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Abkürzungsverzeichnis 

 

%   Prozent 

~   ungefähr 

>   größer 

<   kleiner 

° C    Grad Celsius 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 

σ   Standardabweichung 

ANOVA  Varianzanalyse 

ASZ    Antikörper-sezernierende Zelle 

BCM   B-Zell-Medium 

BIOT   Biotin 

C    konstant  

CD   Cluster of differentiation 

CD40L  Cluster of differentiation 40 Ligand 

CFSE   Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 

COVID-19   Coronavirus disease 2019 

CSR   Immunglobulinklassenwechsel 

EBNA1  Epstein-Barr nuclear antigen 1 

EBV   Epstein-Barr-Virus 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 

ELISPOT   Enzyme-linked immunospot assay 

Fc   Fragment crystallizable 

GlialCAM  Hepatic and glial cell adhesion molecule 

HA   Hämagglutinin 

HRP   Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase) 

Ig    Immunglobulin 

IL    Interleukin 

KIS   Klinisch isoliertes Syndrom 
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LPS    Lipopolysaccharide  

MHC    Haupthistokompatibilitätskomplex (engl. major histocompatibility  

complex) 

M   Mol pro Liter 

mg   Milligramm 

ml   Milliliter 

MLC1 Megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts 1 

mM   Millimol pro Liter 

mRNA   Messenger-Ribonukleinsäure 

MRT   Magnetresonanztomographie 

MS   Multiple Sklerose 

n   Anzahl 

ng   Nanogramm 

ns   nicht signifikant 

NCAP   Nucleocapsid 

NK-Zelle   Natürliche Killerzelle 

nm   Nanometer 

p   Signifikanzwert 

PBMC   Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood  

mononuclear cells) 

PBS   Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

PerCP   Peridinin-Chlorophyll-Protein-Komplex 

pH    Maßzahl für die Wasserstoffionenkonzentration (lat. potentia  

hydrogenii) 

PPMS   Primär progrediente Multiple Sklerose 

r   rekombinant 

R848    Resiquimod (TLR-7/8-Agonist) 

RBD   Rezeptorbindungsdomäne 

RIS   Radiologisch isoliertes Syndrom 

RNA    Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 

RRMS   Schubförmig remittierende Multiple Sklerose 

S   Spike 
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SARS-CoV-2  Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 

SFU   Spot forming units 

SHM   Somatische Hypermutation 

SPMS   Sekundär progrediente Multiple Sklerose 

TFH-Zellen   Follikuläre T-Helferzelle 

TH1-Zellen   T-Helferzelle Typ1 

TLR    Toll-like-Rezeptor  

TRITC   Tetramethylrhodamin 

TZR    T-Zell-Rezeptor 

U/min   Umdrehungen pro Minute 

U/ml   Einheiten pro Milliliter 

UNLB   Unlabeled 

x̄   Arithmetischer Mittelwert 

Zellen/ml  Zellen pro Milliliter 

ZNS   Zentrales Nervensystem 
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1. Einleitung 
 

1.1 Das Immunsystem 

Um den menschlichen Organismus vor äußeren Bedrohungen, wie Viren, Bakterien, Pil-

zen, Parasiten oder anderen, potenziell schädlichen Einflüssen – wie autoreaktiven oder 

maligne transformierten, körpereigenen Zellen – zu schützen, hat sich im Laufe der Evo-

lution das Immunsystem entwickelt. Um die Unberührtheit des Organismus aufrecht zu 

erhalten, hat der menschliche Körper zunächst chemische und anatomische Barrieren, 

wie (Schleim-) Häute, Zilien und Mukus zur Abgrenzung gegenüber der potenziell patho-

genen Umwelt etabliert. Zu den chemischen Barrieren gehören neben dem niedrigen pH-

Wert im Magen auch die in den Körpersekreten enthaltenen antimikrobiellen Enzyme und 

Peptide, wie Lysozyme und Defensine, die Erreger durch Lyse der Zellmembran angreifen 

und abtöten können (Murphy und Weaver, 2018).  

Falls Pathogene diese initialen Barrieren überwinden, übernehmen die einzelnen 

Bestandteile des Immunsystems die Verteidigung des Körpers. Hierbei ist die Erkennung 

der potenziell schädlichen Organsimen und die zielgerichtete, spezifische Elimination 

dieser von überaus wichtiger Bedeutung, um eine gleichzeitige kollaterale Zerstörung der 

körpereigenen Gewebe weitestgehend zu minimieren. Um dieser Aufgabe gerecht zu 

werden setzt sich das menschliche Immunsystem aus unterschiedlichen zellulären und 

humoralen Bestandteilen zusammen, welche sich klassisch zwei Systemen, dem ange-

borenen und dem erworbenen Immunsystem, zuordnen lassen. 

 

1.2 Angeborenes Immunsystem  

Das angeborene oder auch unspezifische Immunsystem ist bereits bei der Geburt 

vorhanden und besteht aus verschiedenen Proteinen und zellulären Bestandteilen. Zu 

diesen zählen neben den Proteinen des Komplementsystems, die Krankheitserreger über 

die kaskadenartige Bildung des Membran-Angriff-Komplexes abtöten, die Akute-Phase-

Proteine, Granulozyten, Mastzellen, das mononukleäre Phagozytensystem, natürliche 

Killerzellen (NK-Zellen) und antigenpräsentierende Zellen, wie die dendritischen Zellen 

(Parkin und Cohen, 2001). 
Die genannten zellulären Bestandteile erkennen anhand bestimmter molekularer Muster 

pathogene Organismen und können diese direkt bekämpfen oder der Phagozytose 
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zuführen. Diese sogenannten Pathogen-assoziierte molekulare Muster sind bestimmte, 

für die Organismen überlebenswichtige Strukturen, die eine Vielzahl pathogener Organis-

men miteinander teilen und welche über evolutionär konservierte Pattern recognition 

receptors der Immunzellen erkannt werden (Medzhitov und Janeway, 1997). In ihrem 

Übersichtsartikel zählen Akira et al. (2006) zu diesen Pattern recognition receptors auch 

die Toll-like-Rezeptoren (TLR), welche auf der Oberfläche einer Vielzahl von Zelltypen 

exprimiert werden. Zu diesen Zellen gehören neben Epithelzellen, Makrophagen und 

dendritischen Zellen auch die B-Lymphozyten, die jedoch der adaptiven Immunantwort 

zugeordnet werden (Akira et al., 2006). Die TLR sind Membranrezeptoren, welche unter-

schiedliche, mit Pathogenen assoziierte Strukturen, wie virale doppelsträngige Ribonuk-

leinsäuren (RNA) (TLR-3), virale einzelsträngige RNA (TLR-7/8) oder bakterielle Lipopo-

lysaccharide (LPS) (TLR-4) erkennen können (Akira et al., 2006). Bei Aktivierung der 

Rezeptoren durch einen passenden Liganden kommt es über intrazelluläre Signalkas-

kaden zur Initiierung einer Immunantwort (Akira et al., 2006).  
 

1.3 Erworbenes Immunsystem 

Das erworbene oder auch adaptive Immunsystem setzt sich aus Lymphozyten 

zusammen, die sich in T- und B-Lymphozyten unterteilen lassen und denen unterschied-

liche Aufgaben für die Ausbildung einer erregerspezifischen Immunreaktion zukommen. 

Beide Zelllinien leiten sich von pluripotenten, hämatopoetischen Stammzellen des 

Knochenmarks ab (Murphy und Weaver, 2018), jedoch findet die weitere Differenzierung 

an zwei getrennten Orten statt. So wandern die Vorläuferzellen der T-Lymphozyten (T-

Zellen) in einem frühen Stadium aus dem Knochenmark in den Thymus aus, um dort 

weitere Differenzierungsschritte zu durchlaufen (Kumar et al., 2018). Anhand der expri-

mierten Corezeptoren, die zusätzlich zum T-Zell-Rezeptor (TZR) zur Erkennung und 

Bindung eines Antigens beitragen, unterscheidet man zwischen Cluster of differentiation 

(CD) 4+ T-Lymphozyten und CD8+ T-Lymphozyten. 

Die CD8+ T-Lymphozyten können als zytotoxische T-Zellen mit ihrem TZR Peptide 

erkennen, die durch gesunde, aber auch z. B. viral infizierte Zellen, synthetisiert und ihnen 

über Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-I-Moleküle durch ebendiese präsentiert 

werden (Parkin und Cohen, 2001). Wichtig ist hierbei, dass die MHC-I-Moleküle – im 

Gegensatz zu den MHC-II-Molekülen – auf fast allen somatischen Zellen – mit Ausnahme 
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der Erythrozyten – exprimiert werden. Somit findet eine ständige Präsentation unter-

schiedlicher, endogen synthetisierter Proteine durch körpereigene Zellen und eine gleich-

zeitige Abtastung durch die T-Zellen statt. Wird ein präsentiertes Peptid durch den TZR 

der CD8+ T-Lymphozyten gebunden und als körperfremd erkannt, führt dies zur 

Aktivierung der zytotoxischen T-Zelle, die mit der Freisetzung von Perforin und der Ein-

schleusung ihrer lytischen Enzyme in die Zielzelle reagiert (Nicholson, 2016; Parkin und 

Cohen, 2001). 

Die Antigenerkennung durch CD4+ T-Lymphozyten – den T-Helferzellen – erfolgt nach 

dem gleichen Schema, doch tasten diese mit ihrem TZR antigenpräsentierende Zellen, 

wie dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten (B-Zellen) ab, welche ihnen 

über ihre MHC-II-Moleküle in den Endosomen prozessierte, exogene Antigenfragmente 

präsentieren (Parkin und Cohen, 2001). Folglich werden diesen Lymphozyten stetig 

wechselnde Peptidfragmente des umgebenden Gewebes und – im Gegensatz zu den 

CD8+ T-Zellen – keine durch die Zellen selbst synthetisierte Proteine präsentiert.  

Im Kontext von viralen und intrazellulären Erregern sind die T-Helferzellen Typ 1 (TH1-

Helferzellen), eine Subpopulation der CD4+ T-Lymphozyten, von besonderer Wichtigkeit. 

Diese entwickeln sich aus naiven T-Lymphozyten und sekretieren bei ihrer Aktivierung 

Effektormoleküle wie Interferon-Gamma, welches wiederum über die Aktivierung von 

Makrophagen die Phagozytose der infizierten Zelle bewirkt (Geginat et al., 2013; Szabo 

et al., 2000). Über die Expression von Fas-Liganden und CD40-Ligand (CD40L) ist auch 

eine direkte, pro-apoptotische Interaktion der TH1-Helferzelle mit der infizierten Zelle 

möglich (Kotov et al., 2018).  

 

1.3.1 TFH-Zellen 

Neben den TH1-Helferzellen sind weitere Subpopulationen der CD4+ T-Zellen bekannt, 

von denen die TFH-Zellen für diese Arbeit von besonderer Bedeutung sind, da sie für die 

T-Zell-abhängige Differenzierung der B-Zellen in den Lymphfollikeln verantwortlich sind 

(siehe 1.3.2 B-Lymphozyten). Die TFH-Zellen exprimieren bei ihrer Aktivierung CXC-Motiv-

Chemokin-Rezeptor 5, ein Oberflächenrezeptor, der es ihnen ermöglicht, die von den 

aktivierten B-Zellen in sekundären lymphatischen Organen gebildeten Lymphfollikel zu 

lokalisieren, an die Grenze zwischen T-und B-Zell-Zone zu wandern und so mit den B-

Lymphozyten zu interagieren (Breitfeld et al., 2000; Chtanova et al., 2004; Moens und 
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Tangye, 2014). Dies ermöglicht die Ansammlung von TFH-Zellen an der Grenze der B-

Zell-Zone, die von demselben Antigen aktiviert wurden, das auch den B-Lymphozyten in 

den Lymphfollikeln präsentiert wurde, sodass sich die Wahrscheinlichkeit des für die 

Ausprägung einer humoralen Immunantwort notwendigen Aufeinandertreffens von B- und 

T-Lymphozyten gleicher Antigenspezifität stark erhöht. Zusätzlich werden weitere Ober-

flächenrezeptoren wie CD40L ausgebildet, aber auch Zytokine wie Interleukin (IL)-4, IL-

10 und IL-21 sezerniert (Übersichtsartikel (Moens und Tangye, 2014; Weinstein et al., 

2016)), welche die Proliferation und Differenzierung der B-Lymphozyten beeinflussen. 

 

1.3.2 B-Lymphozyten 

Die zweite große Zellgruppe des adaptiven Immunsystems sind die B-Lymphozyten, 

welche durch die Sekretion der von ihnen synthetisierten Immunglobuline (Ig) für eine 

effiziente Opsonierung und Neutralisierung der als pathogen erkannten Strukturen 

sorgen. Bevor die B-Zellen gegen Ende ihrer Reifung aus dem Knochenmark aus-

wandern, durchlaufen sie ebendort den Großteil ihres Reifungsprozesses bis zur Aus-

schwemmung als unreife B-Lymphozyten. Hierbei entwickelt sich aus der hämato-

poetischen Stammzelle die Pro-B-Zelle, in welcher es zur Umlagerung der Segmente auf 

den schweren und leichten Ketten kommt (Pieper et al., 2013). Dieser als somatische 

Rekombination bezeichnete Prozess ist maßgeblich verantwortlich für das enorm viel-

fältige Repertoire von mehr als 5 x 1013 verschiedenen Antigenspezifitäten (Pieper et al., 

2013). Anschließend erfolgt der Übergang ins Stadium der unreifen B-Zelle. Diese expri-

miert auf ihrer Oberfläche IgM-Moleküle, anhand derer die B-Zellen – im Rahmen der 

Ausbildung einer zentralen Toleranz – auf Autoreaktivität getestet werden (Murphy und 

Weaver, 2018; Pieper et al., 2013).  

Nach der Ausschwemmung der unreifen B-Lymphozyten aus dem Knochenmark erfolgt 

eine erneute Testung in der weißen Pulpa der Milz und die abschließende Reifung zum 

naiven B-Lymphozyt. Durch die anatomische Lage der Milz im Blutkreislauf kann den 

unreifen B-Lymphozyten dort eine weitaus größere Vielfalt an körpereigenen Proteinen 

präsentiert werden. Dieser Mechanismus wird analog als periphere Toleranz bezeichnet 

(Murphy und Weaver, 2018). 

Nur wenige der ausgereiften B-Lymphozyten zirkulieren im Blut, während der Großteil in 

den sekundären lymphatischen Organen, wie den Lymphknoten, den Peyer-Plaques und 
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der Milz verweilt. Kommt es zu einer Infektion, so werden Teile der pathogenen 

Organismen durch Makrophagen, dendritische Zellen und andere antigenpräsentierende 

Zellen – oder als frei in der Lymphe vorliegende Moleküle – in die sekundären lympha-

tischen Organe transportiert, um dort den naiven B-Zellen präsentiert werden zu können 

(Parkin und Cohen, 2001). Grundsätzlich lassen sich die möglichen Antigene und die 

damit ausgelösten B-Zell-Reaktionen in T-Zell-abhängige und -unabhängige unterteilen, 

wobei es sich bei den Antigenen, die eine Antikörpersekretion der B-Lymphozyten ohne 

T-Zell-Hilfe auslösen können, fast ausschließlich um quervernetzende, repetitive 

Strukturen wie LPS bakterieller Zellwände handelt (Chaplin, 2010). Da in der folgenden 

Studie als Antigene überwiegend rekombinante virale Protein verwendet wurden, wird 

beispielhaft die T-Zell-abhängige Aktivierung der B-Lymphozyten dargestellt.  

Bindet der B-Zell-Rezeptor ein präsentiertes oder frei vorliegendes Antigen so kommt es 

zur Aktivierung der B-Zelle, die zur Internalisierung und intrazellulären Prozessierung des 

Antigens führt. Gleichzeitig erfolgt die Expression von CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 7 

auf der Oberfläche der aktivierten B-Zelle, der die Wanderung der aktivierten B-Zelle an 

den Rand des Primärfollikels – der die Grenze zwischen B- und T-Zell-Zone darstellt – 

auslöst, damit diese dort mit den TFH-Zellen in Kontakt treten kann (Reif et al., 2002). 

Ebendort werden die prozessierten Peptidfragmente des Pathogens über den MHC-II-

Komplex auf der Oberfläche der aktivierten B-Zelle den TFH-Zellen präsentiert, die bei 

Erkennung des präsentierten Fragmentes durch den TZR über ihre oberflächlichen 

Rezeptoren und die Ausschüttung von Zytokinen mit den B-Lymphozyten in Interaktion 

treten und diese so zur Proliferation und Differenzierung anregen (Murphy und Weaver, 

2018). Hierbei unterscheidet man zwischen B-Lymphozyten, die daraufhin in die äußeren 

Follikelregionen wandern und solchen, die in die Primärfollikel eintreten. Die in die 

Peripherie der Follikel ausgewanderten B-Zellen bilden den Primärfokus und differen-

zieren sich über das Stadium des Plasmablasten zu Plasmazellen, welche durch ihr 

sezerniertes, niedrigaffines IgM einen initialen Schutz gewährleisten (Moens und Tangye, 

2014). In den Primärfollikeln dagegen kommt es zur weiteren Differenzierung der B-Zellen 

zu kurz- bzw. langlebigen Plasmazellen und B-Gedächtniszellen. Dabei bilden sich Keim-

zentren aus, die den Übergang des Primärfollikels in das Stadium des Sekundärfollikels 

kennzeichnen, in denen weitere Differenzierungsschritte in Form einer Keimzentrums-

reaktion durchlaufen werden. Hierzu zählt die somatische Hypermutation (SHM), bei der 
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durch die aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase Punktmutationen in die variablen 

Regionen der Immunglobulingene eingeführt werden (Pieper et al., 2013). Dabei kommt 

es über die folgenden Zellgenerationen zu einer Anhäufung einzelner Mutationen. Diese 

bestimmen anschließend die weitere Differenzierung der Tochterzellen, da beim darauf-

folgenden Selektionsprozess nur die B-Zellen zur weiteren Differenzierung zugelassen 

werden, die eine erhöhte Affinität für das Antigen aufweisen, da nur diese erfolgreich mit 

den follikulären dendritischen Zellen und den TFH-Lymphozyten interagieren können 

(Murphy und Weaver, 2018). Folglich stammt der Großteil der im Keimzentrum 

enthaltenen B-Lymphozyten nur von den wenigen B-Zellen ab, die diese Selektions-

prozesse überlebt haben. Dieses Phänomen bezeichnet man als klonale Expansion 

(Murphy und Weaver, 2018). 

Gleichzeitig kommt es im Sekundärfollikel zum Immunglobulinklassenwechsel (CSR) der 

B-Zellen, der durch alternatives Spleißen zur Rekombination von unveränderten Genen 

für die antigenspezifischen leichten Ketten mit unterschiedlichen konstanten (C)-

Regionen führt, welche die genetischen Informationen für schweren Ketten codieren 

(Stavnezer, 1996). Ausgelöst durch IL-4 und CD40L kommt es zur Transkription der akti-

vierungsinduzierten Cytidin-Desaminase, welche wiederum während des Spleißvor-

ganges das Herausschneiden der unterschiedlichen C-Regionen initiiert, sodass nur die 

Immunglobulinklasse synthetisiert wird, deren codierende C-Region nicht herausgespleißt 

wurde und damit maßgeblich die Effektorfunktion der sezernierten Antikörper (siehe Tab. 

1) – bei gleichzeitig unveränderter Antigenspezifität – bestimmt (Dedeoglu et al., 2004). 

Dabei erfolgt die Auswahl der C-Region nicht zufällig, sondern wird durch das sekretierte 

Zytokinprofil der umgebenden TFH-Zellen bestimmt (Stavnezer et al., 2008). Da die her-

ausgeschnittenen Genabschnitte unwiderruflich verloren gehen, ist ein Klassenwechsel 

nur in eine Richtung, von IgM bzw. IgD über IgG und IgA bis zu IgE möglich.  

Zusätzlich lassen sich Immunglobuline vom Typ IgG (Vidarsson et al., 2014) und IgA 

(Murphy und Weaver, 2018) in weitere Subklassen unterteilen. Die vier IgG-Subklassen 

kommen physiologisch in unterschiedlichen Mengen im Organismus vor, wobei IgG1 (60 

%) und IgG2 (32 %) die quantitativ am häufigsten vorhandenen Subklassen darstellen 

(Vidarsson et al., 2014). Da den einzelnen Subklassen spezifische Eigenschaften in 

Bezug auf die Bindung eines Antigens und ihre Effektorfunktion aufweisen, ist zu 
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beachten, dass im Rahmen viraler Infektionen hauptsächlich die Subklassen IgG1 und 

IgG3 gebildet werden (Ferrante et al., 1990).  

 
Tab. 1: Immunglobulinklassen und deren Eigenschaften 
Tabellarische Darstellung der Haupteigenschaften der einzelnen Immunglobulinklassen 
und deren hauptsächliches Vorkommen im menschlichen Körper (Murphy und Weaver, 
2018). 
 

Immunglobulinklasse IgM IgG IgA IgD IgE 

Struktur Pentamer Monomer Dimer Monomer Monomer 

Vorkommen Blut gesamter 
Körper Schleimhäute naive B-

Lymphozyten 
Mastzellen, 
Granulozyten 

Komplementaktivierung + + - - - 

Opsonierung + + - - - 

Neutralisierung + + + - - 

Mastzelldegranulation - - - - + 

Plazentagängigkeit - + - - - 

 

Durch die in diesem Abschnitt vorgestellten Mechanismen wird die Leistungsfähigkeit und 

Effizienz der humoralen Immunreaktion erheblich gesteigert. Nach Durchlaufen der 

genannten Reifungsprozesse differenzieren sich die B-Lymphozyten des Keimzentrums 

zu Plasmazellen und B-Gedächtniszellen, die sich durch eine gesteigerte Affinität ihrer 

synthetisierten Immunglobuline gegenüber dem Antigen auszeichnen. Unter diesen 

Zellen befinden sich auch langlebige Plasmazellen, welche ins Knochenmark auswandern 

und dort über einen langen Zeitraum Immunglobuline sekretieren (Hammarlund et al., 

2017; Slifka et al., 1998), da die Aufrechterhaltung eines schützenden Antikörpertiters im 

Blut – bedingt durch die kurze Halbwertszeit von IgG von etwa 20 Tagen (Lawrence et al., 

2017; Mankarious et al., 1988) – eine stetige Sekretion von Antikörpern voraussetzt. Dies 

bedingt unter anderem die von Wolf et al. demonstrierte, unzureichende Korrelation 

zwischen gemessenen Antikörpertitern im Serum und der Quantität von antigenspezifi-

schen B-Gedächtniszellen, sodass Antikörpertiter im Blut keine verlässlichen Rück-

schlüsse auf das Vorhandensein eines Immungedächtnisses oder vorherige Expositionen 

gegenüber einem Antigen zulassen (Wolf et al., 2022). Diese Beobachtungen konnten 

auch bei Humanen Immundefizienz-Virus-Patienten (Übersichtsartikel (Spivak et al., 

2010)), Zytomegalievirus-seronegativen Individuen (Terlutter et al., 2018) und Corona-
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virus disease 2019 (COVID-19)-Patienten (Winklmeier et al., 2022; Wolf et al., 2022) 

gemacht werden.  

