt 6. Tag erfolgt dann die Auswertung mit dem 1450 MicroBeta�

Trilux mit Harvester

3.4  Elispot

Beim Elispot geht es um den Nachweis eines Cytokins, bei dieser Arbeit des Inter-

feron-�, das nach Stimulation durch zupipettierte Antigene von den Lymphozyten, 

genauer den T-Zellen, ausgesch�ttet wird. Bei der Analyse der Elispot-Platten (96-

well-Platten mit Flachboden und Deckel) gilt es dann zu begutachten, wie stark auf 

welches Antigen reagiert wurde, also wie viele Spots (englisch: spot � Fleck, Tupfen) 

entstanden sind.

Zun�chst muss der Boden der 96well-Platte mit Antik�rpern gegen das gesuchte 

Cytokin, hier also Interferon-�, benetzt werden (Coating):

Coating der 96well-Platten mit Flachboden:

- Anti-human Interferon-� mAb 1-D1K in PBS geben

- davon 100 �l pro well

- �ber Nacht (24 h) bei + 4 �C dunkel lagern (K�hlschrank)

Am n�chsten Tag wird zun�chst wieder aus mindestens 4 EDTA-R�hrchen Blut Ficoll 

gemacht, um die PBMCs inklusive der Lymphozytenfraktion zu erhalten. Diese Zellen 

werden wieder mit der Neubauer-Zellkammer und Trypanblau gez�hlt und auf

2 Mio/ml eingestellt.
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- 2x waschen der 96well-Platte mit je 200 �l PBS pro well

- Platte blocken mit 200 �l Medium pro well, bei Raumtemperatur f�r 1 Stunde 

stehen lassen

- nachdem die Platte ausgekippt wurde, werden jetzt zun�chst die Antigene

pipettiert, 20 �l pro well bei nat�rlich 3 wells pro Antigen; dabei werden in die 3 

wells der Negativ-Kontrolle (kein Antigen) je 20 �l Medium pipettiert

- anschlie�end werden die Zellen pipettiert, 200 �l pro well

- die 96well-Platte f�r 2 Tage im Brutschrank inkubieren

Entwicklung des Elispot:

Zun�chst muss f�r die Waschung der 96well-Platte eine Waschl�sung zubereitet 

werden. Dazu werden 300 ml 10x PBS in einen Erlenmeyerkolben gef�llt und dieser 

mit Millipore-Wasser bis auf 3 l voll gemacht.

- jetzt wird die 96well-Platte 5x damit in einer kleinen Wanne gewaschen, wobei 

die Waschl�sung im Verlauf immer nach jeder zweiten Waschung erneuert 

wird

- nun wird Anti-human Interferon-� Mab 7-B6-1-Biotin in einer Konzentration von 

1 �g/ml in PBS pipettiert und davon werden 100 �l pro well zugegeben

- 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen lassen

- 5x waschen

- Streptavidin-Peroxidase wird genauso zuerst in einer Konzentration von 

1 �g/ml in PBS gegeben und davon werden schlie�lich wieder 100 �l pro well 

pipettiert

- 1 Stunde bei Raumtemperatur stehen lassen
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Um diese Wartezeit sinnvoll zu nutzen, sollte die Entwicklungsl�sung hergestellt 

werden:

- 10 mg Carbazole abwiegen und 1 ml Dimethylformamide unter dem Abzug da-

zugeben

- 15 min unter dem Abzug stehen lassen

- in einen kleinen Erlenmeyerkolben kommen 25 ml 0,1 M Natriumazetat, 

ph 4,8. Zu diesen wird der 1 ml aus Carbazole/Dimethylformamide und 

anschlie�end noch 25 �l Wasserstoffperoxid pipettiert

- von dieser Entwicklungsl�sung werden 20 ml mit einer 20 ml Spritze aufge-

zogen und �ber einen 0,45 �m Sterilfilter in ein 50 ml Falcon gespritzt

Abschluss der Entwicklung:

- 8x waschen der 96well-Platte

- je 100 �l pro well von der Entwicklungsl�sung zupipettieren

- 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen

- Abkippen und 1x kr�ftig mit destilliertem Wasser waschen

- Trocknen lassen

Nach dem Trocknen der 96well-Platte kann diese am Elispot-Analyseger�t transtec 

1300 ausgewertet werden.
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4  ERGEBNISSE

Im Verlauf der Auswertung ist bei mir, vor allem aufgrund der Resultate des in 4.4

dargestellten Ergebnisses des 1. Teils des Elispot und der Tatsache, dass von der

Erkrankung Multiple Sklerose mehr Frauen als M�nner betroffen sind, die Erkenntnis 

gereift, dass im Rahmen der Bearbeitung und Auswertung der Daten nicht nur ein

differenzierter Blick auf die Behandlung der Patienten, im Sinne von der Frage nach 

behandelten und unbehandelten Patienten und der Frage nach den einzelnen medi-

kament�sen Therapien, sondern auch die Betrachtung der Geschlechterrollen, im 

Sinne von der Fragestellung nach signifikanten Differenzen zwischen den weiblichen 

und m�nnlichen Patienten und auch zwischen den weiblichen und m�nnlichen Kont-

rollen, sinnvoll ist.