 

1.3.3 Sekundäre Immunantwort 

Das Immunsystem ist dazu befähigt ein Immungedächtnis auszubilden. Dadurch wird die 

Geschwindigkeit der adaptiven Immunreaktion bei einem erneuten Kontakt mit einem 

Pathogen nach Impfung oder Infektion drastisch erhöht, was häufig in einem inapparenten 

Krankheitsverlauf resultiert. Diese Beobachtungen sind besonders auf die B-Gedächtnis-

zellen zurückzuführen, welche sich entweder im Rahmen der Keimzentrumsreaktion 

bilden oder aus Plasmazellen hervorgehen und anschließend in den sekundären lympha-

tischen Organen verweilen. Anhand der Expression vom Oberflächenrezeptor CD27 

lassen sich diese B-Gedächtniszellen von naiven B-Lymphozyten abgrenzen (Klein et al., 

1998; Shah et al., 2018). Gleichzeitig exprimieren B-Gedächtniszellen auf ihrer Zellober-

fläche eine größere Menge an MHC-II-Molekülen und des costimulatorischen Liganden 

CD80, was eine effizientere Präsentation der Antigenfragmente und eine schnellere 

Anregung zur Immunglobulinsynthese durch die Interaktion mit dem CD80-Liganden 

CD28 der TFH-Zellen ermöglicht (Murphy und Weaver, 2018). Werden den B-Gedächtnis-

zellen im Grenzbereich zwischen B- und T-Zell-Zone der Lymphknoten Antigenfragmente 

präsentiert, die diese mit ihren B-Zell-Rezeptor binden können, kommt es – ähnlich wie 

bei der primären Immunreaktion – zur Aktivierung dieser antigenspezifischen B-Lympho-

zyten.  

Durch die bereits durchlaufene SHM, CSR und eine schnellere Aktivierung, differenzieren 

sich die B-Gedächtniszellen sehr viel schneller zu Plasmazellen als naive B-Lymphozyten, 

was in einer schnelleren Freisetzung von großen Mengen an spezifischen, hochaffinen 

Immunglobulinen (hauptsächlich IgG) resultiert (Ahmed und Gray, 1996; Cancro und 

Tomayko, 2021; Good und Tangye, 2007). Zusätzlich ist ein erneuter Eintritt der B-Ge-

dächtniszellen in die Keimzentren möglich, sodass diese durch weitere SHM eine zusätz-

liche Affinitätssteigerung erfahren (Bende et al., 2007).  
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Abb. 1: Differenzierung der B-Lymphozyten und In-vitro-Stimulation 
Nach Kontakt mit einem Antigen, das durch den IgM-Rezeptor der naiven B-Zelle 
gebunden wird, kommt es zur Aktivierung der B-Zelle und der anschließenden Präsen-
tation von Peptidfragmenten des intrazellulär prozessierten Antigens über den MHC-II 
Komplex. Diese werden durch den TZR der antigenspezifischen TFH-Helferzelle gebun-
den, die daraufhin mit den B-Zellen interagiert und diese zur Proliferation anregt. 
Anschließend kann sich die aktivierte B-Zelle in den äußeren Follikelregionen zum IgM+-
sezernierenden Plasmablasten und weiter zur Plasmazelle differenzieren, oder in die 
Primärfollikel eintreten, ein Keimzentrum ausbilden und dort die SHM und die CSR 
durchlaufen. Hierdurch erfolgt eine Steigerung der Affinität und die Synthese weiter 
ausgereifter Immunglobulinklassen. Anschließend differenzieren sich die B-Zellen des 
Keimzentrums entweder zu Antikörper-sezernierenden Plasmablasten und weiter zu 
Plasmazellen oder bilden als B-Gedächtniszelle das Immungedächtnis aus. Nach 
Abschluss des Differenzierungsprozesses emigrieren die B-Gedächtniszellen in den Blut-
strom, um zwischen den sekundären lymphatischen Organen zu zirkulieren. Kommt es zu 
einer Reinfektion, so führt dies entweder zu einer Differenzierung der B-Gedächtniszellen 
zu Plasmazellen, die eine schnelle und effiziente Eliminierung des Pathogens gewähr-
leisten oder zur Affinitätssteigerung der B-Gedächtniszellen im Rahmen einer erneuten 
Keimzentrumsreaktion. Durch die In-vitro-Stimulation, der aus dem Blut gewonnenen B-
Gedächtniszellen, werden diese künstlich zur Differenzierung zu Antikörper-sezernier-
enden Zellen stimuliert, sodass anschließend die Häufigkeit und Antigenspezifität eben-
dieser Zellen analysiert werden kann, wobei diese Stimulation insofern von den 
Verhältnissen in vivo abweicht, als das alle enthaltenen B-Gedächtniszellen – und nicht 
nur der Anteil der Zellen, der für das Antigen spezifisch ist – stimuliert werden. (eigene 
Darstellung) 
 

 

naiver 
B-Lymphozyt 

sIgM
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Plasmablast
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B-Lymphozyt 
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Für das Immune Monitoring, eine noch junge medizinische Disziplin, die sich mit der im-

munologischen Abwehrlage des menschlichen Körpers beschäftigt, sind besonders diese 

beschriebenen Prozesse der B-Lymphozyten-vermittelten primären und sekundären 

Immunantwort von Interesse, da dessen vollumfängliches Verständnis bzw. weitere 

Erkenntnisse auf diesem Gebiet von großem Wert für mögliche therapeutische Ansätze 

in vielen medizinischen Disziplinen, von der Infektiologie, Allergologie bis hin zur Onko-

logie sein können.  

 

1.4 In-vitro-Stimulation 

Zur Durchführung eines Enzyme-linked immunospot (ELISPOT)/FluoroSpot-Assays 

werden die im Blut enthaltenen Zellen des Immunsystems – für die Fragestellung dieser 

Arbeit die B-Lymphozyten – benötigt.  
Die in den mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) enthaltenen B-Lympho-

zyten müssen vor der Durchführung eines FluoroSpot-Assays zur weiteren Differen-

zierung zu Antikörper-sezernierenden Zellen (ASZ) angeregt werden. Wie in vivo findet 

auch in vitro eine Sekretion von Antikörpern durch B-Zellen nicht spontan, sondern erst 

im Zuge eines Aktivierungs- und Differenzierungsprozesses statt (siehe 1.3.1 TFH-Zellen 

und 1.3.2 B-Lymphozyten). Während im menschlichen Körper ein komplexes Signal aus 

unterschiedlichen Zytokinen und Zellinteraktionen zwischen TFH- und B-Lymphozyten 

notwendig ist, um die B-Zellen in den Lymphfollikeln zur Reifung und Differenzierung zu 

Plasmazellen anzuregen, ist es durch seine Komplexität nicht möglich, diesen Signalweg 

vollständig in vitro zu reproduzieren.  
Eine Ausnahme bilden langlebige Plasmazellen (Slifka et al., 1998), sowie zirkulierende 

Plasmablasten kurz nach Infektion oder Vakzinierung (Brieva et al., 1994; Jose-Cascon 

et al., 2022), da diese bereits das Stadium einer ASZ erreicht haben. 

Folglich wurde durch die Wissenschaft in vitro auf unterschiedliche Stimulationsansätze 

zurückgegriffen, die Substanzen enthalten, um die ruhenden B-Zellen zur Antikörper-

produktion anzuregen. Diese Arbeit bedient sich beispielsweise an einem Stimulations-

ansatz, welcher sich bereits in mehreren vorherigen Arbeiten für die Differenzierung von 

B-Lymphozyten zu ASZ bewährt hat. Dieser setzt sich aus rekombinantem (r)IL-2 und 

dem TLR-7/8-Agonisten Resiquimod (R848) zusammen; zwei Substanzen, die bereits 

von anderen wissenschaftlichen Arbeiten als potente Stimulatoren der B-Zell-Differen-
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zierung beschrieben wurden (Jahnmatz et al., 2013; Pinna et al., 2009). Hierbei konnte 

besonders für IL-2 ein stark proliferativer Effekt auf die B-Lymphozyten nachgewiesen 

werden (Mingari et al., 1984). 

Parallel wurde auch ein von Franke et al. (2020) vorgestellter Stimulationsansatz, 

bestehend aus Anti-CD40, rIL-4 und rIL-21, verwendet. In ihrem Übersichtsartikel führen 

Moens und Tangye (2014) Anti-CD40 als Aktivator für die Proliferation, Differenzierung 

und Blastogenese der ruhenden B-Lymphozyten auf. Diese proliferative Wirkung wird 

durch IL-4 und IL-21 verstärkt, welche zusätzlich die CSR initiieren (Moens und Tangye, 

2014). Es wird vermutet, dass das verwendete Zytokinprofil mehr Ähnlichkeit zur oben 

beschriebenen T-Zell-abhängigen Aktivierung der B-Lymphozyten aufweist und damit 

möglicherweise eine physiologischere Aktivierung – vorwiegend der B-Gedächtniszellen 

– ermöglicht (Ding et al., 2013; Nutt et al., 2015; Weinstein et al., 2016) (siehe Abb. 1).  

Neben den in dieser Arbeit vorgestellten Kombinationen aus Stimulanzien wurden auch 

andere Substanzen, wie LPS, Cytidin-Phosphat-Guanosin-Dinukleotid, Pokeweed 

mitogen oder Staphylococcus aureus Cowan – bzw. unterschiedliche Kombinationen 

dieser Substanzen – im Rahmen der In-vitro-Differenzierung von B-Zellen erprobt und 

angewendet (Crotty et al., 2004; Jahnmatz et al., 2013; Marsman et al., 2022; Pinna et 

al., 2009; Scholzen et al., 2014).  

 

1.5 ELISPOT-/FluoroSpot-Assay 

Die ELISPOT-Technik wurde erstmalig 1983 beschrieben (Czerkinsky et al., 1983) und 

zeichnet sich durch ihre hohe Sensitivität aus, wobei sie in ihrer Methodik dem Enzyme-

linked Immunosorbent assay (ELISA) sehr ähnlich ist. Dennoch weist sie einige wichtige 

Unterschiede auf. So ist es – im Gegensatz zum ELISA – mit dem ELISPOT-Assay 

möglich, eine Aussage über die Anzahl der sekretorisch aktiven Zellen zu treffen. Um 

allerdings ASZ nachweisen zu können, müssen die zu untersuchenden B-Zellen vor 

Durchführung des Assays in einem Nährmedium stimuliert und zur Differenzierung sowie 

Antikörperproduktion angeregt werden (siehe 1.4 In-vitro-Stimulation). Anschließend wird 

eine festgelegte Anzahl an Zellen auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht und erneut 

inkubiert. Während dieser erneuten Inkubationsphase werden die sezernierten Immun-

globuline über Coating-Antikörper oder Antigene auf der Platte gebunden. Anschließend 

können mithilfe von sekundären und tertiären fluoreszenzmarkierten (FluoroSpot) oder 
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enzymmarkierten (ELISPOT) Antikörpern, die gebundenen, sezernierten Antikörper 

sichtbar gemacht werden. Bei der Visualisierung entspricht jeder detektierte Spot der 

Sekretionsleistung einer einzelnen B-Zelle, da die sezernierten Immunglobuline im 

direkten Umfeld der sekretorisch aktiven Zelle gebunden werden. Somit lässt sich sehr 

präzise beschreiben, wie viele der hinzugefügten Zellen zum Zeitpunkt der Durchführung 

des Assays die Differenzierung zur ASZ abgeschlossen haben und während der Inkuba-

tionsperiode sekretorisch aktiv waren.  

 

 
 

Abb. 2: Funktionsschema des FluoroSpot-Assays  

Zur Bindung der sezernierten Antikörper wird die Membran mit einem Coating-Antikörper 
(A) oder einem Antigen inkubiert, welches über seine Histidinmarkierung von einem 
Coating-Antikörper auf der Membran fixiert wird (B). Anschließend erfolgt die Zugabe der 
stimulierten PBMC, die unter anderem ASZ enthalten. In der darauffolgenden Inkuba-
tionsperiode kommt es zur Sekretion von Immunglobulinen, die entsprechend ihrer 
Spezifität an das an die Membran gebundene Antigen binden oder von dem verwendeten 
Coating-Antikörper gebunden werden. Nach Abschluss der Inkubationsperiode und einem 
sich anschließenden Waschschritt erfolgt die Zugabe eines sekundären Antikörpers, der 
sich gegen spezifische Epitope der sezernierten Immunglobuline richtet und mit einem 
Marker (z. B. Biotin) versehen wurde. Anschließend erfolgt die Zugabe einer Fluores-
zenzmarkierung, die z. B. an ein Streptavidin-Molekül gebunden ist, welches sich gegen 
das Biotin des sekundären Antikörpers richtet. Durch die Anregung des Fluoreszenz-
farbstoffes mit Licht einer spezifischen Wellenlänge erfolgt eine Lichtemission, wodurch 
die gebundenen Antikörper in Form fluoreszierender Spots sichtbar gemacht werden 
können. Hierbei entspricht jeder Spot der Sekretionsleistung einer einzelnen ASZ. 
(modifiziert nach (Köppert, 2022)) 
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Zusätzlich gibt die Morphologie – das heißt die Fluoreszenzintensität und Größe der Spots 

– Aufschluss über die Sekretionsleistung der ASZ (Karulin und Lehmann, 2012), die 

Affinität der sezernierten Immunglobuline gegenüber dem Antigen (Becza et al., 2024; 

Karulin und Lehmann, 2012) und etwaige Zellwanderungen im Inkubationszeitraum.  

Ein besonderer Vorteil der FluoroSpot-Technik ist die Möglichkeit, sogenannte Multiplex-

Assays durchführen zu können (Caspell und Lehmann, 2018). Da die verwendeten 

Fluoreszenzfarbstoffe, wie Tetramethylrhodamin (TRITC), Alexa Fluor ® 488 oder Peridin-

in-Chlorophyll-Protein-Komplex (PerCP) durch unterschiedliche Wellenlängen zur Licht-

emission angeregt werden und Licht unterschiedlicher Wellenlänge emittieren, ist durch 

die Kombination verschiedener Fluoreszenzmarkierungen in einem Detektionssystem 

eine gleichzeitige Bestimmung der unterschiedlichen Immunglobulinklassen/-subklassen 

in einem einzelnen Assay möglich. Hierdurch lässt sich z. B. neben der Antigenspezifität 

der stimulierten B-Gedächtniszellen auch direkt die Häufigkeitsverteilung der sezernierten 

Immunglobulinklassen/-subklassen evaluieren, was wichtige Informationen – nicht nur 

über die relative Häufigkeit und qualitative/quantitative Zusammensetzung einer Immun-

antwort – sondern auch über mögliche vorherige CSR bei der In-vitro-Differenzierung der 

B-Lymphozyten, offenbart.  
 
1.6 COVID-19 

COVID-19 ist eine Atemwegserkrankung, die durch eine Infektion mit dem Severe acute 

respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) ausgelöst wird und erstmalig 

Ende 2019 in der chinesischen Provinz Wuhan beschrieben wurde (Zhu et al., 2020). Das 

Virus exprimiert auf seiner Oberfläche die Rezeptorbindungsdomäne (RBD), welche ein 

Bestandteil des Spike (S)-Antigens ist, und die Andockung des Virus an seine Zielzelle 

und den anschließenden Viruseintritt – und somit die Infektion des Organismus – 

ermöglicht (Letko et al., 2020). Hieraus lässt sich die Bedeutung dieser Antigenstruktur 

für die Impfstoffentwicklung ableiten, da Antikörper, die sich gegen die RBD oder das S-

Antigen richten, die Adsorption des Virus und damit den Viruseintritt und die Infektion des 

Organismus verhindern. Neben den beschriebenen Oberflächenantigenen enthalten 

Coronaviren in ihrem Inneren Nukleokapsid (NCAP)-Proteine, welche die virale RNA 

umhüllen (de Haan und Rottier, 2005).  
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Die Verbreitung des Virus führte zur COVID-19-Pandemie (WHO, 2020), welche zur 

weltweiten Entwicklung von über 100 Impfstoffen führte (Übersichtsartikel (Fiolet et al., 

2022). Die entwickelten Impfstoffe basieren dabei entweder auf messenger-RNA (mRNA), 

viralen Vektoren oder inaktivierten Viren bzw. Virusbestandteilen (Fiolet et al., 2022), 

wobei in dieser Arbeit Impfantworten gegenüber mRNA-Impfstoffen untersucht wurden. 

Die Evaluation der Impfantworten erfolgte mit dem durch unsere Forschungsgruppe 

etablierten FluoroSpot-Assay für die SARS-CoV-2-Antigene RBD, S und NCAP (Becza et 

al., 2024; Köppert et al., 2021; Wolf et al., 2022).  

 

1.7 Multiple Sklerose 

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung des zentralen 

Nervensystems (ZNS), die sich durch inflammatorische Läsionen und die sich anschließ-

ende Zerstörung der Myelinscheiden im ZNS auszeichnet. Weltweit sind etwa 2,8 

Millionen Menschen erkrankt (Walton et al., 2020). Die klinische Symptomatik der MS ist 

sehr variabel und abhängig von der betroffenen Region des ZNS, wobei als häufiges 

Initialsymptom eine einseitige Entzündung des Sehnervs und eine daraus resultierende 

Visusverminderung, eine Veränderung des Farbsehens oder eine schmerzhafte Bulbus-

motilität beschrieben werden (Ford, 2020). Des Weiteren kann sich die MS durch senso-

motorische Defizite – bei Läsionen im Rückenmark – oder durch Hirnstammsympto-

matiken bemerkbar machen (Ford, 2020). Klinisch wird zwischen verschiedenen Verlaufs-

formen der MS unterschieden, wobei die neurologischen Symptome – in der Abwesen-

heit von Fieber oder Infektionszeichen – mindestens über 24 Stunden oder länger 

anhalten müssen, um per definitionem als Schub klassifiziert zu werden (Übersichts-

artikel Dobson und Giovannoni, 2019; Katz Sand, 2015). Die verschiedenen Verlaufs-

formen sind in Tab. 2 dargestellt. 

Da die Ätiologie weiterhin unklar und Gegenstand aktueller Forschungsbestrebungen ist, 

stellt die MS eine Ausschlussdiagnose dar. Zur Diagnosestellung wird in der klinischen 

Praxis auf die Detektion von Demyelinisierungsherden an typischen Lokalisationen im 

ZNS in der Magnetresonanztomographie (MRT) und Veränderungen im zerebrospinalen 

Liquor zurückgegriffen (Ford, 2020). Unterstützend können zur Diagnosestellung die 

McDonald-Kriterien herangezogen werden (Thompson et al., 2018).  
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Tab. 2: Verlaufsformen der Multiplen Sklerose 
Tabellarische Darstellung der Verlaufsformen der MS mit ihren Hauptcharakteristika 
(Dobson und Giovannoni, 2019; Katz Sand, 2015). 
 

Verlaufsform Charakteristika 

Klinisch isoliertes 
Syndrom 
(KIS) 

Klinische Zeichen einer Exazerbation ohne bildmorphologische 
Auffälligkeiten im MRT 

Radiologisch isoliertes 
Syndrom (RIS) 

Bildmorphologische Auffälligkeiten im MRT ohne neurologische Symptome 

Schubförmig 
remittierende MS 
(RRMS) 

Akute Exazerbationen mit (un-) vollständigem Rückgang der Symptome und 
einer sich anschließenden Phase der klinischen Stabilität/Symptomfreiheit 

Primär progrediente MS 
(PPMS) 

Progressive Verschlechterung der neurologischen Symptome über 
mindestens ein Jahr ohne Rückbildung der Symptome 

Sekundär progrediente 
MS (SPMS) 

Progressive Verschlechterung der neurologischen Symptome ohne 
Rückbildung (10 - 15 Jahre nach Beginn der RRMS) 

 

Die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse lassen eine autoimmunbedingte, vor 

allem T-Zell-, aber auch B-Zell-vermittelte Pathogenese vermuten (Kuerten et al., 2014; 

van Langelaar et al., 2020). Im Rahmen der B-Zell-vermittelten Autoimmunität konnten 

verschiedene potenzielle Zielstrukturen der Oligodendrozyten identifiziert werden. Hierzu 

zählt neben Proteinen der Myelinscheiden (Reindl et al., 1999; Weber et al., 2011) unter 

anderem auch GlialCAM (Synonym: HepaCAM) (Lanz et al., 2022). GlialCAM ist ein 

Transmembranprotein mit zwei extrazellulären, Ig-ähnlichen Domänen und unter ande-

rem an der Zelladhäsion zwischen den Astrozyten beteiligt (Favre-Kontula et al., 2008; 

Lopez-Hernandez et al., 2011). Zusätzlich konnte demonstriert werden, dass GlialCAM 

an der Lokalisation des Ionenkanals Megalencephalic leukoencephalopathy with sub-

cortical cysts 1 (MLC1) an den Zell-Zell-Verbindungen zwischen den Astrozyten beteiligt 

ist (Lopez-Hernandez et al., 2011) und außerdem als Chaperon an der korrekten Faltung 

des MLC1-Proteins mitwirkt (Capdevila-Nortes et al., 2013). 

Eine Studie von Dahl et al. konnte darüber hinaus erhöhte Antikörpertiter gegenüber dem 

MLC1 bei MS-Patienten nachweisen, wobei noch unklar ist, ob und welche Rolle dieses 

Antigen bei der Pathogenese der MS spielt oder ob eine Reaktivität gegenüber diesem 

Ionenkanal nur hinweisend auf ein überreaktives Immunsystem sein könnte, da auch 

erhöhte Antikörpertiter im Hirnwasser von Patienten mit anderen neuroinflammatorischen 

Erkrankungen nachgewiesen werden konnten (Dahl et al., 2025).  
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Zusätzlich konnten Lanz et al. in ihrer Studie neben erhöhten Antikörpertitern gegen 

GlialCAM im Blut von MS-Patienten auch eine Kreuzreaktivität der GlialCAM-Antikörper 

mit Epstein-Barr nuclear antigen 1 (EBNA1), einem Protein des Epstein-Barr-Virus (EBV), 

nachweisen (Lanz et al., 2022) und so eine Assoziation zwischen einer EBV-Infektion und 

der Ausbildung einer MS aufzeigen.  

Auch ein Einfluss des Mikrobioms des Verdauungstraktes auf die Entstehung einer MS 

wird diskutiert. In dem Zusammenhang gelang Pröbstel et al. (2020) der Nachweis von 

IgA+-sezernierenden B-Zellen – deren Spezifität gegen Darmkeime gerichtet ist – in den 

entzündlichen Läsionen von MS-Erkrankten, sodass eine Einwanderung von IgA+-sezer-

nierenden B-Zellen aus dem Darm ins ZNS vermutet wird. Studien an Mäusen konnten 

hierbei aufzeigen, dass diese IgA+-sezernierende B-Zellen dort eine regulatorische, anti-

inflammatorische und damit protektive Wirkung aufweisen (Rojas et al., 2019). 

Als weitere Risikofaktoren für die Ausbildung einer MS werden genetische Faktoren, 

Rauchen, ein hoher Körpermasseindex und niedrige Vitamin D-Spiegel diskutiert (Amato 

et al., 2018).  

In der Therapie der MS finden unter anderem monoklonale Antikörper Verwendung, die 

die Funktionalität der B-Zellen hemmen. In diesem Zusammenhang ist besonders 

Rituximab, ein monoklonaler Antikörper, der gegen das Oberflächenantigen CD20 der B-

Zellen gerichtet ist, hervorzuheben (Chisari et al., 2022).  

Dies verdeutlicht nicht nur die Rolle der B-Zell-vermittelten Autoimmunität in der Patho-

genese der MS, sondern auch die Bedeutung der Entwicklung von Assays, die die B-Zell-

vermittelte Reaktivität gegenüber potenziellen Antigenen evaluieren. Die Etablierung 

eines FluoroSpot-Assays zur Evaluation der B-Zell-vermittelten Autoimmunität gegenüber 

einem potenziellen neuen Antigen der MS ist ein Teil dieser Arbeit. 

 

1.8 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 

In dieser Arbeit sollen zwei etablierte Stimulationsansätze verglichen werden, welche sich 

bereits in mehreren vorherigen Arbeiten als potente Stimulatoren für die Differenzierung 

von B-Lymphozyten zu ASZ bewährt haben (siehe 1.4 In-vitro-Stimulation). Die 

verwendeten PBMC sollen sowohl mit rIL-2 und R848 (Jahnmatz et al., 2013; Pinna et al., 

2009) als auch Anti-CD40, rIL-4 und rIL-21 (Franke et al., 2020) zur Differenzierung 

angeregt werden. Dabei variiert die in der Literatur beschriebene, notwendige Kultivier-
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ungsdauer zur Durchführung eines ELISPOT-/FluoroSpot-Assays zwischen 3 und 9 

Tagen (Crotty et al., 2004; Fecher et al., 2018; Franke et al., 2020; Heidt et al., 2012; 

Jahnmatz et al., 2013; Jourdan et al., 2009; Marsman et al., 2022; Pinna et al., 2009; 

Weiss et al., 2012), woraus sich die Fragestellung der nachfolgenden Arbeit, nach der 

optimalen Kultivierungsdauer im Rahmen einer In-vitro-Stimulation, die die B-Zellen zur 

Differenzierung aus ihrem ruhenden Stadium in ASZ benötigen, ableiten lässt. Hierbei 

sollen nicht nur etwaige kinetische Unterschiede in der Stimulation bzw. Differenzierung 

der unterschiedlichen (Sub-) Klassen-sezernierenden ASZ mit den beiden ausgewählten 

Stimulationsansätze evaluiert werden, sondern auch ein besonderes Augenmerk auf 

antigenspezifische ASZ gelegt werden, da diese besonders im Hinblick auf Frage-

stellungen im Rahmen des Immune Monitorings von großem Interesse sind. 
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2. Material und Methoden 
 

Die Mehrheit der in dieser Arbeit aufgeführten Experimente wurden bei Cellular 

Technology Limited (CTL, Shaker Heights, Ohio, USA) durchgeführt. Die Experimente zur 

klinischen Anwendung der gewonnenen Erkenntnisse im Rahmen der MS-Forschung 

wurden am Anatomischen Institut des Universitätsklinikums Bonn durchgeführt und 

bedienen sich derselben Methodik wie die Experimente bei CTL. Zur besseren Übersicht 

werden nur etwaige Unterschiede explizit in der Methodik erwähnt und bei der Verwend-

ung von unterschiedlichen Materialien und/oder Reagenzien zur Durchführung der 

Experimente an der Universität Bonn diese gesondert aufgeführt. Bei keiner gesonderten 

Aufführung wurden an beiden Standorten die gleichen Materialien, Reagenzien und/oder 

Methodik verwendet. 

Alle Untersuchungen sind auf Grundlage der revidierten Deklaration von Helsinki des 

Weltärztebundes (1983) und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgeführt 

worden. 

 

2.1 Material 

2.1.1 PBMC 

Für die Zellkulturen wurde auf kryokonservierte PBMC aus der PBMC-Bank des 

Unternehmens CTL (ePBMC Ó, Cellular Technology Limited, Shaker Heights, Ohio, USA) 

und des Anatomischen Institutes des Universitätsklinikums Bonn zurückgegriffen. Die 

einkernigen Blutzellen wurden im Rahmen einer Blutentnahme mittels Dichtegradienten-

zentrifugation aus den Vollblutspenden erwachsener Probanden herausgefiltert und 

enthalten hauptsächlich Monozyten und Lymphozyten, aber auch andere einkernige 

Zellen des Immunsystems, wie z. B. dendritische Zellen und NK-Zellen (Kleiveland, 2015). 

Etwa 5 - 10 % der enthaltenen Zellen sind B-Lymphozyten (Kleiveland, 2015).  

Die PBMC der PBMC-Bank von CTL wurden von Hemacare (Van Nuys, California, USA) 

(Biorepository-Protokoll 001, genehmigt von der externen Advarra-Ethikkommission) oder 

vom Amerikanischen Roten Kreuz (Atlanta, Georgia, USA) (Protokollnummer 2016-030, 

genehmigt von der internen Ethikkommission) gesammelt und an CTL verkauft. Die im 

Rahmen der Untersuchungen zu COVID-19 verwendeten PBMC wurden vom Amerikan-

ischen Roten Kreuz, BioIVT (Westbury, New York, USA) oder Stem Express (Folsom, 
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California, USA) unter IRB-Genehmigung rekrutiert und anschließend an CTL verkauft. 

Zusätzlich wurden Spenderproben intern bei CTL im Rahmen einer von der externen 

Advarra-Ethikkommission genehmigten Studie (#Pro00043178, CTL-Studiennummer: 

GL20-16 mit dem Titel „COVID-19 Immune Response Evaluation“) gesammelt.  

Für die Experimente an der Universität Bonn wurden PBMC durch Mitarbeiter des 

Universitätsklinikums gewonnen und kryokonserviert. Ein Ethikantrag (Aktenzeichen: 

2025-61-BO) für die Durchführung der Studie mit humanen PBMC wurde am 27.03.2025 

durch die Ethikkommission für klinische Versuche am Menschen und epidemiologische 

Forschung mit personenbezogenen Daten der Medizinischen Fakultät der Rheinischen 

Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn genehmigt. 

Alle Spender gaben ihre mündliche und schriftliche Einwilligung zur Verwendung des 

Materials für Forschungszwecke und ihre Identitäten wurden durch die Verwendung von 

pseudonymisierten Codes geschützt. 

 

2.1.2 Coating-Antikörper 

 

Tab. 3: Coating-Antikörper 
 Bezeichnung Details Hersteller 
CTL 
 

Purified Anti-His Tag Antibody 
Klon: J099B12 
Artikelnummer: 652502 
Konzentration: 0,5 mg/ml 

Biolegend  
(San Diego, California, 
USA) 

 Anti-Human Kappa-UNLB Artikelnummer: 2060-01 
Konzentration: 1 mg/ml 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Goat Anti-Human Lambda-UNLB Artikelnummer: 2070-01 
Konzentration: 1 mg/ml 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

 

 

 

 

 

2.1.3 Detektionsantikörper  

Die aufgelisteten Detektionsantikörper wurden für den FluoroSpot-Assay und/oder für den 

ELISA verwendet.  
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Tab. 4: Detektionsantikörper 
 Bezeichnung Details Hersteller 
CTL 

 

AffiniPure ® Rabbit Anti-Human IgM, 
Fc5μ fragment specific 

Artikelnummer: 309-005-
095 
Konzentration: 1,8 mg/ml 

Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd. 
(Cambridgeshire, UK) 

Alexa Fluor ® 488 AffiniPure ® Goat Anti-
Human IgM 

Artikelnummer: 109-545-
129 
Konzentration: 1,5 mg/ml 

Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd. 
(Cambridgeshire, UK) 

Alexa Fluor ® 488 AffiniPure ® Goat Anti-
Human Serum IgA, α chain specific 

Artikelnummer: 109-545-
011 
Konzentration: 1,5 mg/ml 

Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd. 
(Cambridgeshire, UK) 

Goat Anti-Human IgA-BIOT Artikelnummer: 2050-08 
Konzentration: 0,5 mg/ml 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Goat Anti-Human IgG Fc, Multi-Species 
SP ads-HRP 

Artikelnummer: 2014-05 
Konzentration: unbekannt 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Mouse Anti-Human IgE Fc-BIOT 
Klon: B3102E8 
Artikelnummer: 9160-08 
Konzentration: 0,5 mg/ml 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Mouse Anti-Human IgG1 Hinge-HRP 
Klon: 4E3 
Artikelnummer: 9052-05 
Konzentration: unbekannt 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Mouse Anti-Human IgG2 Fc-BIOT 
Klon: HP6002 
Artikelnummer: 9070-08 
Konzentration: 0,5 mg/ml 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Mouse Anti-Human IgG3 Hinge-Alexa 
Fluor ® 488 

Klon: HP6050 
Artikelnummer: 9210-30 
Konzentration: 0,5 mg/ml 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Mouse Anti-Human IgG4 pFc'-UNLB 
Klon: HP6023 
Artikelnummer: 9190-01 
Konzentration: 0,5 mg/ml 

SouthernBiotech  
(Birmingham, Alabama, 
USA) 

Rhodamine (TRITC) AffiniPure ® Goat 
Anti-HRP 

Artikelnummer: 123-025-
021 
Konzentration: 1,5 mg/ml 

Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd. 
(Cambridgeshire, UK) 

DyLight ® 405 AffiniPure ® Goat Anti-
Mouse IgG, Fcγ subclass 3 specific 

Artikelnummer: 115-475-
209 
Konzentration: 1,7 mg/ml 

Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd. 
(Cambridgeshire, UK) 

DyLight ® 405 AffiniPure ™ Donkey Anti-
Rabbit IgG (H+L) 

Artikelnummer: 711-475-
152 
Konzentration: 1,5 mg/ml 

Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd. 
(Cambridgeshire, UK) 

PerCP Streptavidin Artikelnummer: 405213 
Konzentration: 0,2 mg/ml 

Biolegend  
(San Diego, CA, USA) 

Universität Bonn   

 DyLight ® 405 AffiniPure ® Goat Anti-
Horseradish Peroxidase 

Artikelnummer: 123-475-
021 
Konzentration: 1,5 mg/ml 

Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd. 
(Cambridgeshire, UK) 
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2.1.4 Antigene 

Die aufgeführten Antigene wurden sowohl für den FluoroSpot-Assay als auch für den 

ELISA verwendet.  

 

Tab. 5: Antigene 
 Bezeichnung Details Hersteller 
CTL   
 

Hexa-His 
Artikelnummer: RP11737-
5 
Konzentration: 2,5 mg/ml 

GenScript (Piscataway, 
New Jersey, USA) 

A/California/07/2009 rHA (H1N1) Artikelnummer: p7871 
Konzentration: 3,01 mg/ml 

Center for Vaccines and 
Immunology (CVI) 
(University of Georgia, 
Athens, Georgia, USA) 

A/Texas/50/2012 rHA (H3N2) Artikelnummer: H3-7872 
Konzentration: 5,56 mg/ml 

Center for Vaccines and 
Immunology (CVI) 
(University of Georgia, 
Athens, Georgia, USA) 

SARS-CoV-2 Spike Glycoprotein Artikelnummer:C19-20296 
Konzentration: 7,26 mg/ml 

Center for Vaccines and 
Immunology (CVI) 
(University of Georgia, 
Athens, Georgia, USA) 

SARS-CoV-2 Nucleocapsid Protein 
Artikelnummer: 230-
30164 
Konzentration: 7,26 mg/ml 

Ray Biotech (Peachtree 
Corners, GA, USA) 

Universität Bonn   
 EBNA1 Artikelnummer: AB138345 

Konzentration: 1,45 mg/ml 
Abcam Ltd. (Cambridge, 
UK) 

HepaCAM Artikelnummer: 519783 
Konzentration: 1 mg/ml 

NovoPro Bioscience Inc. 
(Shanghai, Shanghai) 

Human Membrane Protein MLC1-VLPs 
Artikelnummer: CSB-
MP613581HU(A5) 
Konzentration: 1 mg/ml 

Cusabio Technology LLC 
(Houston, Texas, USA) 

 

 

 

 

 

2.1.5 Puffer und Lösungen 

Die aufgelisteten Puffer und Lösungen wurden bereits fertig von den angegebenen 

Herstellern bezogen oder im Labor frisch angesetzt. Für selbst zubereitete Lösungen 

wurden die Anteile der beigefügten Substanzen angegeben. Die verwendeten Substan-

zen sind zusätzlich entweder in Tab. 6 oder Tab. 7 aufgeführt.  
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Tab. 6: Puffer und Lösungen 
 Bezeichnung Details Hersteller 
CTL 
 Lonza ® BioWhittaker ® RPMI 1640 without 

L-Glutamine Artikelnummer: 12-167Q Lonza (Walkersville, 
Maryland, USA) 

 Cell Culture Grade Water Artikelnummer: 25-055-
CV 

Corning (Corning, New 
York, USA) 

 

Carbonate Buffer 0,1 M 
pH 9,5 

 
 
 

Lonza ® BioWhittaker ® RPMI 1640 without 
L-Glutamine Artikelnummer: 12-167Q Lonza (Walkersville, 

Maryland, USA) 

Cell Culture Grade Water Artikelnummer: 25-055-
CV 

Corning (Corning, New 
York, USA) 

Carbonate Buffer 0,1 M 
pH 9,5 

 
 
 

ELISA Blocking Buffer 

PBS 
2 % Bovine Serum 
Albumin  
0.05 % TWEEN® 20 

 

Phospahte Buffered Saline without calcium, 
magnesium (PBS) 

Artikelnummer: 
SH30028.02 

Cytiva (Marlborough, 
Massachusetts, USA) 

Phospahte Buffered Saline without calcium, 
magnesium (PBS) 10 X 

Artikelnummer: 
SH30378.03 

Cytiva (Marlborough, 
Massachusetts, USA) 

TWEEN ® 20 Artikelnummer: P9416-
100ml 

Sigma-Aldrich (St. Louis, 
Missouri, USA) 

PBS-Tween PBS 
0,05 % TWEEN ® 20  

B-cell Media (BCM) 

RPMI 1640 
10 % FBS 
100 U/ml Penicillin/ 
Streptomycin 
10 % L-Glutamin 
1 mM Sodium Pyruvate 
8 mM HEPES 
50 µM 2-Mercaptoethanol 

 

ELISPOT Diluent B 

98,95 % PBS 
1 % Bovine Serum 
Albumin  
0.05 % Tween 20 

 

ELISPOT Diluent C 
98,95 % PBS 
1 % Bovine Serum 
Albumin  

 

CTL-Wash TM Supplement 10x  Artikelnummer: CTLW-
010 

Cellular Technology 
Limited (Shaker Heights, 
Ohio, USA) 

CTL-Wash Medium 

89 % RPMI 1640 
10 % CTL-Wash TM 

Supplement 10x 
1 % L-Glutamine 
50 U/ml EMPROVE ® Bio 
Benzonase ® Nuklease  

Cellular Technology 
Limited (Shaker Heights, 
Ohio, USA) 

1-Step ™ Ultra TMB-ELISA Substrate Artikelnummer: 34021 
Konzentration: 0,2 mg/ml 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 
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2.1.6 Weitere Substanzen 

 

Tab. 7: Weitere Substanzen 
 Bezeichnung Details Hersteller 
CTL   

 

BenchMark ® Fetal Bovine Serum Artikelnummer: 100-106 
Gemini Bioproducts 
(West Sacramento, 
California, USA) 

Gibco ™ HEPES (1 M) Artikelnummer: 15630-080 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml) Artikelnummer: 15140-122 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

L-Glutamine Artikelnummer: 25030-081 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Sodium Pyruvat (100 mM) Artikelnummer: 11360-070 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

2-Mercaptoethanol Artikelnummer: M6250-
250ml 

Sigma-Aldrich (St. 
Louis, Missouri, USA) 

EMPROVE ® Bio Benzonase ® Nuklease Artikelnummer: 
1.01697.0001 

Merck KGaA 
(Darmstadt, 
Deutschland) 

Bovine Serum Albumin Artikelnummer: 
10735078001 

Sigma-Aldrich (St. 
Louis, Missouri, USA) 

R848 
Artikelnummer: ALX-420-
038-M005 
Konzentration: 1 mg/ml 

Enzo Biochem Inc. 
(Farmingdale, New 
York, USA) 

Recombinant Human IL-2 Artikelnummer: 200-02  
Konzentration: 10 µg/ml 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Recombinant Human IL-4 Artikelnummer: 1 204-IL 
Konzentration: 30 ng/ml 

R&D Systems, Inc. 
(Minneapolis, 
Minnesota, USA) 

Ultra-LEAF ™ Purified anti-human CD40 
Antibody 

Artikelnummer: 334350 
Konzentration: 1 µg/ml 

Biolegend  
(San Diego, CA, USA) 

 1 M HCl   

 Ethanol (95 %) Artikelnummer: AC61511-
0010 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Universität Bonn   

 

Gibco™ RPMI Medium 1640 mit L-Glutamin Artikelnummer: 21875-
034 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Phospahte Buffered Saline (PBS) Artikelnummer: 806552-
1L 

Sigma-Aldrich (St. Louis, 
Missouri, USA) 

TWEEN ® 20 Artikelnummer: 9127.2 Carl Roth GmbH 
(Karlsruhe, Deutschland) 
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Recombinant Human IL-21 Artikelnummer: 38879-IL 
Konzentration: 50 ng/ml 

R&D Systems, Inc. 
(Minneapolis, 
Minnesota, USA) 

CTL-LDC™ Live/Dead Cell Counting Dye Artikelnummer: LDCD-050 
Cellular Technology 
Limited (Shaker 
Heights, Ohio, USA) 

 Immunglobulin G, Human Plasma 
Artikelnummer: 16-16-
090707 
Konzentration: 1 mg/ml 

Athens Research 
Technology (Athens, 
Georgia, USA) 

 Human IgE monoclonal Antibody Artikelnummer: 401152 
Konzentration: 1,18 mg/ml 

Merck KGaA 
(Darmstadt, 
Deutschland) 

Universität Bonn   

 

Gibco ™ Fetal Bovine Serum Artikelnummer: 10500-064 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Bovine Serum Albumin Artikelnummer: 1ET6.4 
Carl Roth GmbH 
(Karlsruhe, 
Deutschland) 

 Trypanblaulösung 0,4 % Artikelnummer: 
1680.1 

Carl Roth GmbH 
(Karlsruhe, 
Deutschland) 

 

 

2.1.7 Verbrauchsmaterialien 

 

Tab. 8: Verbrauchmaterialien 
 Bezeichnung Details Hersteller 
CTL   

 

Corning ® EIA/RIA-Assay-96-
Mikrotiterplatten Artikelnummer: 3590 Corning (Corning, New 

York, USA) 

Immulon ® 4HBX 96-Well-Mikrotiterplatten Artikelnummer: 3855 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

MultiScreen HTS-IPFL, 0,45 µm, transparent, 
steril 

Artikelnummer: 
S5EJ104107 

Merck KGaA 
(Darmstadt, 
Deutschland) 

Multiwellplatte für Suspensionskultur, 24-
Well Artikelnummer: 662102 

Greiner Bio-One GmbH 
(Frickenhausen, 
Deutschland) 

Nunc ™ 96-Well Polystyrene Round 
Bottom Microwell Plates Artikelnummer: 268200 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Corning ® flask, canted neck, 25 cm2, 
vented 

Artikelnummer: 
CLS431463-200EA 

Corning (Corning, New 
York, USA) 

Nalgene ™ Rapid-Flow ™ Sterile Einweg-
Filtrationsgeräte Artikelnummer: 564-0020 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Axygen ® 25 mL Disposable Reagent 
Reservoir, steril 

Artikelnummer: RES-V-25-
S 

Corning (Corning, New 
York, USA) 

Conical tubes 50 ml (polyprop) Artikelnummer: 339652 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 
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Conical tubes 15 ml (polyprop) Artikelnummer: 339650 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Pipette Tips RT UNV 1000 µl F 768A/8 Artikelnummer: 30389165 Mettler Toledo 
(Columbus, Ohio, USA) 

Pipette Tips RT UNV 100 µl F 960A/10 Artikelnummer: 30389170 Mettler Toledo 
(Columbus, Ohio, USA) 

Pipette Tips RT UNV 10 µl FG 960A/10 Artikelnummer: 30389175 Mettler Toledo 
(Columbus, Ohio, USA) 

Nunc ™ Serologische Pipetten 25 ml Artikelnummer: 170357N 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Nunc ™ Serologische Pipetten 10 ml Artikelnummer: 170356N 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Nunc ™ Serologische Pipetten 5 ml Artikelnummer: 170355N 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Nunc ™ Serologische Pipetten 2 ml Artikelnummer: 170354N 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

 Millex-VV Syringe Filter Unit, 0.1 µm, PVDF Artikelnummer: 
SLVVR33RS 

Merck KGaA 
(Darmstadt, 
Deutschland) 

Universität Bonn   

 

Zellkulturflaschen, 25 cm2, Filter-
Schraubverschluss Artikelnummer: 690175 

greiner bio-one 
(Frickenhausen, 
Deutschland) 

BRAND ® reagent reservoir PP for 
multichannel pipette 

Artikelnummer: BR703409-
200EA 

Merck KGaA 
(Darmstadt, 
Deutschland) 

Konisches Zentrifugenröhrchen 50 ml 
(polyprop) Artikelnummer: 62.547.254 

Sarstedt AG & Co. KG 
(Nümbrecht, 
Deutschland) 

Konisches Zentrifugenröhrchen 15 ml 
(polyprop) Artikelnummer: 62.554.502 

Sarstedt AG & Co. KG 
(Nümbrecht, 
Deutschland) 

Pipettenspitze 1000 µl  
Artikelnummer: 
70.3030.110 

Sarstedt AG & Co. KG 
(Nümbrecht, 
Deutschland) 