Dies ist der Grund daf�r, weshalb die Auswertungen der einzelnen Abschnitte jeweils 

nach einem Muster durchgef�hrt wurden. Dabei stand am Anfang immer die Betrach-

tung aller Patienten gegen alle Kontrollen. Anschlie�end erfolgte die Beurteilung der 

weibl. Patienten gegen die weibl. Kontrollen, der m�nnl. Patienten gegen die m�nnl.

Kontrollen, aller Frauen (Patienten und Kontrollen) gegen alle M�nner (Patienten

und Kontrollen), der weibl. Patienten gegen alle Kontrollen, der m�nnl. Patienten 

gegen alle Kontrollen und der weibl. Patienten gegen die m�nnl. Patienten. Jetzt 

wurden auch noch die weibl. Kontrollen mit den m�nnl. Kontrollen und beide Grup-

pen auch noch mit allen Patienten verglichen. Daraufhin wurden die therapierten mit

den nicht therapierten Patienten, die therapierten Patienten mit allen Kontrollen, die

nicht therapierten Patienten mit allen Kontrollen und die weibl. therapierten, die weibl. 

nicht therapierten, die m�nnl. therapierten und die m�nnl. nicht therapierten Pati-

enten gegeneinander und gegen alle Kontrollen verglichen. Zu guter Letzt werden 
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Patienten im Schub mit therapierten und nicht therapierten Patienten und mit den

einzelnen Therapien, also Glatirameracetat (Copaxone), Natalizumab (Tysabri),

Avonex, Rebif, Interferon �-1a gesamt, Interferon �-1b (Betaferon), Interferon � 

gesamt und die einzelnen Therapien untereinander und die Patienten im Schub und 

die einzelnen Therapien jeweils gegen alle Patienten und alle Kontrollen miteinander 

verglichen. Aufgrund der immer weiteren Aufsplittung der Rohdaten kam es nat�rlich 

auch vor, dass nur noch 1 Patient oder sogar kein Patient in einer dieser Gruppen

�brig blieb, was aber verst�ndlich ist, da es sich bei dieser Arbeit ja nicht um eine 

Studie mit mehreren tausend Patienten oder noch mehr handelt. Sicherlich w�re dies 

auch in Bezug auf die Aussagekraft der statistischen Auswertung der Daten w�n-

schenswert gewesen, mehr Patienten zu analysieren. Dies war im Rahmen dieser 

Arbeit aber nicht m�glich und bleibt eine zuk�nftige Herausforderung.

Die im Folgenden pr�sentierten statistischen Ergebnisse wurden mit dem unge-

paarten t-Test (two-tailed P value) bei einem 95 % Konfidenzintervall berechnet und 

sind bei Signifikanzen detailliert im Anhang aufgef�hrt. Signifikant differierende Mittel-

werte sind im Rahmen der tabellarischen Darstellungen bei der direkten Gegen�ber-

stellung zweier Gruppen rot eingerahmt, werden aber zum Teil auch nur im Text be-

schrieben.

4.1  Resultate der FACS-Analyse bei extrazellul�rer F�rbung

Zun�chst sollen mithilfe der FACS-Analyse einzelne Zellfraktionen bzw. Zellpopulati-

onen nach deren Quantit�t bestimmt werden. So geht es nach F�rbung der Zellen 

mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen genauer um die quantitative Bestim-

mung der Zellpopulation der Lymphozyten insgesamt und deren anteiliger Zellfrak-
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tionen der CD3+, CD4+, CD4+25+, CD8+, CD19+ und CD16/56+ Zellen. Von der 

Zellpopulation der CD3+ Zellen werden anschlie�end die Zellfraktionen der CD4+, 

CD4+25+ und CD8+ Zellen berechnet. Au�erdem werden von der Zellpopulation der 

CD4+25+ Zellen noch die Zellfraktionen der CD69+ und der CDDR+ Zellen bestimmt. 

Dabei wird mit dem FACSCalibur entsprechend der Abb. 2 und Abb. 3 so vorge-

gangen, dass zuerst ein Gate auf die Lymphozytenzellfraktion eingestellt wird. Um 

die CD3+ Zellfraktion der Lymphozyten zu erhalten, wird das Gate auf die CD3+ und 

CD45+ Zellen gesetzt. Aus diesem Gate heraus werden nun die rein CD4+ und die 

rein CD8+ Zellen, sowie die rein CD19+ und die rein CD16/56+ Zellen gemessen. 

Au�erdem wird ein Gate auf die hoch positiven CD25 Zellen von den CD4+ Zellen 

gesetzt, um die CD4+25+ Zellen zu erhalten. Zuletzt werden schlie�lich noch die 

CD69+ und CDDR+ Zellen aus dem Gate der CD4+25+ Zellen gemessen.

Abb. 2 �bersicht �ber die Lokalisationen der einzelnen Zellpopulationen beim FACS
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Abb. 3 (Zu Berechnungen der Daten dieser Abbildung siehe Anhang)






































































































































































































































































































































































































































































































































