300 µl graduiert TipOne ® Pipettenspitze 
Artikelnummer: S1110-
9000 

Starlab GmbH 
(Hamburg, 
Deutschland) 

200 µl graduiert TipOne ® Pipettenspitze 
Artikelnummer: S1111-
0800 

Starlab GmbH 
(Hamburg, 
Deutschland) 

SafeSeal SurPhob Spitzen, 100 µl Artikelnummer: VT0230 
Biozym Scientific 
GmbH (Hessisch 
Oldendorf, 
Deutschland) 

SafeSeal SurPhob Spitzen, 20 µl  Artikelnummer: VT0220 

Biozym Scientific 
GmbH (Hessisch 
Oldendorf, 
Deutschland) 

Pipettenspitze, 10 µl  Artikelnummer: 
70.3010.210 

Sarstedt AG & Co. KG 
(Nümbrecht, 
Deutschland) 



 

 
 

36 

2.1.8 Technische Geräte 

 

Tab. 9: Technische Geräte 
 Bezeichnung Details Hersteller 
CTL   

 

Immunospot ® S6 Universal M2  
Cellular Technology 
Limited (Shaker 
Heights, Ohio, USA) 

Thermo Scientific ™ Forma ™ 310 Direct-
Heat CO2-Inkubator Seriennummer.: 304550-67 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Accu-jet ® pro Artikelnummer: 263 30 
Brand GmbH 
(Wertheim, 
Deutschland) 

Pipet-Lite ™ XLS+ manual single-channel 
pipette, 100-1000 μl 

Artikelnummer: 17014382 Mettler Toledo 
(Columbus, Ohio, USA) 

Pipet-Lite ™ XLS+ manual single-channel 
pipette 20-200 µl 

Artikelnummer: 17013805 Mettler Toledo 
(Columbus, Ohio, USA) 

Pipet-Lite ™ XLS+ manual single-channel 
pipette, 10-100 μl 

Artikelnummer: 17014408 Mettler Toledo 
(Columbus, Ohio, USA 

Pipet-Lite ™ XLS+ manual single-channel 
pipette 2-20 µl 

Artikelnummer: 17014412 Mettler Toledo 
(Columbus, Ohio, USA) 

Biological Safety Cabinet (BSC 11) Modelnummer: 1286 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Centrifuge (C8) Modelnummer: GS-6R Beckman Coulter Inc. 
(Brea, California, USA) 

Bead bath Seriennummer: 
1450202N0046 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

BioTek EL406 Microplate Washer Dispenser 
406PUB1 

Modelnummer: 
SM100078-406PUB1-2WR 

Agilent Technologies 
(Santa Clara, 
California, USA) 

SpectraMax 190 Microplate Reader  
Moleculare Devices 
(San Jose, California, 
USA) 

MultiScreen ® HTS Vacuum Manifold Modelnummer: 
MSVMHTS00 

Merck KGaA 
(Darmstadt, 
Deutschland) 

Universität Bonn   

 

Heracell ™ 150i CO2-Inkubator, 150 L Seriennummer: 51032720 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Pipetus ® Artikelnummer: 9212010 
Hirschmann 
Laborgeräte GmbH & 
Co. KG (Eberstadt, 
Deutschland) 

PIPETMAN ™ P1000, 100-1000 µl Artikelnummer: F144059M Gilson Inc. (Middleton, 
Wisconsin, USA) 

PIPETMAN ™ P200, 20-200 µl Artikelnummer: F144058M Gilson Inc. (Middleton, 
Wisconsin, USA) 

PIPETMAN ™ P20, 2-20 µl Artikelnummer: F144056M Gilson Inc. (Middleton, 
Wisconsin, USA) 
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PIPETMAN ™ P10, 1-10 µl Artikelnummer: F144055M Gilson Inc. (Middleton, 
Wisconsin, USA) 

Transferpette ® 8, 10-100 µl Artikelnummer: S12451 
Brand GmbH & CO KG 
(Wertheim, 
Deutschland) 

Transferpette ® S-12, 30-300 µl Artikelnummer: 705932 
Brand GmbH & CO KG 
(Wertheim, 
Deutschland) 

Herasafe HS 12 230 V Modelnummer: 51016687 
Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

Centrifuge 5920 R Modelnummer: 5920 R 
Eppendorf SE 
(Hamburg, 
Deutschland) 

GFL Schüttelwasserbad 1083 Modelnummer: 011814 

LAUDA DR. R. 
WOBSER GmbH & 
CO. KG (Lauda-
Königshofen, 
Deutschland) 

Countess ™ 3 FL Automated Cell Counter Modelnummer: 
AMQAF2000 

Thermo Scientific 
(Waltham, 
Massachusetts, USA) 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 In-vitro-Stimulation 

2.2.1.1 Herstellung des Stimulationsmediums 

Vor Beginn jeder Zellkultur wurde unter sterilen Kautelen das Kultur- bzw. Stimulations-

medium angefertigt. Hierfür wurde das B-Zell-Medium (BCM) mit bereits beschriebenen 

Substanzen zur In-vitro-Stimulation versetzt (Franke et al., 2020; Jahnmatz et al., 2013; 

Köppert et al., 2021; Pinna et al., 2009): 

 

Stimulationsansatz 1:  

R848 (2 µg/ml) + rIL-2 (10 ng/ml) 

 

Stimulationsansatz 2:  

Anti-CD40 (1 µg/ml) + rIL-4 (30 ng/ml) + rIL-21 (50 ng/ml) 

 

Anmerkung: Im folgenden Text wird zur besseren Lesbarkeit auf die Aufzählung der  

einzelnen Stimulanzien verzichtet und stattdessen die Bezeichnung 

Stimulationsansatz 1 oder Stimulationsansatz 2 verwendet. 
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2.2.1.2 Ansetzen der Zellkultur  

Die PBMC der ausgewählten Spender wurden nach der Entnahme aus dem Gefrier-

schrank (- 80 °C) in einem Kugelbad/Schüttelwasserbad für 8 Minuten bei 37 °C erwärmt. 

Anschließend wurden die verwendeten Zellen des jeweiligen Spenders in einem 50 ml 

Reagenzröhrchen pipettiert und unter ständiger, kreisförmiger Bewegung die CTL 

Waschflüssigkeit in aufsteigender Menge bis zum Erreichen eines Volumens von 40 ml 

hinzugegeben.  

Anschließend wurden die Reagenzröhrchen für 10 Minuten bei 1200 Umdrehungen pro 

Minute (U/min) zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgeschüttet. Das entstandene 

Zellpellet wurde durch mechanische Erschütterung und die Zugabe von 20 ml CTL 

Waschlösung erneut gelöst. Daraufhin wurden mit einer Pipette jeweils 15 µl der Zell-

suspension der entsprechenden Spender entnommen und auf einen Objektträger aufge-

tragen. Anschließend wurden 15 µl der Live/Dead Cell Counting Dye hinzugegeben. Die 

angefärbte Zellsuspension wurde darauffolgend in das Analysegerät eingefügt und 

anhand der Live/Dead-Zählungen die Zellen/ml bzw. die absolute Zellzahl berechnet. 

Analog erfolgte die Anfärbung am Anatomischen Institut mit 10 µl Trypanblaulösung und 

10 µl der Zellsuspension. 

Nach der erneuten Zentrifugation für 10 Minuten bei 1200 U/min wurden die Zellpellets 

vom Überstand getrennt und durch die Zugabe des BCM eine Zellsuspension mit 4 x 106 

Zellen/ml hergestellt. Das BCM ist zuvor im Kugelbad/Schüttelwasserbad langsam auf 37 

°C erwärmt worden. Mit einer Pipette wurden anschließend 16 x 106 Zellen (4 ml) des 

jeweiligen Spenders in mehrere T25-Zellkulturflaschen gegeben. Hierbei wurde für jeden 

Spender jeweils eine Zellkulturflasche pro Versuchstag und verwendeter Stimulations-

lösung angesetzt. Danach erfolgte die Zugabe entweder von Stimulationsansatz 1 oder 

Stimulationsansatz 2.  

Zusätzlich wurden Multiwell-Zellkulturplatten zur quantitativen Analyse der sezernierten 

Antikörper in den Kulturüberständen nach 11 Tagen In-vitro-Stimulation befüllt. 

Die Zellkulturplatten und T25-Zellkulturflaschen wurden anschließend bei 37 °C und 

einem Kohlenstoffdioxidgehalt von 5 % für jeweils 3, 4, 5, 6, 7 oder 11 Tage inkubiert. 

Zwischen dem Auftauen der kryokonservierten PBMC und dem Platzieren der Zellkultur-

flaschen im Inkubator sind nie mehr als zwei Stunden vergangen. 
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Für die Zellspender, deren PBMC eine Woche nach der zweiten COVID-19-Impfung 

gewonnen wurden, wurde eine analoge Vorgehensweise gewählt. Da keine In-vitro-

Stimulation der PBMC stattfinden sollte, wurden die Zellen direkt am Tag des FluoroSpot-

Assays aus dem Gefrierschrank entnommen. Die weitere Vorgehensweise war wie oben 

beschrieben, allerdings wurden nach der zweiten Zentrifugation Zellsuspensionen mit 3 x 

106 Zellen/ml hergestellt. Das weitere Vorgehen wird im Abschnitt 2.2.2.2 Durchführung 

des Assays geschildert. 

 

2.2.2 FluoroSpot-Assay 

2.2.2.1 Coating der Mikrotiterplatten 

Der Coating-Prozess erstreckt sich abhängig vom durchgeführten Assay über mehrere 

Tage und lässt sich in den Coating-Prozess der antigenspezifischen FluoroSpot-Platten 

– analog zu dem in der Literatur beschriebenen Affinity-Tag-Coating-Verfahren (Köppert 

et al., 2021) – und den der Pan-IgM/G/A/E bzw. Pan-IgG1/G2/G3/G4 unterteilen. Die Zeit-

angaben beziehen sich dabei auf die Durchführung eines Experimentes mit Pan-

IgM/G/G1/G2/G3/G4/A/E und antigenspezifischen Assays. 

 

2.2.2.1.1 Antigenspezifische Mikrotiterplatten 

Tag 1: 

Zur Vorbereitung des FluoroSpot-Assays wurde die Polyvinylidenfluorid-Membran der 96-

Well-Mikrotiterplatten aktiviert. Hierfür wurde die Schutzlamelle unter der Mikrotiterplatte 

entfernt und 15 µl einer 70 %-igen Ethanollösung in jedes Well appliziert. Direkt danach 

wurden die Wells jeweils zwei Mal durch die Zugabe von 150 µl phosphatgepufferter 

Kochsalzlösung (PBS) und anschließendes Entleeren der Platte von überschüssigem 

Ethanol gereinigt und die Schutzlamelle wieder unter der Mikrotiterplatte angebracht.  

Darauf erfolgte die Applikation von 80 µl pro Well der zuvor angesetzten Coating-Lösung, 

welche den in PBS gelösten Anti-His-Tag-Antikörper enthielt. Dieser wurde mit einer 

Konzentration von 10 µg/ml verwendet. Anschließend wurden die Platten in eine feuchten 

Aufbewahrungsbox gegeben und über eine Nacht im Kühlschrank bei 4 °C inkubiert. 
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Tag 2: 

Die inkubierte Coating-Lösung wurde durch Entleeren der Mikrotiterplatten entfernt und 

die Wells durch Zugabe von 150 µl PBS von überschüssigen Anti-His-Tag-Antikörpern 

gereinigt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 80 µl der Antigen-Lösungen.  

Diese enthielten 10 µg/ml des Hämagglutinins (HA) von zwei Influenzasträngen 

(A/California/07/2009 rHA oder A/Texas/50/2012 rHA), des S-Proteins bzw. NCAP des 

SARS-CoV-2 oder das Protein EBNA1 des EBV bzw. MLC1 oder GlialCAM.  

In die Wells der Negativkontrolle wurden 80 µl der Kontrolllösung, welche 1 µg/ml des 

Hexa-His-Moleküls, gelöst in PBS enthält, appliziert. Anschließend erfolgte die erneute 

Inkubation über Nacht im Kühlschrank bei 4 °C.  

 

   
 

Abb. 3: Schematisches Layout einer Mikrotiterplatte für einen antigenspezifischen 
FluoroSpot-Assay 

Vor Durchführung des Assays wurden die Reihen mit einem Anti-His-Tag-Antikörper und 
darauffolgend mit den verwendeten Antigenen (A/Texas/50/2012 rHA, 
A/California/04/2009 rHA, NCAP, S, EBNA1, MLC1 oder GlialCAM) wie von Köppert et al. 
(2021) beschrieben beschichtet. Die obersten zwei Reihen enthalten Hexa-His und 
dienen als Negativkontrollen. Anschließend wurden jeweils 3 x 105 PBMC in die Wells in 
die für den jeweiligen Zellspender vorgesehenen Spalten pipettiert. (eigene Darstellung) 
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2.2.2.1.2 Pan-IgM/G/G1/G2/G3/G4/A/E-Mikrotiterplatten 

Tag 2: 

Analog zum oben beschriebenen Verfahren erfolgte die Aktivierung der Polyvinyl-

idenfluorid-Membran mit einer 70 %-igen Ethanollösung und die anschließende Wasch-

ung der Mikrotiterplatten mit PBS. Anschließend wurden 80 µl einer zuvor angesetzten 

PBS-Lösung, welche 10 µg/ml Goat Anti-Human Kappa-UNLB und 10 µg/ml Goat Anti-

Human Lambda-UNLB enthält, in jedes Well appliziert.  

Zusammen mit den antigenspezifischen Mikrotiterplatten wurden die Platten in eine 

feuchten Aufbewahrungsbox gegeben und über Nacht im Kühlschrank bei 4 °C inkubiert. 

 

 
 

Abb. 4: Schematisches Layout einer Mikrotiterplatte für einen Pan-IgM/G/A/E+ bzw. 
IgG1/G2/G3/G4 FluoroSpot-Assay 

Vor Durchführung des Assays wurden alle Wells der Mikrotiterplatte mit Goat Anti-Human 
Kappa-UNLB und Goat Anti-Human Lambda-UNLB beschichtet. Anschließend wurde die 
oberste Reihe einer identischen Reihenverdünnungsplatte mit 240 µl der Zellsuspension 
(3 x 106 Zellen/ml) und alle weiteren Wells mit 120 µl BCM befüllt. Durch die Übertragung 
von 120 µl der Zellsuspension in die darunter liegende Reihe wurde eine zweifache 
Verdünnungskurve angefertigt. Anschließend erfolgte die Übertragung von 100 µl in die 
mit 100 µl BCM vorbereiteten, korrespondierenden Wells auf der Assay-Platte. (eigene 
Darstellung) 
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2.2.2.2 Durchführung des Assays 

Tag 3: 

Vor der Durchführung des Assays wurde das BCM auf Raumtemperatur erwärmt. Nun 

wurden die vorbehandelten Mikrotiterplatten aus dem Kühlschrank entnommen und die 

Coating-Lösung durch Abschütten entfernt. Anschließend erfolgte die Reinigung der 

Wells durch die Hinzugabe von 150 µl PBS, um nicht gebundene Antigen- bzw. Hexa-His-

Moleküle zu entfernen. Nach Entleeren der Platten wurden diese mit 150 µl BCM pro Well 

geblockt und bei Raumtemperatur unter dem Abzug des Laborarbeitsplatzes für mindes-

tens eine Stunde aufbewahrt. 

Die für den jeweiligen Versuchstag angesetzten T25-Zellkulturflaschen wurden aus dem 

Inkubator entnommen und die Flaschen mit der in ihnen enthaltenen Zelllösung gespült, 

um an den Wänden haftende Zellen zu lösen. Danach erfolgte die Übertragung in ein 15 

ml fassendes, konisches Reagenzröhrchen und die Zentrifugation ebendieser für 10 

Minuten bei 1200 U/min. Anschließend wurden 3 ml des flüssigen Zellkulturüberstandes 

mit einer Pipette für die Bestimmung der enthaltenen Antikörper entfernt (siehe 2.2.3 

ELISA). Der entnommene Kulturüberstand wurde für 10 Minuten mit 1200 U/min zentri-

fugiert und bei - 20 °C bis zur Durchführung des ELISAs gelagert.  

Nach der erneuten Zentrifugation für 10 Minuten bei 1200 U/min wurde das verbliebene 

Stimulationsmedium durch Dekantieren entfernt und erneut eine Zellsuspension durch 

mechanische Erschütterung des am Boden verbliebene Zellpellets und die Zugabe von 

800 µl BCM pro Reagenzröhrchen hergestellt. Nun wurden 10 µl der Zellsuspension 

entnommen und in 40 µl PBS gelöst (Verdünnung 1:5) und 15 µl der verdünnten Lösung 

zusammen mit 15 µl der Live/Dead Cell Counting Dye auf einen Objektträger aufgebracht. 

Analog wurden an der Universität Bonn 10 µl der Zellsuspension entnommen und mit 10 

µl Trypanblaulösung versetzt. Hierbei erfolgte vorher keine Verdünnung mit PBS. 

Nach Berechnung der Zellzahl wurden die Zellsuspensionen durch die Hinzugabe von 

BCM so verdünnt, dass jede Suspension 1 x 106, 2 x 106 bzw. 3 x 106 Zellen/ml enthält. 

Für den Pan-IgM/G/A/E-FluoroSpot wurde eine Zellsuspension mit 3 x 105 Zellen/ml 

angesetzt.  

Im nächsten Schritt wurde die Blockierungslösung durch Abkippen aus den Wells der 

Mikrotiterplatten entfernt und 100 µl BCM in jedes Well gegeben. Anschließend erfolgte 

die Zugabe von 100 µl der vorbereiteten Zellsuspensionen auf die vorbereiteten antigen-
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spezifischen Platten, sodass sich in jedem Well 1 x 105 Zellen (S) bzw. 3 x 105 Zellen 

(Hexa-His, A/Texas/50/2012 rHA, A/California/04/2009 rHA, NCAP, EBNA1, GlialCAM, 

MLC1) befanden (siehe Abb. 3).  

Für den Pan-IgM/G/G1/G2/G3/G4/A-Assay wurden in die oberste Reihe einer Reihen-

verdünnungsplatte jeweils 240 µl der Zellsuspension mit 3 x 105 Zellen/ml pipettiert und 

die restlichen Wells mit 120 µl BCM befüllt. Anschließend wurde durch die Übertragung 

von 120 µl der vorherigen Zellsuspension in die nächste absteigende Reihe eine 

zweifache Verdünnungsreihe erstellt. Die anschließende Übertragung von 100 µl der 

verdünnten Zellsuspensionen in die mit 100 µl BCM vorbereiteten, korrespondierenden 

Wells der Mikrotiterplatten erfolgte in aufsteigender Ordnung, von der niedrigsten Zell-

konzentration (Reihe H) zur höchsten (Reihe A) (siehe Abb. 4). Wurde im Rahmen des 

Assays auch IgE bestimmt, so wurde eine Zelllösung mit 2 x 106 Zellen/ml verwendet. 

Anschließend wurden die FluoroSpot-Assay-Platten für 17 Stunden bei 37 °C und einem 

Kohlenstoffdioxidgehalt von 5 % inkubiert.  

 

Tag 4: 

Nach der Inkubationszeit wurden die vorbereiteten Platten aus dem Zellkulturschrank 

entnommen und die Zellsuspensionen durch Abkippen entfernt. Anschließend wurden die 

Mikrotiterplatten mit unsterilem PBS, sowie in einem zweiten Waschvorgang mit PBS-

Tween gereinigt und nicht gebundene Antikörper sowie verbliebene Zellen entfernt.  

Darauffolgend wurde in jedes Well der Pan-IgM/G/G1/G2/G3/G4/A/E und antigen-

spezifischen Platten 55 µl Diluent B-Lösung mit den sekundären Detektionsantikörpern 

gegeben (siehe Tab. 10) und die Platten für zwei Stunden bei Raumtemperatur, unter 

Ausschluss von Licht, inkubiert.  

Nach einem erneuten Waschvorgang mit PBS-Tween erfolgte die Zugabe von 55 µl pro 

Well der tertiären Detektionsantikörper – gelöst in Diluent C (siehe Tab. 10) – bevor die 

Platten erneut bei Raumtemperatur in der Dunkelheit für eine Stunde inkubiert wurden.  

Es erfolgte ein erneuter Waschvorgang mit destilliertem Wasser, sowie ein zweiter Durch-

lauf mit der Vakuum-Technik. Für den zweiten Waschvorgang wurden zuvor die Schutz-

lamellen entfernt. Es schloss sich die Trocknung bei Raumtemperatur an, bevor die 

Platten mit dem Immunospot ® S6 Universal M2 gescannt wurden. 
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Tab. 10: Sekundäre und tertiäre Detektionsantikörper-Lösungen 

 

 

2.2.3 ELISA 

2.2.3.1 Antigenspezifischer ELISA 

2.2.3.1.1 Coating der Platten 

Tag 1: 

Zur Vorbereitung der Quantifizierung der in den Kulturüberständen vorhandenen, antigen-

spezifischen Antikörper, wurden die 96-Well-Mikrotiterplatten einen Tag vor Durchführung 

des Assays mit den jeweiligen Antigenen beschichtet. Dazu wurden die Antigene in 

Carbonate Buffer gelöst (Antigenkonzentration 2 µg/ml). Anschließend wurden in die 

vorgesehenen Wells der zu testenden Zellspender und die Wells der Negativkontrolle 

jeweils 80 µl der Antigenlösung pipettiert.  

Für die Immunglobulin-Standardkurve wurde eine IgG-Lösung bekannter Konzentration 

in PBS gelöst (Konzentration 200 ng/ml) und 200 µl in die untersten zwei Wells in Spalte 

1 pipettiert. Die verbliebenen Wells in Reihe G und H wurden jeweils mit 100 µl PBS 

aufgefüllt und durch anschließendes Übertragen von 100 µl der Immunglobulinlösung in 

 Sekundäre Detektionsantikörper Tertiäre Detektionsantikörper 

3 Color-FluoroSpot 
(IgM/G/A) 

Alexa Fluor ® 488 AffiniPure ® Goat 
Anti-Human IgM - 

Goat Anti-Human IgG Fc, Multi-
Species SP ads- HRP 

Rhodamine (TRITC) AffiniPure ® Goat 
Anti-HRP 
DyLight ® 405 AffiniPure ® Goat Anti-
HRP 

Goat Anti-Human IgA-BIOT PerCP Streptavidin 
 

4 Color-FluoroSpot 
(IgM/G/A/E) 

AffiniPure ® Rabbit Anti-Human IgM, 
Fc5μ fragment specific 

DyLight ® 405 AffiniPure ™ Donkey Anti-
Rabbit IgG (H+L) 

Goat Anti-Human IgG Fc, Multi-
Species SP ads- HRP 

Rhodamine (TRITC) AffiniPure ® Goat 
Anti-HRP 

Alexa Fluor ® 488 AffiniPure ® Goat 
Anti-Human Serum IgA, α chain 
specific 

- 

Mouse Anti-Human IgE Fc-BIOT PerCP Streptavidin 
 

4 Color-FluoroSpot 
(IgG1/G2/G3/G4) 

Mouse Anti-Human IgG1 Hinge-HRP Rhodamine (TRITC) AffiniPure ® Goat 
Anti-HRP 

Mouse Anti-Human IgG2 Fc-BIOT PerCP Streptavidin 
Mouse Anti-Human IgG3 Hinge-
Alexa Fluor ® 488 - 

Mouse Anti-Human IgG4 pFc'-UNLB DyLight ® 405 AffiniPure ® Goat Anti-
Mouse IgG, Fcγ subclass 3 specific 
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die nur mit PBS gefüllten Wells (links nach rechts) wurde eine zweifache Verdünnungs-

kurve generiert (siehe Abb. 5). Anschließend wurden die Platten über Nacht in einer 

feuchten Aufbewahrungsbox gegeben und bei 4 °C inkubiert. 
 

 
 

Abb. 5: Schematisches Layout einer Mikrotiterplatte für einen antigenspezifischen IgG-
ELISA 

Vor Durchführung des ELISAs wurde alle Wells der Mikrotiterplatte mit den verwendeten 
Antigenen (A/Texas/50/2012 rHA oder A/California/04/2009 rHA) beschichtet. Wells G1 
und H1 wurden mit 200 µl einer IgG-Standardlösung (Konzentration 200 ng/ml) und die 
Wells G2-9 bzw. H2-9 mit 100 µl PBS befüllt. Anschließend erfolgte der Transfer von 100 
µl von links nach rechts zur Anfertigung einer zweifache Verdünnungskurve – die IgG 
Standardkurve. Nach einer nächtlichen Inkubationsperiode erfolgte die Zugabe von 150 
µl der im Verhältnis 1:2 verdünnten Kulturüberstände in die für den jeweiligen Zellspender 
vorgesehenen Wells in Reihe A und D. Alle weiteren Wells wurden mit 100 µl ELISA-
Blocking-Buffer befüllt. Darauffolgend erfolgte der Transfer von 50 µl reihenweise von 
Reihe A bis C bzw. D bis F, sodass eine dreifache Verdünnungsreihe entsteht. Anschließ-
end erfolgten die Inkubation und der Nachweis der gebundenen Antikörper. (eigene 
Darstellung) 
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2.2.3.1.2 Durchführung des Assays 

Tag 2:  

Die vorbereiteten Mikrotiterplatten wurden aus dem Kühlschrank entnommen und über 

dem Waschbecken entleert. Anschließend wurde die gesamte Platte mit 150 µl pro Well 

ELISA-Blocking-Buffer geblockt und für zwei Stunden in der Dunkelheit inkubiert. 

Nach der Inkubationszeit wurde die Mikrotiterplatte erneut entleert und Reihe B-C, sowie 

Reihe E-H (siehe Abb. 5) mit 100 µl des ELISA-Blocking-Buffers befüllt.  

Die Zellkulturüberstände wurden im Verhältnis 1:2 mit ELISA-Blocking Buffer verdünnt 

und 150 µl in die für den entsprechenden Probanden vorgesehenen Wells in Reihe A und 

D titriert. Anschließend wurden mit einer Transferpipette jeweils 50 µl in die darunter 

liegende Reihe transferiert, um eine dreifache Verdünnungsreihe zu erhalten und 

abschließend in Reihe C und F 50 µl der Lösung entfernt, sodass sich in jedem Well 100 

µl der verdünnten Zellkulturüberstände befanden. 

Nach einer erneuten zweistündigen Inkubationsperiode wurden die Platten in fünf 

Waschzyklen mit PBS gereinigt und 80 µl des Detektionsantikörpers – gelöst in ELISA-

Blocking Buffer – dazugegeben. Es erfolgte eine erneute Inkubation für eine Stunde. 

Nach einem erneuten Durchlaufen der Waschzyklen erfolgte die Zugabe von 100 µl 

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (blauer Farbumschlag) in jede Well. Die Farbreaktion wurde 

nach drei Minuten durch die Zugabe von 100 µl Salzsäure gestoppt (gelber Farbum-

schlag) und die Platten mit dem ELISA-Plattenlesegerät bei 450 nm ausgewertet. 

 

2.2.3.2 Pan-IgG/E-ELISA 

2.2.3.2.1 Coating der Platten 

Tag 1: 

Die Mikrotiterplatten wurden einen Tag vor Durchführung des Assays mit den Coating-

Antikörpern beschichtet. Zur Herstellung der Antikörperlösung wurden 1 µg/ml Goat Anti-

Human Kappa-UNLB und 1 µg/ml Goat Anti-Human Lambda-UNLB in PBS gelöst und 

anschließend alle Wells der Mikrotiterplatte mit 80 µl der Antikörperlösung befüllt. Die 

Platten wurden in eine feuchte Aufbewahrungsbox gegeben und über Nacht bei 4 °C 

inkubiert.  
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Abb. 6: Schematisches Layout einer Mikrotiterplatte für einen Pan-IgG/E-ELISA 

Vor Durchführung des ELISAs wurde alle Wells der Mikrotiterplatte mit Goat Anti-Human-
Kappa-UNLB und Goat Anti-Human Lambda-UNLB beschichtet. Anschließend erfolgte 
die Zugabe von 150 µl der im Verhältnis 1:200 verdünnten Kulturüberstände in die für den 
jeweiligen Zellspender vorgesehenen Wells in Reihe A. Alle weiteren Wells (Ausnahme 
G1 und H1) wurden mit 100 µl ELISA-Blocking-Buffer befüllt. Anschließend erfolgte der 
Transfer von 50 µl von Reihe A bis F, sodass eine dreifache Verdünnungsreihe entsteht. 
Wells G1 und H1 wurden mit 200 µl einer IgG-/IgE-Standardlösung (Konzentration100 
ng/ml) befüllt und durch den Transfer von 100 µl von links nach rechts eine zweifache 
Verdünnungskurve – die IgG/E-Standardkurve – angefertigt. Anschließend erfolgten die 
Inkubation und der Nachweis der gebundenen Antikörper. (eigene Darstellung) 

 
 

2.2.3.2.2 Durchführung des Assays 

Tag 2: 

Nach dem oben beschrieben Blockierungsvorgang wurden die Wells in Reihe B-H mit 100 

µl des ELISA-Blocking-Buffers befüllt, wobei die beiden linksseitig gelegen Wells G1 und 

H1 ausgespart wurden. Anschließend wurden 200 µl der in ELISA-Blocking-Buffer 

gelösten IgG- bzw. IgE-Standardlösung (Konzentration 100 ng/ml) in die beiden ausge-

sparten Wells eingefüllt und durch den Transfer von 100 µl von links nach rechts die 

IgG/E-Standardkurve in Form einer zweifachen Verdünnungskurve generiert. Danach 

wurden 150 µl der im Verhältnis 1:200 verdünnten Zellkulturüberstände in die für den 

jeweiligen Spender vorgesehenen Wells in Reihe A gefüllt und durch den Transfer von 50 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

1/600

0,391 Kontrolle25 12,5 6,25 3,125 1,563 0,781100 50

1/48.600

IgG ng/ml

IgG Standardkurve

Verdünnung Proben
Donor 1 Donor 2 Donor 3 Donor 4 Donor 5 Donor 6

1/1.800

 1/5.400

1/16.200

1/200



 

 
 

48 

µl in die darunter liegende Reihe eine dreifache Verdünnungskurve erzeugt (siehe Abb.6). 

In Reihe F wurden 50 µl der Lösung entfernt, sodass sich in jedem Well 100 µl der 

verdünnten Zellkulturüberstände befanden.  

Der sich anschließende Inkubations-, Wasch- und Entwicklungsprozess verlief analog zu 

dem unter 2.2.3.1.2 Durchführung des Assays beschriebenen Procederes. 

 

2.4 Statistik  

Zur Auswertung der FluoroSpot- und ELISA-Daten wurde die Software SpotStat TM 

(Version 1.6.4.0, Cellular Technology Limited, Shaker Heights, Ohio, USA) verwendet. 

Für die Messung der optischen Dichten der ELISA-Platten wurde die Software SoftMax ® 

Pro 7 (Version 7.1.0, Moleculare Devices, San Jose, California, USA) verwendet.  

Die statistische Varianzanalyse (ANOVA), der ungepaarte t-Test und die Erstellung der 

Schaubilder erfolgte mit der Software GraphPad Prism (Version 10.5.2, San Diego, 

California, USA). Arithmetische Mittelwerte (x̄) sind als rote Querbalken und die Standard-

abweichung (σ) als schwarze Whiskers angegeben. Die Signifikanzwerte werden wie folgt 

unterteilt und dargestellt: * p < 0,05, ** p < 0,005, *** p < 0,0005, **** p < 0,00005 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 In-vitro-Stimulation  

Vor Ansetzen der Zellkultur, sowie zum Zeitpunkt der Assay-Durchführung, wurden die 

Anzahl der lebendigen Zellen im Kulturmedium, sowie der prozentuale Anteil ebendieser 

an der gemessenen Anzahl von lebendigen und apoptotischen Zellen bestimmt, sodass 

beide Zellkulturen an Tag 0 ähnliche Zellanzahlen (x̄ = 2,74 x 106 vitale Zellen/ml 

Stimulationsansatz 1 bzw. 2,63 x 106 vitale Zellen/ml Stimulationsansatz 2) und einen 

ähnlichen prozentualen Anteil vitaler Zellen (x̄ = 89,02 % Stimulationsansatz 1 bzw. 88,85 

% Stimulationsansatz 2) aufwiesen. Die Unterschiede sind darauf zurückzuführen, dass 

nur die PBMC von 12 Probanden aus der untersuchten Kohorte (n = 24) zeitgleich mit 

beiden Stimulationsansätzen stimuliert wurden. 

 

 
Abb. 7: In-vitro-Stimulation mit R848 + rIL-2 
Die PBMC von 24 Zellspendern wurden mit R848 + rIL-2 oder Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 
stimuliert und zu Beginn der Zellkultur (Tag 0) und an Tag 3, 4, 5, 6 und 11 die Anzahl 
vitaler Zellen pro ml (A) sowie der prozentuale Anteil vitaler Zellen an der Gesamtanzahl 
der detektierten Zellen im Kulturmedium gemessen (B). Die als schwarze Kreise (o) 
dargestellten Zellspender (n = 12) wurden parallel mit beiden Stimulationsansätzen 
stimuliert und außerdem an Tag 7 untersucht. Der arithmetische Mittelwert x̄ ist als roter 
Querbalken und die Standardabweichung σ als Whiskers dargestellt.  
* p < 0,05, *** p < 0,0005, **** p < 0,00005  
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Bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 konnte ein Anstieg der absoluten Zellanzahl 

bis auf durchschnittlich 4,32 x 106 vitale Zellen/ml an Tag 5 mit einem sich anschließ-

enden, signifikanten Abfall der Zellanzahl ab Tag 6 auf 2,73 x 106 vitale Zellen/ml an Tag 

11 gemessen werden (siehe Abb. 7 A). Zusätzlich fiel eine große Standardabweichung 

der Anzahl lebendiger Zellen/ml an Tag 3 auf (σ = 1,32), was auf einen unterschiedlich 

starken Überlebens- und Differenzierungsreiz des Stimulationsansatzes auf die ruhenden 

B-Lymphozyten hinweist. Diese Beobachtung spiegelt sich auch im prozentualen Anteil 

vitaler Zellen im Kulturmedium wider (σ = 11,80) (siehe Abb. 7 B). Hierbei fällt besonders 

ein annähernd gleichbleibender prozentualer Anteil lebendiger Zellen an Tag 3 (x̄ = 72,90 

%) und Tag 4 (x̄ = 72,46 %) und ein sich anschließender, signifikanter Abfall auf einen 

durchschnittlichen Anteil lebendiger Zellen von 44,23 % an Tag 11 auf.  

 

 
Abb. 8: In-vitro-Stimulation mit Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 

Die PBMC von 24 Zellspendern wurden mit R848 + rIL-2 oder Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 
stimuliert und zu Beginn der Zellkultur (Tag 0) und an Tag 3, 4, 5, 6 und 11 die Anzahl 
vitaler Zellen pro ml (A) sowie der prozentuale Anteil vitaler Zellen an der Gesamtanzahl 
der detektierten Zellen im Kulturmedium gemessen (B). Die als schwarze Kreise (o) 
dargestellten Zellspender (n = 12) wurden parallel mit beiden Stimulationsansätzen 
stimuliert und außerdem an Tag 7 untersucht. Der arithmetische Mittelwert x̄ ist als roter 
Querbalken und die Standardabweichung σ als Whiskers dargestellt.  
* p < 0,05, *** p < 0,0005, **** p < 0,00005  
 

Dagegen konnte bei Stimulation mit Stimulationsansatz 2 – gemessen an der absoluten 

Zellzahl – ein langsamerer Anstieg der Zellanzahl im Kulturmedium beobachtet werden. 
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Unter diesem Stimulationsansatz wurde die maximale Zellanzahl erst an Tag 7 mit einem 

x̄ von 4,42 x 106 vitalen Zellen/ml erreicht. Hierbei fiel besonders eine Plateauphase von 

Tag 3 bis einschließlich Tag 6 auf, in der der prozentuale Anteil lebendiger Zellen nur 

gering zwischen 62,50 % und 64,04 % schwankte. Anschließend sank der prozentuale 

Anteil lebendiger Zellen sowie die gemessene Zellanzahl analog zu den bei Verwendung 

von Stimulationsansatz 1 gemachten Beobachtungen bis Tag 11 auf durchschnittlich 

44,50 % (Abb. 8 B). Die Gesamtanzahl vitaler Zellen pro Milliliter war unter Verwendung 

von Stimulationsansatz 2 im Zeitraum zwischen Tag 3 und Tag 5 kleiner als bei 

Verwendung von Stimulationsansatz 1. An Tag 7 ließ sich mit 4,42 x 106 Zellen/ml bei 

Verwendung von Stimulationsansatz 2 eine höhere Anzahl vitaler Zellen als im gesamten 

Untersuchungszeitraum bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 messen.  

 

3.2 Immunglobulinsekretion 

3.2.1 IgM 

Bei Betrachtung der in Abb. 9 dargestellten, detektierten IgM+-sezernierenden ASZ im 

FluoroSpot-Assay fällt ein besonders früher Gipfel der Anzahl IgM+-sezernierender ASZ 

– gemessen an der maximalen Anzahl detektierter IgM+-sezernierender ASZ – an Tag 4 

und Tag 5 bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 auf. Hierbei ist aber zu beachten, 

dass – obwohl an diesen Tagen die Mehrzahl der Spender das Maximum an IgM+-

sezernierenden ASZ erreicht – bei einem der Spender erst an Tag 6 die maximalen Anzahl 

IgM+-sezernierenden ASZ nachgewiesen werden konnte. Bei einem weiteren Probanden 

konnte sowohl an Tag 3 als auch Tag 4 die maximale Anzahl an IgM+-sezernierenden 

ASZ detektiert werden (siehe Abb. 9 A). Dieser wies auch den geringsten Abfall IgM+-

sezernierender ASZ bis einschließlich Tag 7 (73,33 %) auf.  

Im Vergleich dazu erreichten IgM+-sezernierende ASZ bei Stimulation mit Stimulations-

ansatz 2 erst an Tag 5 und Tag 6 den höchsten Anteil IgM+-sezernierender ASZ (siehe 

Abb. 9 B). Während einer der Spender bereits an Tag 4 das Maximum erreichte, konnte 

bei vier Probanden erst an Tag 7 die maximale Anzahl von IgM+-sezernierenden ASZ 

gemessen werden. Insgesamt lässt sich somit eine Rechtsverschiebung der gemessenen 

maximalen Anzahl IgM+-sezernierenden ASZ unter Verwendung von Stimulationsansatz 

2 feststellen. Die absolute Anzahl von IgM+-sezernierenden ASZ war bei Verwendung von 
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Stimulationsansatz 2 geringer als bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 (Daten nicht 

dargestellt).  
 

 
 

Abb. 9: Vergleich der Kinetik der IgM+-sezernierenden ASZ 
Darstellung des prozentualen Anteils der an den jeweiligen Tagen im FluoroSpot-Assay 
detektierten IgM+-sezernierenden ASZ – gemessen an der maximal detektierten Anzahl 
IgM+-sezernierender ASZ für den jeweiligen Zellspender (n = 24) – bei Verwendung von 
R848 + rIL-2 (A) und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (B). Die als schwarze Kreise (o) darge-
stellten Zellspender (n = 12) wurden parallel mit beiden Stimulationsansätzen stimuliert 
und außerdem an Tag 7 untersucht. Abbildung (C) zeigt repräsentative Aufnahmen von 
Wells eines Zellspenders an verschiedenen Tagen nach Ansetzen der Zellkultur. Jedes 
dargestellte Well mit einem Zellinput von ~ 7500 Zellen. Der arithmetische Mittelwert x̄ ist 
als roter Querbalken und die Standardabweichung σ als Whiskers dargestellt. 
Fluorochrom: DyLight ® 405, Exzitationswellenlänge: 400 nm, Emissionswellenlänge: 421 
nm, Lichtquelle: 405 nm, Filter: 440 nm, Vergrößerung: 2,03  
** p < 0,005, **** p < 0,00005  
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Diese Beobachtung fällt besonders beim Betrachten der repräsentativen Wells in Abb. 9 

C auf, welche beispielhaft die FluoroSpot-Ergebnisse eines Zellspenders im zeitlichen 

Verlauf und unter Gegenüberstellung der beiden verwendeten Stimulationsansätze zeigt. 

Die deutlich geringere Anzahl von IgM+-sezernierenden ASZ pro Zellinput im gesamten 

Zeitverlauf bei Stimulation der Zellen mit Stimulationsansatz 2 ist hierbei gut zu erkennen. 

 

3.2.2 IgG 

Grundsätzlich lässt sich feststellen, dass im Vergleich zu IgM+-sezernierenden ASZ, der 

prozentuale Anteil der IgG+-sezernierender ASZ am ersten Tag der Versuchsdurch-

führung – unabhängig vom verwendeten Stimulationsansatz – deutlich geringer war (x̄ = 

43,80 % Stimulationsansatz 1 bzw. x̄ = 13,14 % Stimulationsansatz 2) (siehe Abb. 10).  

Analog zu den Ergebnissen für die IgM+-sezernierenden ASZ, konnte für 10 von 24 

Zellspender bei Stimulation mit Stimulationsansatz 1 die größte Anzahl IgG+-sezernier-

ender ASZ an Tag 5 detektiert werden (x̄ = 88,03 %), wohingegen bei Verwendung von 

Stimulationsansatz 2 die bereits beschriebene Rechtsverschiebung hin zu Tag 6 beo-

bachtet werden konnte (x̄ = 91,31 %). Im Vergleich zur IgM+-Sekretion erreichte unter 

Stimulationsansatz 1 keiner der Spender seine höchste Anzahl IgG+-sezernierender ASZ 

an Tag 3. Bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 erreichten 14 von 24 Spender die 

maximale Anzahl IgG+-sezernierenden ASZ an Tag 6.  

Neben der Durchführung des FluoroSpot-Assays wurden die Zellkulturüberstände – bei 

der parallelen Stimulation mit beiden Stimulationsansätzen – auf die am jeweiligen Unter-

suchungstag enthaltene Menge an IgG untersucht. Da diese während der gesamten 

Kultivierungsdauer durch die sich im Medium befindenden – zu Plasmablasten differen-

zierten – B-Zellen sezerniert wurden, erfolgte eine Messung der kumulierten IgG-Menge, 

die von der Anzahl der ASZ und deren Sekretionsleistung abhängig ist.  
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Abb. 10: Vergleich der Kinetik der IgG+-sezernierenden ASZ  

Darstellung des prozentualen Anteils der an den jeweiligen Tagen im FluoroSpot-Assay 
detektierten IgG+-sezernierenden ASZ – gemessen an der maximal detektierten Anzahl 
IgG+-sezernierender ASZ für den jeweiligen Zellspender (n = 24) – bei Verwendung von 
R848 + rIL-2 (A) und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (B). Die als schwarze Kreise (o) darge-
stellten Zellspender (n = 12) wurden parallel mit beiden Stimulationsansätzen stimuliert 
und außerdem an Tag 7 untersucht. Abbildung (C) zeigt repräsentative Aufnahmen von 
Wells eines Zellspenders an verschiedenen Tagen nach Ansetzen der Zellkultur. Jedes 
dargestellte Well mit einem Zellinput von ~ 7500 Zellen. Der arithmetische Mittelwert x̄ ist 
als roter Querbalken und die Standardabweichung σ als Whiskers dargestellt. 
Fluorochrom: TRITC, Exzitationswellenlänge: 550 nm, Emissionswellenlänge: 570 nm, 
Lichtquelle: 570 nm, Filter: 600 nm, Vergrößerung: 2,03 
** p < 0,005, **** p < 0,00005  
 

Bei der Untersuchung der Zellkulturüberstände konnte bei Verwendung von Stimulations-

ansatz 1 bereits nach drei Tagen Inkubationszeit bei drei Zellspendern mehr als 2 µg/ml 

IgG nachgewiesen werden. Alle drei Subjekte erreichten ihre größte Anzahl IgG+-sezer-

nierender ASZ im FluoroSpot-Assay allerdings erst an Tag 5. Nur bei einem der 
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erwähnten Zellspender konnte mit 59,77 µg/ml auch an Tag 11 die größte Menge IgG in 

den Kulturüberständen nachgewiesen werden. Der Großteil der untersuchten Zellspender 

zeigte ab Tag 5 eine nicht signifikante Zunahme der gemessenen Antikörperkonzen-

tration. Die beiden Zellspender mit der höchsten IgG-Konzentration waren auch diejeni-

gen mit den meisten detektierten IgG+-sezernierenden ASZ an Tag 7 (siehe Abb. 11 A). 
 

   

Abb. 11: IgG-Konzentration in den Zellkulturüberständen im zeitlichen Verlauf 

In den jeweiligen Zellkulturüberständen der Spender wurden mit dem ELISA die im 
Medium enthaltenen Antikörper vom Typ IgG gemessen. Dargestellt ist die in den Zell-
kulturüberständen der jeweiligen Zellspender (n = 12) gemessene IgG-Menge bei In-vitro-
Stimulation mit R848 + rIL-2 (A) und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (B).  
* p < 0,05, ** p < 0,005, *** p < 0,0005, **** p < 0,00005  
Anmerkung zu (B): Für einen Zellspender konnte an Tag 11 kein IgG in den Zellkultur-
überständen nachgewiesen werden. 
 

Bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 fiel ein ausgeprägter Anstieg der gemessenen 

IgG-Konzentrationen auf (siehe Abb. 11 B), sodass an jedem der Untersuchungstage eine 

signifikante Zunahme der gemessenen Antikörpermenge im Zellmedium detektiert 

werden konnte. Während an Tag 3 und Tag 4 die sezernierte Menge IgG kaum nachge-

wiesen werden konnte, stieg die Sekretionsleistung ab Tag 5 stärker als bei Stimulation 

mit Stimulationsansatz 1 an. Die durchschnittlich gemessene IgG-Konzentration war von 

Tag 6 bis einschließlich Tag 11 höher bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 und 

erreichte an Tag 11 ihr Maximum mit einem über zweifach höheren x̄ von 50,68 µg/ml. 
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Diese Beobachtungen sind im Einklang mit den Ergebnissen der korrespondierenden 

FluoroSpot-Assays, welche einen insgesamt größeren prozentualen Anteil IgG+-sezer-

nierender ASZ bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 an den Tagen 6 und 7 zeigten. 

Die beiden Zellspender mit der höchsten gemessenen Menge IgG in den Zellkultur-

überständen waren auch diejenigen mit den meisten detektierten IgG+-sezernierenden 

ASZ an Tag 7. Einer dieser Spender sticht sowohl bei Betrachtung der absoluten Anzahl 

IgG+-sezernierender ASZ an Tag 7 (Daten nicht dargestellt), als auch der Menge an IgG 

in den Kulturüberständen an Tag 11 bei Stimulation mit beiden In-vitro-Stimulationsan-

sätzen durch eine große Anzahl detektierter ASZ und hohe IgG-Konzentration in den 

Kulturüberständen hervor. 

 

3.2.3 IgG-Subklassen 

Für sechs Zellspender wurde – bei der parallelen Verwendung beider Stimulationsansätze 

– neben der Bestimmung von IgM/G/A/E auch eine Aufschlüsselung der IgG-Subklassen 

in IgG1/G2/G3/G4 durchgeführt.  

Da bei einem der untersuchten Zellspender – unabhängig vom verwendeten Stimulations-

ansatz – keine IgG1-sezernierenden ASZ an zwei der untersuchten Tage nachgewiesen 

werden konnten, wurde dieser aus der IgG1-Kohorte ausgeschlossen. 

Bei allen IgG-Subklassen fiel bei Stimulation der Zellen mit Stimulationsansatz 2 die auch 

für die Pan-IgG beobachtete Rechtsverschiebung von Tag 4 bzw. Tag 5 in Richtung Tag 

5 und Tag 6 auf (siehe Abb. 12). Diese wird auch durch den für alle Subklassen kleineren 

x̄ von < 11,98 % an Tag 3 untermauert (Stimulationsansatz 1 x̄ = 26,46 - 35,75 %). Bei 

der Mehrheit der untersuchten Spender konnte bei Verwendung von Stimulationsansatz 

2 an Tag 6 die maximale Anzahl IgG1/G2/G3/G4-sezernierender ASZ detektiert werden. 

Zusätzlich zeigten an diesem Tag alle Subklassen die kleinste σ und ein x̄ von 96,30 - 

99,09 %.  

Bei der Verwendung von Stimulationsansatz 1 konnte an Tag 5 der größte prozentuale 

Anteil IgG1-sezernierender ASZ nachgewiesen werden (x̄ = 93,37 %), wohingegen für die 

weiteren Subklassen der höchste x̄ an Tag 4 ermittelt wurde. Grundsätzlich lässt sich 

feststellen, dass die Werte bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 eine größere inter-

individuelle Schwankung aufwiesen. So konnte beispielhaft bei Betrachtung der IgG2-

sezernierenden ASZ an Tag 5 für zwei der Zellspender die maximale Anzahl IgG2-
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sezernierender ASZ nachgewiesen werden, während bei zwei weiteren Spendern ein 

Abfall der Anzahl IgG2-sezernierender ASZ auf 24,63 % bzw. 25,87 % gemessen wurde 

(siehe Abb. 12 B).  
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Abb. 12: Vergleich der Kinetik der IgG-Subklassen-sezernierenden ASZ 

Darstellung des prozentualen Anteils der an den jeweiligen Tagen im FluoroSpot-Assay detektierten IgG1/G2/G3/G4-sezernierenden 
ASZ – gemessen an der maximal detektierten Anzahl IgG1/G2/G3/G4-sezernierender ASZ für den jeweiligen Zellspender (n = 6) – bei 
Verwendung von R848 + rIL-2 (A-D) und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (E-H). Aufschlüsselung der verschiedenen Subklassen: IgG1 (A und 
E), IgG2 (B und F), IgG3 (C und G) und IgG4 (D und H). Der arithmetische Mittelwert x̄ ist als roter Querbalken und die Standardab-
weichung als Whiskers dargestellt. * p < 0,05, ** p < 0,005, **** p < 0,00005  
Anmerkung zu (A) und (E): Einer der Zellspender wurde ausgeschlossen, da kein IgG1 nachgewiesen werden konnte.
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3.2.4 IgA 

Die für IgA gemachten Beobachtungen reihen sich in die für die anderen Antikörper-

klassen gewonnenen Erkenntnisse ein. So erreichten bei Stimulation mit Stimulations-

ansatz 1 14 der 24 untersuchten Zellspender ihre maximale Anzahl IgA+-sezernierender 

ASZ bereits an Tag 4 und sechs weitere diese an Tag 5 (siehe Abb. 13 A). Einer der 

Zellspender wies an beiden Tagen die für ihn maximale Anzahl IgA+-sezernierender ASZ 

auf, sodass dieser Zellspender an beiden Tagen mit 100 % aufgeführt wird. Der darge-

stellte x̄ von 89,58 % an Tag 4 verdeutlicht, dass – auch wenn nicht bei allen Zellspendern 

die maximale Anzahl IgA+-sezernierender ASZ detektiert werden konnte – dennoch in 

ihrer Gesamtheit der höchste prozentuale Anteil IgA+-sezernierender ASZ an diesem Tag 

gemessen wurde.  

Drei der untersuchten Spender erreichten ihr Maximum erst an Tag 6, während für einige 

Donoren ein Abfall der gemessenen IgA+-sezernierenden ASZ auf bis zu 19,10 % an Tag 

7 beobachtet wurde. Hierbei ist die Ausprägung des Abfalls des prozentualen Anteils IgA+-

sezernierenden ASZ unabhängig davon, ob die untersuchten Spender ihr Maximum 

bereits an Tag 4 oder erst später erreichten.  

Im Vergleich zu der mit Stimulationsansatz 1 zur Differenzierung angeregten Kohorte – 

bei der ein Zellspender bereits 92,73 % seiner maximalen IgA+-sezernierender ASZ an 

Tag 3 erreichte – konnte für keinen der mit Stimulationsansatz 2 zur Differenzierung 

angeregten Zellspender ein Anteil IgA+-sezernierender ASZ von mehr als 49 % am ersten 

Untersuchungstag (x̄ = 19,69 %) nachgewiesen werden (siehe Abb. 13 B). Auch zeigte 

sich erneut die Rechtsverschiebung, wobei die Mehrzahl der Spender – wie bei den 

anderen untersuchten Antikörperklassen – ihr Maximum an Tag 6 erreichten. Bei keinem 

der Zellspender konnte bei In-vitro-Stimulation mit Stimulationsansatz 2 ein Wert von 100 

% über mehr als einen Tag detektiert werden.  
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Abb. 13: Vergleich der Kinetik der IgA+-sezernierenden ASZ 
Darstellung des prozentualen Anteils der an den jeweiligen Tagen im FluoroSpot-Assay 
detektierten IgA+-sezernierenden ASZ – gemessen an der maximal detektierten Anzahl 
IgA+-sezernierender ASZ für den jeweiligen Zellspender (n = 24) – bei Verwendung von 
R848 + rIL-2 (A) und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (B). Die als schwarze Kreise (o) darge-
stellten Zellspender (n = 12) wurden parallel mit beiden Stimulationsansätzen stimuliert 
und außerdem an Tag 7 untersucht. Abbildung (C) zeigt repräsentative Aufnahmen von 
Wells eines Zellspenders an verschiedenen Tagen nach Ansetzen der Zellkultur. Jede 
dargestellte Well mit einem Zellinput von ~ 7500 Zellen. Der arithmetische Mittelwert x̄ ist 
als roter Querbalken und die Standardabweichung σ als Whiskers dargestellt. 
Fluorochrom: Alexa Fluor ® 488, Exzitationswellenlänge: 490 nm, Emissionswellenlänge: 
525 nm, Lichtquelle: 480 nm, Filter: 520 nm, Vergrößerung: 2,03 
* p < 0,05, *** p < 0,0005, **** p < 0,00005  
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3.2.5 IgE 

Bei den mit Stimulationsansatz 1 zur Differenzierung angeregten PBMC konnten im 

gesamten Beobachtungszeitraum keine IgE+-sezernierenden ASZ nachgewiesen werden 

(Daten nicht dargestellt).  

 
 

 
 

Abb. 14: Kinetik der IgE+-sezernierenden ASZ bei In-vitro-Stimulation mit Anti-CD40 + 
rIL-4 + rIL-21 

Darstellung des prozentualen Anteils der an den jeweiligen Tagen im FluoroSpot-Assay 
detektierten IgE+-sezernierenden ASZ – gemessen an der maximal detektierten Anzahl 
IgE+-sezernierender ASZ für den jeweiligen Zellspender (n = 6) – bei Verwendung von 
Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (A). Abbildung (B) zeigt repräsentative Aufnahmen von Wells 
eines Zellspenders an verschiedenen Tagen nach Ansetzen der Zellkultur. Jedes darge-
stellte Well mit einem Zellinput von 5 x 104 Zellen. Bei der Verwendung von R848 + rIL-2 
konnten keine IgE-sezernierenden ASZ detektiert werden (Daten nicht dargestellt). Der 
arithmetische Mittelwert x̄ ist als roter Querbalken und die Standardabweichung σ als 
Whiskers dargestellt. Fluorochrom: PerCP, Exzitationswellenlänge: 482 nm, Emissions-
wellenlänge: 675 nm, Lichtquelle: 480 nm, Filter: 690 nm, Vergrößerung: 2,03  
* p < 0,05 
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Ausschließlich bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 konnten IgE+-sezernierende 

ASZ bei allen untersuchten Zellspendern detektiert werden. Zwei erreichten ihre maximale 

Anzahl IgE+-sezernierender ASZ an Tag 5 (x̄ = 70,81 %), einer erreicht diese bereits an 

Tag 4 und ein Spender erst an Tag 7. Einer der untersuchten Subjekte erreichte an Tag 

5 seine maximale Anzahl IgE+-sezernierender ASZ und ist bis einschließlich Tag 7 bei 

100 % notiert (siehe Abb. 14 A). Insgesamt konnte der höchste x̄ mit 86,13 % an Tag 6 

gemessen werden. An Tag 3 gelang bei fünf von sechs Spendern kein Nachweis von 

IgE+-sezernierenden ASZ, jedoch bei allen untersuchten Individuen am darauffolgenden 

Tag. Diese Beobachtung wird durch die abgebildeten Wells eines Spenders verdeutlicht 

(siehe Abb. 14 B). Bemerkenswert ist, dass bei einer höheren Zellanzahl pro Well als bei 

den anderen, in dieser Arbeit abgebildeten, repräsentativen Wells, an Tag 3 keine IgE+-

sezernierenden ASZ detektiert werden konnten. Bis hin zu Tag 7 ist ein starker Anstieg 

der Anzahl fluoreszierender Spots ersichtlich. Diese Beobachtung lässt vermuten, dass 

IgE+-sezernierende ASZ einen längeren Stimulationszeitraum benötigen oder während 

der In-vitro-Stimulation mit Stimulationsansatz 2 die CSR durchlaufen wird. 

Die Zellkulturstände wurden – wie oben beschrieben – auch auf IgE untersucht. Die 

hierbei gewonnenen Daten untermauern die im FluoroSpot-Assay gemachten Beobach-

tungen. So konnten bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 während der gesamten 

Stimulations- und Kultivierungsdauer keine Antikörper vom Typ IgE im Kulturmedium 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 15 A). Dagegen sezernierten die Zellen bei Stimulation 

mit Stimulationsansatz 2 bis einschließlich Tag 11 durchschnittlich 271,10 µg/ml IgE ins 

Kulturmedium. An Tag 3 und Tag 4 konnten nur sehr geringe IgE-Konzentrationen 

nachgewiesen werden, was mit dem initial fehlenden Nachweis IgE+-sezernierender ASZ 

bei fünf der sechs untersuchten Spender im Einklang steht. Der oben beschriebene Zell-

spender, der im FluoroSpot-Assay bereits an Tag 4 seine maximale Anzahl IgE+-sezer-

nierender ASZ erreichte, ist auch der Donor, bei dem an Tag 4 mit 2,35 µg/ml die höchste 

Konzentration von IgE in den Kulturüberständen gemessen werden konnte.  
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Abb. 15: IgE-Konzentration in den Zellkulturüberständen im zeitlichen Verlauf 

An Tag 3, 4, 5, 6, 7 und 11 nach Ansetzen der Zellkultur wurden die Zellkulturüberstände 
der parallel mit beiden Stimulationsansätzen stimulierten Zellspender gesammelt und 
mittels ELISA die im Medium enthaltenen, im Verlauf der Stimulation sezernierten, 
Antikörper vom Typ IgE gemessen. Dargestellt ist die in den Zellkulturüberständen der 
jeweiligen Zellspender (n = 6) gemessene IgE-Menge bei In-vitro-Stimulation mit R848 + 
rIL-2 (A) und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (B). Analog zur fehlenden Detektion von IgE+-
sezernierenden ASZ im FluoroSpot-Assay konnte im gesamten Untersuchungszeitraum 
auch in den Zellkulturüberständen bei Verwendung von R848 + rIL-2 kein IgE nachge-
wiesen werden. * p < 0,05 

 

 

3.2.6 Antigenreaktive IgG+-sezernierende ASZ 

Neben der Messung der Gesamtmenge an IgM/G/A/E+-sezernierenden ASZ, wurde die 

Anzahl antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ, deren Immunglobuline sich gegen 

Epitope des HA von zwei Influenzasträngen richten, im zeitlichen Verlauf evaluiert. Da 

unter idealen Bedingungen der Anteil von B-Gedächtniszellen, deren Antigenspezifität 

sich gegen ein bestimmtes Antigen richtet, unabhängig von der In-vitro-Stimulationsdauer 

bzw. dem Untersuchungstag ist – und damit unverändert bleiben sollte –, wird die Anzahl 

der detektieren, antigenreaktiven IgG+-sezernierenden ASZ in Relation zur Gesamtanzahl 

der IgG+-sezernierenden ASZ dargestellt. Wie in Abb. 16 ersichtlich, war der Anteil von 

IgG+-sezernierenden ASZ, deren Spezifität gegen das HA des Influenzavirus 

A/Texas/50/2012 gerichtet ist, weitaus geringer als der gegen A/California/09/2007 rHA.  
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Abb. 16: Vergleich des Anteils antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ an der  
Gesamtheit der IgG+-sezernierenden ASZ 

Darstellung der an den jeweiligen Tagen im FluoroSpot-Assay detektierten antigen-
reaktiven IgG+-sezernierenden ASZ bei einem Zellinput von 1 x 105 Zellen pro Well im 
Verhältnis zur absoluten Anzahl IgG+-sezernierender ASZ in Prozent. Die Antigenreak-
tivität wurde gegenüber den Influenzaantigenen A/California/07/2009 rHA (n=24) (A und 
B) und A/Texas/50/2012 rHA (n = 18) (C und D) bei Verwendung von R848 + rIL-2 (A und 
C) und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 (B und D) getestet. Die als schwarze Kreise (o) darge-
stellten Zellspender (n = 12) wurden parallel mit beiden Stimulationsansätzen stimuliert 
und außerdem an Tag 7 untersucht. Die rot gefärbten Punkte kennzeichnen die Ergeb-
nisse von einem dieser parallel mit beiden Stimulationsansätzen stimulierten Zellspender 
mit einem hohen prozentualen Anteil an antigenreaktiven IgG+-sezernierenden ASZ. 

 

Diese Beobachtung war unabhängig vom gewählten Stimulationsmedium; bei allen unter-

suchten PBMC konnte – unabhängig vom evaluierten Antigen – kein signifikanter Unter-

schied zwischen den prozentualen Anteilen der antigenreaktiven ASZ für jeden der unter-

suchten Tage festgestellt werden.  
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Bei In-vitro-Stimulation mit Stimulationsansatz 2 fiel eine Abnahme des prozentualen 

Anteils antigenreaktiver ASZ deren Spezifität gegen das HA von A/California/09/2007 

gerichtet ist an Tag 3 und Tag 4 auf. Dieser war besonders bei Zellspendern erkennbar, 

die an Tag 3 einen hohen prozentualen Anteil antigenreaktiver ASZ aufwiesen. Ab Tag 4 

unterlag der prozentuale Anteil antigenreaktiver ASZ an der Gesamtheit der gemessenen 

IgG+-sezernierender ASZ nur geringen, weiterhin nicht signifikanten Schwankungen.  

Bei Betrachtung der Antigenreaktivität gegenüber dem HA von A/Texas/50/2012 (Abb. 16 

C und D) waren diese Schwankungen geringer ausgeprägt, wobei ein Zellspender durch 

seinen hohen Anteil antigenreaktiver ASZ und einen initialen Anstieg mit darauffolgendem 

Abfall des prozentualen Anteils an der Gesamtheit der IgG+-sezernierenden ASZ bei 

Verwendung von Stimulationsansatz 2 hervorstach.  

Der rot dargestellte Zellspender wies einen hohen prozentualen Anteil antigenreaktiver 

ASZ gegenüber A/California/09/2007 rHA auf (siehe Abb. 16 A und B). Mit einem Anteil 

von 9,97 - 15,09 % konnte bei Stimulation mit Stimulationsansatz 2 eine geringere pro-

zentuale Schwankung als bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 gemessen werden.  

Trotz der oben beschriebenen Schwankungen an Tag 3 und 4 bei Verwendung von 

Stimulationsansatz 2 lies sich keine Signifikanz beim direkten Vergleich der beiden 

Stimulationsansätze bezüglich des kalkulierten Anteils antigenreaktiver IgG+-sezernier-

enden ASZ an der Gesamtheit der IgG+-sezernierenden ASZ an jedem der untersuchten 

Tage feststellen (siehe Abb. 17). Die gegen die verwendeten Influenzaantigene gerichtet-

en IgG+-sezernierenden ASZ konnten – ungeachtet ihres geringen prozentualen Anteils 

an den IgG+-sezernierenden ASZ – bei allen untersuchten Individuen eindeutig nachge-

wiesen werden



 

 
 

66 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17: Vergleich der zwei In-vitro-Stimulationsansätze im Hinblick auf den Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ 

Gegenüberstellung des prozentualen Anteils antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ an der Anzahl Pan-IgG+-sezernierender ASZ 
nach 3, 4, 5, 6 und 7 Tagen In-vitro-Stimulation mit R848 + rIL-2 und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21. Dargestellt sind die Zellspender, deren 
Zellen parallel mit beiden Stimulationsansätzen zur Differenzierung angeregt wurden, sowie die beiden untersuchten Antigene 
A/California/09/2007 rHA (A - E) und A/Texas/50/2012 rHA (F - J). ns nicht signifikant 
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Neben der Gesamtkonzentration von IgG wurde auch die Menge des gegen die zwei 

verwendeten Antigene gerichteten, antigenreaktiven IgG in den Zellkulturüberständen 

mittels ELISA gemessen. Da die Antikörper im Kulturmedium über die sich auf der Mikro-

titerplatte befindenden Antigene gebunden werden, wurde als Maßeinheit die Angabe 

einer zur IgG-Standardkonzentration äquivalenten Konzentration gewählt. 

 

  

Abb. 18: Antigenreaktives IgG in den Zellkulturüberständen 

Neben der Gesamtmenge an sezerniertem IgG wurde in den Zellkulturüberständen der 
parallel mit beiden Stimulationsansätzen stimulierten Zellspender die Menge an antigen-
reaktivem IgG nach In-vitro-Stimulation mit R848 + rIL-2 (A und C) und Anti-CD40 + rIL-
4 + rIL-21 (B und D) bestimmt. Dabei wurde analog zum FluoroSpot-Assay die Antigen-
reaktivität gegenüber den Influenzaantigenen A/California/07/2009 rHA (n=12) (A und B) 
und A/Texas/50/2012 rHA (n = 6) (C und D) gemessen. * p < 0,05 
Anmerkung zu (A) und (B): Die Menge an sezerniertem IgG wurde an Tag 3 und 4 
beispielhaft nur für 6 der 12 Spender bestimmt. 
 
Beim Vergleich der beiden untersuchten Antigene lässt sich feststellen, dass – im 

Einklang mit den im FluoroSpot-Assay gemessenen, prozentualen Anteilen antigenreak-
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tiver ASZ an der Gesamtanzahl IgG+-sezernierender ASZ – in allen Kulturüberständen 

eine weitaus geringere IgG-Konzentration gemessen werden konnte, deren Antigen-

spezifität sich gegen das HA von A/Texas/50/2012 richtet. Für zwei der untersuchten 

Zellspender konnte an Tag 11 bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 nur eine 

äquivalente Konzentration von 0,66 ng/ml bzw. 0,68 ng/ml gemessen werden; obwohl 

antigenreaktive IgG+-sezernierende ASZ im FluoroSpot-Assay nachgewiesen werden 

konnten. Die gleichen Zellspender wiesen in ihren Kulturüberständen bei Stimulation mit 

Stimulationsansatz 2 eine ~ 10- bis 100-fach höhere Konzentration von antigenreaktivem 

IgG an Tag 11 auf.  

Für fünf der sechs untersuchten Zellspender ließ sich ab Tag 7 bei der Stimulation mit 

Stimulationsansatz 2 eine höhere Konzentration an antigenreaktiven IgG gegen 

A/Texas/50/2012 rHA nachweisen. 

Bei Betrachtung der antigenreaktiven IgG, deren Spezifität gegen A/California/09/2007 

rHA gerichtet ist, fielen bei beiden Stimulationsansätzen zwei Zellspender mit einem 

starken Anstieg der IgG-Konzentration ab Tag 6 bzw. Tag 7 auf. Hierbei war einer der 

dazugehörigen Zellspender bei beiden Stimulationsansätzen identisch. Auffallend ist, 

dass bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 an Tag 3 in den Zellkulturüberständen 

aller Individuen kein antigenspezifisches IgG gemessen werden konnte. Auch lässt sich 

die bereits im FluoroSpot-Assay erkennbare Rechtsverschiebung bei Betrachtung der 

Konzentrationen in den Kulturüberständen erkennen. Bei Verwendung von Stimulations-

ansatz 1 konnte an allen Tagen ein höherer x̄ gemessen werden.  

 

3.3 COVID-19 

3.3.1 Detektion von IgM/G/A/E+-sezernierenden ASZ nach COVID-19-Impfung ohne (ex  

vivo) und mit In-vitro-Stimulation  

Zur Klärung der Fragestellung, inwiefern eine In-vitro-Stimulation vor Durchführung eines 

FluoroSpot-Assays notwendig ist, wurden PBMC von acht Individuen – welche im Rahm-

en der COVID19-Pandemie zwei Vakzinierungen mit einem mRNA-Impfstoff erhalten 

haben – zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert. Hierfür wurden die im Blutkreislauf 

zirkulierenden Zellen eine Woche nach der zweiten Impfung durch Leukapherese 

entnommen und ohne In-vitro-Stimulation ein FluoroSpot-Assay zum Nachweis IgG+-

sezernierender ASZ und antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ gegenüber dem S-
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Antigen des SARS-CoV-2 durchgeführt (siehe Abb. 19 C). Mehr als 125 Tage nach Erhalt 

der zweiten Impfung konnten ohne vorherige In-vitro-Stimulation bei allen untersuchten 

Individuen keine (antigenreaktiven) IgG+-sezernierender ASZ im FluoroSpot-Assay 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 19 A). Dagegen konnten diese nach Stimulation mit 

Stimulationsansatz 1 detektiert werden (siehe Abb. 19 B). Wurde der FluoroSpot-Assay 

eine Woche nach Erhalt der zweiten Impfung durchgeführt, konnten auch ohne In-vitro-

Stimulation bei sieben der acht untersuchten Zellspender die im Blut zirkulierenden 

Plasmablasten nachgewiesen werden. Bei dem in Abb. 19 D dargestellten, direkten 

Vergleich der detektierten bzw. extrapolierten Anzahl (antigenreaktiver) IgG+-sezernieren-

der ASZ fällt eine Diskrepanz zwischen der Anzahl in vivo und durch In-vitro-Stimulation 

induzierter ASZ auf. Für Donor 4 konnte ex vivo eine Anzahl antigenreaktiver IgG+-

sezernierender ASZ detektiert werden, die 36,93 % der Gesamtanzahl IgG+-sezernieren-

der ASZ ausmachte. Insgesamt war der x̄ des prozentualen Anteils antigenreaktiver IgG+-

sezernierender ASZ eine Woche nach Erhalt der zweiten Impfung 11,41-fach höher als 

sechs Monate nach Vakzinierung und In-vitro-Stimulation. Zusätzlich war sechs Monate 

nach Vakzinierung der Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ, deren Spezifität 

sich gegen das S-Protein richtet, kleiner als in der Kohorte der rekonvaleszenten Zell-

spender. Die Daten für Donor 7 werden nicht gezeigt, da dieser nicht innerhalb von sieben 

Tagen nach der zweiten Vakzinierung getestet wurde. 

Die acht in Abb. 19 aufgeführten Spender, sowie acht genesene Individuen, wurden nach 

In-vitro-Stimulation mit Stimulationsansatz 1 zusätzlich hinsichtlich ihrer Anzahl 

IgM/G/A/E+- und antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ untersucht und verglichen 

(siehe Abb. 20 A und B). Sechs der acht genesenen Zellspender (rot) zeigten eine Anzahl 

IgG+-sezernierender ASZ, die über dem x̄ beider Kohorten lag, während bei Betrachtung 

von IgM und IgA die Zellspender beider Kohorten sich gleichmäßig um den x̄ verteilten. 

Insgesamt konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der genesenen und vakzinier-

ten Kohorte in Bezug auf die gemessene Anzahl IgM/G/A/E+-sezernierender ASZ festge-

stellt werden, wobei ein großer interindividueller Unterschied bezüglich der gemessenen 

Anzahl IgM/G/A+-sezernierender ASZ auffiel.  
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Abb. 19: FluoroSpot-Assay nach COVID-19-Impfung (ex vivo) und In-vitro-Stimulation mit 
R848 + rIL-2 

Im Rahmen der COVID-19-Pandemie wurden die PBMC von Zellspendern untersucht, die 
vor Ausbruch der Pandemie gewonnen wurden und diese mit PBMC derselben Zell-
spender nach durchgeführter zweiter Impfung mit einem mRNA-Impfstoff (7 Tage nach 
Vakzinierung) und > 125 Tage nach ebendieser verglichen. Für die Bestimmung der 
antigenreaktiven IgG+-sezernierenden ASZ wurde das S-Antigen des SARS-CoV-2 
verwendet. Ohne In-vitro-Stimulation konnten >125 Tage nach Immunisierung keine 
(antigenreaktiven) IgG+-sezernierenden ASZ nachgewiesen werden (A) – jedoch nach In-
vitro-Stimulation über 5 Tage mit R848 + rIL-2 (B). Sieben Tage nach der erfolgten 
zweiten Impfung waren auch ohne In-vitro-Stimulation im Blut zirkulierende (antigen-
reaktive) IgG+-sezernierende ASZ nachweisbar (C). Tabellarische Darstellung der 
Ergebnisse für sieben weitere Zellspender eine Woche (ohne In-vitro-Stimulation) bzw. 
sechs Monate (nach 5 Tagen In-vitro-Stimulation mit R848 + rIL-2) nach Erhalt der zweiten 
Vakzinierung, gemittelt oder extrapoliert für einen Zellinput von 1 x 106 Zellen (D). 
Fluorochrom: TRITC, Exzitationswellenlänge: 550 nm, Emissionswellenlänge: 570 nm, 
Lichtquelle: 570 nm, Filter: 600 nm, Vergrößerung: 2,03 
 ~ keine genaue Anzahl ermittelt, <3 * keine ASZ detektiert, ND nicht untersucht 
Copyright Lehmann et al. (2025) Creative Common License CC BY-NC-ND 4.0 
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/) 
 

Bei Untersuchung der vakzinierten Kohorte an drei unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

der zweiten oder dritten COVID-19-Impfung konnte bei Betrachtung der Gesamtanzahl  
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Abb. 20: FluoroSpot-Assay zur Bestimmung der Häufigkeit von IgM/G/A/E+-sezer-
nierenden ASZ nach COVID-19-Impfung oder Rekonvaleszenz 

Acht geimpfte Donoren (zweite mRNA-Impfung gegen COVID-19) sowie acht nach 
COVID-19-Infektion genesene Individuen wurden mit R848 + rIL-2 in vitro stimuliert und 
hinsichtlich der Anzahl IgM/G/A/E+-sezernierender ASZ verglichen (A). Die dargestellte 
Anzahl von Spot forming units (SFU) wurde für einen Zellinput von 1 x 106 Zellen extra-
poliert. Dabei konnten für alle Donoren keine IgE+-sezernierenden ASZ nachgewiesen 
werden (< 50*). Darstellung derselben Daten als Streudiagramm mit logarithmischer 
Achseneinteilung. Die von einer COVID-19-Infektion genesenen Zellspender sind als rote 
Punkte dargestellt (B). Die acht geimpften Donoren wurden zu mehreren Zeitpunkten (1 
Monat bzw. 2 Monate nach der 1. Booster-Impfung und 1 Monat nach der 2. Booster-
Impfung) auf ihre Anzahl IgM/G/A+-sezernierender ASZ untersucht (C - E). Hierbei 
konnten keine signifikanten Unterschiede gemessen werden (ns). < 50* weniger als eine 
ASZ in einem oder mehr Well(s) mit einem Zellinput von 2 x 104 PBMC  
Copyright Lehmann et al. (2025) Creative Common License CC BY-NC-ND 4.0 
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/) 
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IgM/G/A+-sezernierender ASZ kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen 

Untersuchungszeitpunkten gemessen werden (siehe Abb. 20 C - E). 

 

3.3.2 Detektion antigenreaktiver IgG+-sezernierenden ASZ nach COVID-19-Impfung oder 

Genesung  

Für weitere Untersuchungen hinsichtlich der Antigenreaktivität gegenüber Antigenen des 

neuartigen SARS-CoV-2 wurden die vakzinierten oder genesenen Zellspender zusätzlich 

mit zehn PBMC-Spendern verglichen, deren Zellen vor Beginn der COVID-19-Pandemie 

kryokonserviert worden sind. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die unter-

suchten Individuen zum Zeitpunkt der Leukapherese Kontakt mit Antigenen des SARS-

CoV-2 hatten und eignen sich daher als Negativkontrolle. Zusätzlich wurde das Antigen-

panel um das NCAP ergänzt.  

Alle untersuchten Individuen wiesen fünf Tage nach In-vitro-Stimulation mit Stimulations-

ansatz 1 IgG+-sezernierende ASZ auf. Die drei untersuchten Kohorten unterschieden sich 

nicht hinsichtlich des x̄ der detektierten Anzahl Pan-IgG+-sezernierender ASZ (siehe Abb. 

21). Für die Zellspender, deren PBMC vor Ausbruch der COVID-19-Pandemie gewonnen 

wurden, konnten IgG+-sezernierende ASZ, aber keine antigenreaktiven IgG+-sezernier-

enden ASZ gegenüber den beiden SARS-CoV-2-Antigenen nachgewiesen werden (siehe 

Abb. 21 A). Eine Ausnahme bildet hierbei einer der untersuchten Zellspender, bei dem 

zehn antigenreaktive ASZ pro 1 x 106 PBMC detektiert werden konnten, deren Spezifität 

gegen das NCAP gerichtet war. Eine Immunantwort gegenüber dem S-Protein konnte für 

diesen Zellspender nicht nachgewiesen werden. 

Bei Untersuchung der geimpften Zellspender sechs Monate nach Immunisierung konnten 

für alle Individuen antigenreaktive IgG+-sezernierende ASZ, deren Spezifität gegen das 

S-Protein gerichtet war, detektiert werden (siehe Abb. 19 D und Abb. 21 B). Der durch-

schnittliche prozentuale Anteil S-reaktiver IgG+-sezernierender ASZ war weitaus niedriger 

als eine Woche nach Erhalt der ersten Booster-Impfung und auch niedriger als in der 

genesenen Kohorte. Der Anteil der antigenreaktiven ASZ an der Gesamtheit der IgG+-

sezernierenden ASZ wies eine große interindividuelle Schwankung auf, sodass bei einem 

der geimpften Zellspender (Donor 7) ein Anteil von 4,75 % gegen das S-Protein gerichtet-

er ASZ gemessen werden konnte. Donor 3 wies als einziger Zellspender der Kohorte 

Antigenreaktivität gegenüber dem NCAP von SARS-CoV-2 auf.  
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Abb. 21: Vergleich der Antigenreaktivität gegenüber SARS-CoV-2-Antigenen 

PBMC von Zellspendern deren PBMC vor der COVID-19-Pandemie kryokonserviert 
wurden (A), geimpften (B) und genesenen Zellspendern (C) wurden für 5 Tage in vitro mit 
R848 + rIL-2 stimuliert. Dargestellt ist die Anzahl Pan-IgG+-sezernierender, sowie antigen-
reaktiver IgG+-sezernierender ASZ, deren Spezifität sich gegen das S-Protein bzw. NCAP 
des SARS-CoV-2 richtet. Die angegebene Anzahl ASZ wurde anhand der detektierten 
antigenreaktiven ASZ pro Zellinput für einen Zellinput von 1 x 106 Zellen extrapoliert.  
~ keine genaue Anzahl ermittelt, <10* weniger als eine ASZ in einem oder mehr Well(s) 
mit dem S-Antigen und einem Zellinput von 1 x 105 PBMC, <5* weniger als eine ASZ in 
einem oder mehr Well(s) mit NCAP und einem Zellinput von 3 x 105 PBMC  
Copyright Lehmann et al. (2025) Creative Common License CC BY-NC-ND 4.0 
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/) 
 
Nach durchgemachter Infektion konnten bei allen Zellspendern antigenreaktive ASZ 

gegen die beiden untersuchten Antigene detektiert werden (siehe Abb. 21 C). Die Anzahl 

gegen das S-Protein gerichteter ASZ war dabei 5,05-fach größer als die Anzahl der gegen 

das NCAP gerichteten IgG+-sezernierenden ASZ.  
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3.4 Multiple Sklerose 

3.4.1 Detektion antigenreaktiver IgG+-sezernierenden ASZ bei MS-Patienten 

Im Rahmen klinischer Untersuchungen zur MS wurde die Methodik zur Etablierung eines 

FluoroSpot-Assays zum Nachweis antigenreaktiver B-Gedächtniszellen gegenüber einem 

potenziellen neuen Antigen der MS, dem MLC1-Protein (Dahl et al., 2025), sowie 

GlialCAM und EBNA1 verwendet.  
 

 
 

Abb. 22: Vergleich der Antigenreaktivität gegenüber GlialCAM, MLC1 und EBNA1 
zwischen gesunden Probanden und MS-Erkrankten 

PBMC von 12 Zellspendern wurden für 5 Tage in vitro mit R848 + rIL-2 und Anti-CD40 + 
rIL-4 + rIL-21 stimuliert. Dargestellt ist der Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernierender 
ASZ, deren Spezifität sich gegen GlialCAM (A), MLC1 (B) bzw. EBNA1 (C) richtet bei 
einem Zellinput von 1 x 105 PBMC. Der arithmetische Mittelwert x̄ ist als roter Querbalken 
dargestellt. Der an MS erkrankte Zellspender mit der größten Anzahl detektierter, antigen-
reaktiver IgG+-sezernierender ASZ gegen alle drei der untersuchten Antigene – unab-
hängig vom verwendeten Stimulationsansatz – ist als grüner Punkte (•) dargestellt. 
Gesunde Kontrollgruppe (HC), MS-Erkrankte (MS) 
 

Hierbei konnte bei allen untersuchten Antigenen eine durchschnittlich höhere Anzahl 

antigenreaktiver ASZ, deren Spezifität sich gegen Strukturen dieser Proteine richtet, in 

der Gruppe der untersuchten MS-Erkrankten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe 

nach fünf Tagen In-vitro-Stimulation – parallel mit beiden Stimulationsansätzen – nachge-

wiesen werden (siehe Abb. 22). Bei fünf von sechs Probanden der gesunden Kontroll-

gruppe konnten – bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 – keine antigenreaktiven 
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IgG+-sezernierenden ASZ gegen MLC1 detektiert werden. Der Nachweis gelang aber bei 

allen MS-Erkrankten (siehe Abb. 22 B). Limitierend ist anzuführen, dass bei Verwendung 

von Stimulationsansatz 1 bei der Hälfte der gesunden Probanden eine Reaktivität gegen-

über MLC1 nachgewiesen werden konnte. 

Im Rahmen der Untersuchung wurden die PBMC parallel mit Stimulationsansatz 1 und 

Stimulationsansatz 2 für fünf Tage in vitro stimuliert. Hierbei konnte bei allen untersuchten 

Antigenen ein höherer prozentualer Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernierenden ASZ bei 

Verwendung von Stimulationsansatz 2 gemessen werden. Während für drei der MS-

Erkrankten keine Antigenreaktivität gegenüber MLC1 bei Verwendung von Stimulations-

ansatz 1 nachgewiesen werden konnte, konnte bei allen MS-Erkrankten diese bei Ver-

wendung von Stimulationsansatz 2 detektiert werden. Ein Proband aus der MS-Kohorte 

stach besonders hervor, da er – unabhängig vom verwendeten Stimulationsansatz – 

gegenüber allen untersuchten Antigenen den höchsten Anteil antigenreaktiver IgG+-

sezernierenden ASZ aufwies (siehe Abb. 22, Proband als grüner Punkt (•) dargestellt).  
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4. Diskussion 
 
4.1 In-vitro-Stimulation 

Zu Beginn der Zellkultur wiesen die verwendeten PBMC einen hohen Anteil an vitalen 

Zellen auf (siehe Abb. 7 B und Abb. 8 B) und verdeutlichen damit die gute Resilienz der 

Zellen gegenüber der Kryokonservierung und einen schonenden Auftauprozess. Diese 

Beobachtung steht im Einklang mit weiteren wissenschaftlichen Publikationen 

(Ramachandran et al., 2012; Wolf et al., 2022), wobei Ramachandran et al. den in dieser 

Arbeit verwendeten Auftauprozess mit vorgewärmtem Wash-Medium für T-Zellen 

beschrieben haben. Auch zwei weitere Studien konnten eine hohe Funktionalität der B-

Zellen nach Kryokonservierung im Vergleich zu frischen PBMC demonstrieren (Fecher et 

al., 2018; Marsman et al., 2022). Eine weitere Studie berichtet von einem höheren Anteil 

vitaler Zellen von bis zu 97 % nach dem Auftauprozess, abhängig vom verwendeten 

Kryokonservierungsverfahren (Li et al., 2021).  

Der in dieser Arbeit vorgestellten Vergleich der Anzahl antigenreaktiver IgG+-sezernier-

ender ASZ nach Rekonvaleszenz bzw. Impfung gegen COVID-19 verdeutlicht die Vorteile 

und Notwendigkeit der In-vitro-Stimulation (siehe Abb. 19). Für alle untersuchten Zell-

spender konnte eine weitaus größere absolute Anzahl von IgG+-sezernierenden ASZ 

nach In-vitro- Stimulation im Vergleich zur direkten Untersuchung der PBMC, eine Woche 

nach Immunisierung, nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit einer Unter-

suchung von Scholzen et al. (2014), die von einer 6,04-fach höheren Anzahl von B-Zellen 

nach der In-vitro-Stimulation über fünf Tage im Vergleich zur Ex-vivo-Kohorte berichtet. 

Die Verwendung eines anderen Stimulationsansatzes sowie die fehlende anamnestische 

Erhebung einer vorherigen Vakzinierung/Infektion limitieren jedoch die Vergleichbarkeit 

und erklären möglicherweise die in dieser Arbeit gemessene, weitaus größere Diskrepanz 

der detektierten Anzahl IgG+-sezernierenden ASZ zwischen der Ex-vivo- und In-vitro-

Kohorte (siehe auch 4.2.1 FluoroSpot zur Evaluation von Impfungen gegen COVID-19). 

Der fehlende Nachweis von antigenreaktiven ASZ mehr als 125 Tage nach der Vakzinier-

ung ohne vorherige Kultivierung der PBMC mit Stimulationsansatz 1, verdeutlicht die 

Notwendigkeit einer In-vitro-Stimulation der B-Zellen. Zusätzlich stehen diese Beobach-

tungen im Einklang mit einer weiteren Studie, die sich mit der Evaluation von Impfungen 

gegen COVID-19 auseinandersetzt und drei bzw. sieben Monate nach der zweiten 
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Impfung ohne In-vitro-Stimulation keine antigenreaktiven Immunglobuline in den B-Zell-

Kulturen nachweisen konnte (Jose-Cascon et al., 2022). Der Nachweis gelang jedoch 

nach In-vitro-Stimulation der Zellen. 

Zusammenfassend kommt diese Forschungsarbeit – im Einklang mit weiteren Studien 

(Jose-Cascon et al., 2022; Marsman et al., 2022; Scholzen et al., 2014) – zu der Auffas-

sung, dass eine In-vitro-Stimulation vor Durchführung eines FluoroSpot-Assays unab-

dingbar für eine zuverlässige Beurteilung der Zusammensetzung der B-Gedächtniszell-

population eines Individuums ist. Dies gilt besonders für die Beurteilung niederfrequenter 

Antigenspezifitäten und bei unbekanntem zeitlichem Abstand zur letzten (Re-) Exposition 

des Individuums gegenüber dem Antigen von Interesse. 

 

4.1.1 Vergleich der beiden Stimulationsansätze 

Grundsätzlich konnte im Rahmen der In-vitro-Stimulation über 11 Tage gezeigt werden, 

dass Stimulationsansatz 1 einige Zellspender zur stärkeren Proliferation – besonders in 

den ersten 3 - 5 Tagen der Zellkultivierung – anregen konnte als Stimulationsansatz 2. 

Diese Beobachtung steht im Einklang mit zwei weiteren Studien, die Stimulationsansatz 

1 als potentesten Stimulationsansatz zur Differenzierung von B-Zellen zu ASZ identifiziert 

haben (Jahnmatz et al., 2013; Pinna et al., 2009). Der Anteil lebendiger Zellen nach fünf 

Tagen In-vitro-Stimulation mit Stimulationsansatz 1 stimmt mit den Ergebnissen von Wolf 

et al. (2022) überein. Es muss angemerkt werden, dass die gemessene Anzahl vitaler 

Zellen/ml größere interindividuelle Schwankungen aufwies als bei Verwendung von 

Stimulationsansatz 2. Diese Beobachtung lässt sich möglicherweise mit der geringeren 

Anzahl IgM+-sezernierender ASZ bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 erklären 

(siehe Ab. 9). Zusätzlich sprechen die geringeren Schwankungen dafür, dass 

Stimulationsansatz 2 die enthaltenen B-Zellen nicht weniger intensiv zur Proliferation und 

Differenzierung anregt, sondern zielgerichteter die B-Gedächtniszellen stimuliert (Ettinger 

et al., 2005; Franke et al., 2020). Die dadurch bedingte geringere Anzahl proliferativ 

aktiver Zellen ist möglicherweise der Grund für die länger andauernde Proliferation und 

den konstanten Anteil vitaler Zellen im BCM; durch Verhinderung einer frühzeitigen 

„Erschöpfung“ der Stoffwechselvorgänge in den sich differenzierenden Zellen durch 

begrenzte Nährstoffe sowie durch die geringere Akkumulation von toxischen Metaboliten 

und dadurch bedingte Aktivierung pro-apoptotischer Signalkaskaden. Dies spiegelt sich 
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in einer länger anhaltenden Plateauphase bei Stimulation mit Stimulationsansatz 2 wider. 

Es konnte für den Stimulationsansatz ein niedrigerer, aber stabiler, prozentualer Anteil 

vitaler Zellen von Tag 3 bis einschließlich Tag 6 gezeigt werden. Diese Beobachtungen 

entsprechen den gewonnenen Erkenntnissen aus den durchgeführten FluoroSpot-

Assays, sodass beide Untersuchungen für eine Rechtsverschiebung der Proliferation und 

Differenzierung der B-Zellen, hin zu einer längeren Stimulations- und Kultivierungsdauer 

bei Verwendung von Stimulationsansatz 2, sprechen. Analog zu dieser Arbeit berichten 

Karahan et al. (2014) von einem ausgeprägten Abfall des Anteils vitaler Zellen nach sechs 

Tagen In-vitro-Stimulation. Diese Ergebnisse – zusammen mit der in dieser Arbeit detek-

tierten Anzahl von ASZ an Tag 7 – stehen in Kontrast zu einer Publikation, die von einem 

Anstieg der Plasmablasten bis einschließlich Tag 9 bei Stimulation mit Stimulationsansatz 

2 berichtet (Marsman et al., 2022). Relativierend muss angemerkt werden, dass in der 

aufgeführten Studie die Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht wurden, sodass 

keine Aussage über die Funktionalität und Sekretionsleistung getroffen werden konnte. 

Da im FluoroSpot-Assay ausschließlich sekretorisch aktive B-Zellen detektiert werden 

können, könnte eine mögliche Diskrepanz zwischen Phänotyp und Funktionalität der 

Plasmablasten die konträren Ergebnisse erklären.  

Zusammenfassend lassen sich anhand der erhobenen Daten folgende Schlussfolge-

rungen hinsichtlich der Kultivierung und In-vitro-Stimulation von B-Lymphozyten ziehen: 

 

1. Anti-CD40 + rIL-21 stimuliert die Differenzierung von B-Gedächtniszellen in ASZ 

langsamer, aber gleichmäßiger und langanhaltender als R848 + rIL-2 

2. Bei Verwendung von R848 + rIL-2 ist eine Stimulation über 4 - 5 Tage, bei 

Verwendung von Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 ist eine Stimulation über 5 - 6 Tage zu 

empfehlen 

3. Sollen beide Stimulationsansätze parallel angewendet werden so empfiehlt sich 

die Durchführung des FluoroSpot-Assays an Tag 5. 

 

 

4.1.2 Immunglobulinsekretion 

Bei Stimulation mit Stimulationsansatz 1 wurde für die Mehrheit der Zellspender die größte 

Anzahl IgM+- und IgA+-sezernierender ASZ an Tag 4 detektiert. Allein für IgG+-sezer-
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nierenden ASZ erreichte die Mehrheit der untersuchten Donoren erst an Tag 5 ihre 

maximale Anzahl IgG+-sezernierender ASZ. Im Einklang mit diesen Beobachtungen 

berichten auch Crotty et al. und Weiss et al. von der maximal detektierbaren Anzahl IgG+-

sezernierender ASZ im ELISPOT-Assay nach fünf bis sechs Tagen In-vitro-Stimulation 

mit Pokeweed mitogen und Staphylococcus aureus Cowan (Crotty et al., 2004) bzw. 

Staphylococcus aureus Cowan und IL-10 (Weiss et al., 2012). Im Gegensatz zu dieser 

Arbeit empfehlen Weiss et al. (2012) aber eine In-vitro-Stimulation für bis zu acht Tage, 

da bis einschließlich Tag 10 keine signifikante Veränderung der Anzahl IgG+-sezernier-

ender ASZ gemessen werden konnte. 

Bei detaillierterer Betrachtung und Aufschlüsselung der Pan-IgG+-sezernierenden ASZ in 

ihre einzelnen Subklassen, bestätigt sich die für Pan-IgG+ gemachte Beobachtung. 

Obwohl die maximale Anzahl IgG2/3/4-sezernierender ASZ an Tag 4 detektiert werden 

konnte, erreichen die IgG1-sezernierenden ASZ ihr Maximum erst an Tag 5. Da IgG1 60 

% des sezernierten IgG verantwortet (Vidarsson et al., 2014), erklärt dies, dass der Tag 

der maximalen Anzahl Pan-IgG+-sezernierender ASZ mit dem der IgG1-sezernierenden 

ASZ übereinstimmt und vom Tag der anderen IgG-Suklassen abweichen kann. Obwohl 

IgG2 32 % der IgG+-sezernierenden ASZ ausmacht (Vidarsson et al., 2014) und die 

maximale Anzahl an Tag 4 (x̄ = 95,86 %) mit einem starken Abfall für einige Zellspender 

hin zu Tag 5 (x̄ = 59,89 %) beobachtet werden konnte, wird dieser Abfall – bei Betrachtung 

der Pan- IgG+-sezernierender ASZ – sehr wahrscheinlich durch die Steigerung der IgG1-

sezernierender ASZ ausgeglichen, sodass die größte Anzahl Pan-IgG+-sezernierender 

ASZ an Tag 5 gemessen werden konnte. Diese Beobachtungen sind im Einklang mit einer 

Studie, die bei der Aufschlüsselung von antigenreaktivem IgG gegen ein Antigen des 

Zytomegalievirus in seine Subklassen aufzeigen konnte, dass die Anzahl IgG1-sezer-

nierender ASZ annähernd der Anzahl Pan-IgG+-sezernierender ASZ entspricht (Terlutter 

et al., 2018). Auch eine Studie zur Impfantwort gegen das Middle east respiratory 

syndrome-Coronavirus (Weskamm et al., 2022), Analysen der IgG-Subklassen in Serum-

proben (Chakraborty et al., 2021) und innerhalb der B-Gedächtniszellpopulation von 

COVID-19-Erkrankten (Hartley et al., 2020) konnten aufzeigen, dass IgG1 für den Großteil 

der IgG-Antwort verantwortlich ist.  

Unabhängig von der untersuchten (Sub-) Klasse lässt sich eine Verschiebung der 

maximal detektierbaren Anzahl ASZ von Tag 4 und 5 hin zu Tag 5 und 6 bei Stimulation 
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mit Stimulationsansatz 2 beobachten. Bei Betrachtung der aufgeschlüsselten Anzahl Pan-

IgG+-sezernierenden ASZ weisen alle vier Subklassen den größten x̄ (x̄ > 96,30 %) und 

die kleinste σ (σ < 5,90 %) an Tag 6 auf. Dies deckt sich mit der an diesem Tag gemes-

senen größten Anzahl Pan-IgG+-sezernierender ASZ.  

Bezüglich der absoluten Anzahl IgM+-sezernierender ASZ konnte bei Verwendung von 

Stimulationsansatz 2 – analog zu den Ergebnissen einer anderen Studie (Franke et al., 

2020) – eine Reduktion IgM+-sezernierender ASZ beobachtet werden (siehe auch 4.1.1 

Vergleich der beiden Stimulationsansätze). Diese ist möglicherweise durch die selektivere 

Stimulation von B-Gedächtniszellen bedingt. Zu diesen zählen aber auch IgM+-sezer-

nierende Gedächtniszellen (Übersichtsartikel (Budeus et al., 2023)), sodass diese die 

Detektion von einzelnen IgM+-sezernierenden ASZ erklären können. Diese Beobach-

tungen werden zusätzlich durch Experimente gestützt, die belegen konnten, dass IL-21 

pro-apoptotisch auf naive – IgM+-sezernierende – B-Zellen wirkt (Ozaki et al., 2004). 

Untermauert wird diese These auch durch eine Studie, die bei Personen, die am X-

chromosomalen Hyper-IgM-Syndrom erkrankt sind – und sich durch hohe IgM-Spiegel im 

Plasma auszeichnen – eine Mutation und einen dadurch bedingten Defekt des CD40L 

nachweisen konnte (Allen et al., 1993).  

Bei Stimulation der Zellen mit Stimulationsansatz 1 konnte bereits an Tag 3 bei der 

Mehrzahl der Zellspender ein Anteil IgM+-sezernierender ASZ von über 50 % nachge-

wiesen werden. Diese frühe Detektion einer großen Anzahl IgM+-sezernierender ASZ 

lässt die Schlussfolgerung zu, dass die Differenzierung von IgG+-sezernierenden ASZ 

mehr Zeit benötigt als die Differenzierung von IgM+-sezernierenden ASZ. Diese Hypo-

these wird durch eine andere Studie gestützt, die einen früheren Anstieg von IgM+-sezer-

nierenden ASZ im Vergleich zu IgG1-sezernierenden ASZ bei der In-vitro-Stimulation 

aufzeigen konnte (Hasbold et al., 2004).Trotz des schnellen Nachweises von IgM+-sezer-

nierenden ASZ konnte diese Arbeit auf Ebene der Antigenreaktivität demonstrieren, dass 

IgM für die Analyse des B-Gedächtniszellkompartiments eines Individuums von nachrang-

iger Bedeutung ist, da es weitaus unspezifischer ist und in dem Zusammenhang auch 

eine ausgeprägte Reaktivität gegenüber der Negativkontrolle (Hexa-His) nachgewiesen 

werden konnte (Daten nicht dargestellt). Diese Beobachtung ist damit zu erklären, dass 

IgM durch das fehlende Durchlaufen der SHM keine Affinitätssteigerung erfährt und diese 

geringe Affinität durch seine Avidität kompensiert (Becza et al., 2024). Somit sollte die 
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Festlegung der optimalen Kultivierungsdauer idealerweise anhand der anderen Immun-

globulinklassen erfolgen. Eine Ausnahme bilden repetitive Antigenstrukturen, wie LPS 

von Bakterien, die durch die hohe Avidität von IgM gebunden werden können und somit 

bei Evaluation von antibakteriellen Immunantworten auch IgM+-sezernierende ASZ von 

Interesse sind.  

Interessanterweise konnte für beide Stimulationsansätze der größte Anteil IgA+-sezer-

nierender ASZ vor dem Maximum der IgG+-sezernierenden ASZ gemessen werden. 

Dieser frühzeitige Anstieg der IgA+-sezernierenden ASZ lässt nur Mutmaßungen zu und 

bedarf weiterer Forschungsbestrebungen. Allerdings konnte in CD40-defizienten Mäusen 

aufgezeigt werden, dass die IgA-Produktion schon in einem Prä-Keimzentrum stattfindet 

(Bergqvist et al., 2010). Dies könnte darauf hindeuten, dass die Differenzierung von B-

Gedächtniszellen zu IgA+-sezernierenden ASZ in vitro möglicherweise schneller abläuft 

bzw. diese Zellen sich bereits in einem weiter fortgeschrittenen Stadium befinden.  

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 – 

unabhängig von der betrachteten Immunglobulinklasse – mehrheitlich eine geringere σ 

auf, was verdeutlicht, dass alle B-Gedächtniszellen trotz inter- und intraindividueller 

Unterschiede vergleichbar stark zur Differenzierung zu ASZ angeregt werden und dieser 

Differenzierungsprozess bei allen Individuen eine ähnliche Zeitspanne benötigt. Diese 

Erkenntnisse sind möglicherweise darauf zurückzuführen, dass die Kombination von Anti-

CD40 + rIL-2 stark der In-vivo-Stimulation der B-Zellen durch die TFH-Zellen ähnelt (Nutt 

et al., 2015; Weinstein et al., 2016). Bei Verwendung von Stimulationsansatz 1 sind die 

Ergebnisse weniger einheitlich, sodass über fast alle betrachteten (Sub-) Klassen eine 

größere σ gemessen werde konnte und dadurch die Bestimmung bzw. Eingrenzung der 

optimalen Kultivierungsdauer der B-Lymphozyten weniger eindeutig möglich ist.  

 

4.1.3 Die besondere Bedeutung von IgE 

Sowohl für die Substanzen Anti-CD40 und IL-4 (Gascan et al., 1991; Moens und Tangye, 

2014) als auch IL-21 (Avery et al., 2008; Moens und Tangye, 2014) konnte gezeigt 

werden, dass diese in vitro die Differenzierung von IgE+-sezernierenden ASZ initiieren 

und diese Wirkung durch die Kombination aller drei Substanzen verstärkt wird (Franke et 

al., 2020). Ausschließlich bei Verwendung von diesem Stimulationsansatz konnten IgE+-

sezernierende ASZ bei den sechs untersuchten Zellspendern nachgewiesen werden. Der 
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fehlende Nachweis von IgE+-sezernierenden ASZ bei fünf von sechs Donoren an Tag 3 

und der anschließende Nachweis von IgE+-sezernierenden ASZ bei allen untersuchten 

Individuen am darauffolgenden Tag lässt vermuten, dass die in den PBMC enthaltenen 

B-Gedächtniszellen mindestens zwei, der Großteil von ihnen drei oder mehr Tage zum 

Durchlaufen des CSR benötigen; eine Ausnahme bilden bereits in den PBMC enthaltene, 

IgE+-Gedächtniszellen, welche allerdings nur einen geringen Anteil von 0,03 - 0,074 % 

der in den PBMC enthaltenen B-Lymphozyten ausmachen (Berkowska et al., 2014; 

Jimenez-Saiz et al., 2019). Diese Vermutung steht im Einklang mit einer an Lymphozyten-

kulturen durchgeführten Studie, die sezerniertes IgE erst nachweisen konnte, nachdem 

die B-Lymphozyten zwei bis vier Zellteilungen durchlaufen hatten (Avery et al., 2008). Im 

Einklang mit den aufgeführten Studien konnten auch in dieser Arbeit bei den mit 

Stimulationsansatz 1 stimulierten PBMC weder IgE+-sezernierenden ASZ, noch in die 

Kulturüberstände sezerniertes IgE nachgewiesen werden.  

Die durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnisse verdeutlichen nicht nur die 

Notwendigkeit einer In-vitro-Stimulation der B-Zellen über mindestens drei – idealerweise 

fünf bis sechs Tage – sondern auch die Vorteile von Stimulationsansatz 2 zur Evaluation 

seltener B-Lymphozytenpopulationen, wie IgE+-sezernierende ASZ.  

Die Beurteilung der IgE-Gedächtniszellen ist – in Anbetracht der kurzen Halbwertszeit von 

IgE von 2 Tagen im Serum (Lawrence et al., 2017) – besonders für die Allergieforschung 

von großem wissenschaftlichen Nutzen. 

 

4.1.4 Antigenreaktive IgG+-sezernierende ASZ 

Bedingt durch die geringe Anzahl detektierter IgG+-sezernierender ASZ an Tag 3 der 

Untersuchungsreihe, führen bereits nur marginale Schwankungen der absoluten Anzahl 

antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ zu den gemessenen Abweichungen (siehe 

Abb. 16). Hieraus lässt sich ableiten, dass besonders bei der Evaluation niederfrequenter 

B-Lymphozyten eine Kultivierungsdauer über vier oder mehr Tage erstrebenswert ist, um 

eine Verzerrung der Ergebnisse, durch die nur geringe Anzahl, vollständig zu Plasma-

blasten differenzierter B-Gedächtniszellen, zu vermeiden. Diese Hypothese wird 

besonders bei Betrachtung des geringen Anteils antigenreaktiver ASZ an der Gesamtheit 

der IgG+-sezernierenden ASZ deutlich. Für Diphtherie, Tetanus (Nanan et al., 2001), 

Merozoiten von Plasmodium falciparum (Jahnmatz et al., 2020) und SARS-CoV-2 (Goel 
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et al., 2021; Wolf et al., 2022) wird in der Literatur von ähnlich geringen prozentualen 

Anteilen antigenreaktiver B-Gedächtniszellen berichtet, wie für die in dieser Arbeit unter-

suchten S-reaktiven bzw. HA-reaktiven IgG+-sezernierenden ASZ. Wolf et al. (2022) 

haben in dem Zusammenhang unter anderem auch den Anteil antigenreaktiver B-

Gedächtniszellen gegenüber den in dieser Arbeit verwendeten HA-Antigenen untersucht. 

Ebenso konnten vergleichbare Anteile antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ nach 

Impfung mit drei verschiedenen H1N1-Impfstämmen bei Humanen Immundefizienz-Virus-

Infizierten und gesunden Probanden nachgewiesen werden (Sun et al., 2017).  

Bezüglich des berechneten Anteils antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ an der 

Gesamtheit der IgG+-sezernierenden ASZ an jedem der untersuchten Tage lässt sich 

feststellen, dass die prozentuale Ausprägung der antigenreaktiven IgG+-Antwort unbe-

einflusst vom verwendeten Stimulationsansatz ist (siehe Abb. 17). Diese Erkenntnis deckt 

sich mit den Ergebnissen einer Studie von Franke et al. (2020), welche ebenfalls für die 

beiden in dieser Arbeit untersuchten Influenzaantigene keinen signifikanten Unterschied 

bezüglich der detektierten Anzahl antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ bei Verwen-

dung beider Stimulationsansätze und In-vitro-Stimulation über fünf Tage feststellen 

konnten. Eine weitere wissenschaftliche Arbeit berichtet von einem annähernd konstanten 

Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ bis zu 30 Tage nach einer trivalenten 

Influenzaimpfung (Halliley et al., 2010).  

Der bei einem Zellspender beobachtete, hohe prozentuale Anteil antigenreaktiver IgG+-

sezernierender ASZ gegenüber A/California/09/2007 rHA war im Verlauf aller Unter-

suchungstage annähernd konstant und lässt – im direkten Vergleich mit den in dieser 

Arbeit vorgestellten Ergebnissen nach Erhalt einer zweiten COVID-19-Impfung – eine 

unmittelbar vor der Gewinnung der PBMC erfolgte Influenzaimpfung oder -infektion 

vermuten. Die maximal detektierte, absolute Anzahl von 1642 (Stimulationsansatz 1) bzw. 

981 (Stimulationsansatz 2) antigenreaktiven IgG+-sezernierenden ASZ pro 1 x 106 PBMC 

(Daten nicht dargestellt) sowie der prozentuale Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernier-

ender ASZ dieses Zellspenders sind vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Studien 

zu Influenzaimpfungen (Ecker et al., 2020; Halliley et al., 2010; Kyu et al., 2009; Wrammert  

et al., 2011). Auch die Unabhängigkeit des berechneten, prozentualen Anteils vom 

verwendeten Stimulationsansatz spricht für die Zuverlässigkeit der Ergebnisse. 
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4.2 Klinische Anwendung 

4.2.1 FluoroSpot zur Evaluation von Impfungen gegen COVID-19 

Die im Rahmen dieser Arbeit zur optimalen Kultivierungsdauer von B-Gedächtniszellen 

durchgeführten Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer (wiederholten) 

Impfung gegen COVID-19 verdeutlichen nicht nur die Notwendigkeit einer In-vitro-

Stimulation von B-Gedächtniszellen sondern auch die Eignung des FluoroSpot-Assays 

zur Evaluation von Impfantworten. Dies ist besonders bei fehlender (Re-) Exposition des 

Individuums der Fall, da > 125 Tage nach Impfung keine zirkulierenden ASZ nachge-

wiesen werden konnten. Dieser Nachweis gelang aber bei allen Zellspendern sieben Tage 

nach der erfolgten Vakzinierung, was für eine erfolgreiche Immunreaktion des Körpers 

gegenüber dem applizierten Impfstoff spricht. Eine Studie zu COVID-19-Impfungen 

berichtet ebenfalls sieben Tage nach der zweiten Immunisierung mit einem mRNA-

Impfstoff von einer 5,1-fachen Steigerung des antigenreaktiven IgG in den Zellkultur-

überständen ohne vorherige In-vitro-Stimulation (Jose-Cascon et al., 2022). Analog zu 

den Ergebnissen dieser Arbeit gelang den Autoren der erwähnten Studie drei bzw. sieben 

Monate nach der zweiten Immunisierung kein Nachweis von IgG gegen SARS-CoV-2 

ohne vorherige In-vitro-Stimulation der B-Zellen (Jose-Cascon et al., 2022). 

Weitere Untersuchungen zu SARS-CoV-2 (Rodda et al., 2022), sowie zu Influenza-

impfungen (Halliley et al., 2010; Wrammert et al., 2008), berichten ebenfalls, dass die 

größte Anzahl antigenreaktiver ASZ im peripheren Blut sieben Tage nach der durchge-

führten Impfung nachgewiesen werden konnte.  

Im Rahmen der humoralen Immunität eines Individuums sind neben den langlebigen 

Plasmazellen (Slifka et al., 1998) besonders die B-Gedächtniszellen für die Aufrechter-

haltung eines Impfschutzes notwendig, da protektive Antikörpertiter im Laufe der Zeit stark 

abfallen (Dan et al., 2021; Long et al., 2020; Seow et al., 2020). Durch die fehlende 

Korrelation zwischen der Ausprägung der antigenreaktiven B-Gedächtniszellpopulation 

und den gemessenen Serumantikörpertitern (Winklmeier et al., 2022; Wolf et al., 2022) 

kommt der In-vitro-Stimulation und dem FluoroSpot-Assay eine besondere Bedeutung zur 

Beurteilung eines dauerhaften Impfschutzes des Individuums zu.  

Das NCAP von SARS-CoV-2 wurde trotz seiner Lokalisation innerhalb des Viruspartikels 

als wichtiger Angriffsort für die B- und T-Zell-vermittelte Immunantwort identifiziert 

(Afkhami et al., 2022; Dugan et al., 2021), sodass im Rahmen anhaltender Impfbestre-
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bungen bereits die Schutzwirkung von mRNA-Impfungen gegen NCAP gegenüber einer 

COVID19-Erkrankung an Mäusen demonstriert werden konnte (Hajnik et al., 2022). Da 

bis jetzt noch keine Impfung gegen NCAP für den Menschen verwendet wird, ermöglicht 

die Evaluation der Immunantwort gegenüber NCAP die Differenzierung zwischen 

geimpften und genesenen Patienten, da nur infizierte Personen Kontakt mit dem NCAP 

gehabt haben können. Somit ist die Verwendung dieses Antigens im Rahmen von 

Langzeitimpfstudien zu COVID-19 und zur eindeutigen Differenzierung von geimpften und 

genesenen Probanden sinnvoll. Der Nutzen einer solchen Differenzierung wird durch 

Studien bestärkt, die besonders für Personen, die sowohl geimpft als auch genesen sind, 

eine größer ausgeprägte B-Gedächtniszellpopulation – und damit möglicherweise einen 

besseren Schutz vor Reinfektion – nachweisen konnten (Bednarski et al., 2022; Goel et 

al., 2021; Pape et al., 2021; Rodda et al., 2022). Der in dieser Arbeit berichtete, im 

Vergleich zum S-Antigen, niedrigere Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ, 

deren Spezifität gegen das NCAP gerichtet ist, deckt sich mit anderen Untersuchungs-

ergebnissen zur Häufigkeit antigenreaktiver B-Gedächtniszellen gegen SARS-CoV-2-

Antigene (Wolf et al., 2022). Die für einen Zellspender der Prä-COVID-19-Kohorte 

detektierte Antigenreaktivität gegenüber dem NCAP von SARS-CoV-2 lässt – bei 

fehlender Antigenreaktivität aller anderen untersuchten Individuen dieser Kohorte – die 

Vermutung zu, dass diese Beobachtung durch Kontakt des Spenders mit anderen 

Coronaviren und kreuzreaktive Antikörper bedingt ist, da das NCAP von SARS-CoV-2 

strukturelle Übereinstimmungen mit anderen humanpathogenen Coronaviren aufweist 

(Peng et al., 2020). In dem Zusammenhang konnten auch kreuzreaktive Antikörper 

gegenüber dem S-Antigen von SARS-CoV-2 und anderen Coronaviren nachgewiesen 

werden (Song et al., 2021). Diese These könnte auch für Donor 3 der geimpften Kohorte 

zutreffen, allerdings ist auch ein Kontakt mit SARS-CoV-2 nach der erfolgten Impfung 

nicht auszuschließen.  

Der in dieser Arbeit beobachtete Abfall des prozentualen Anteils S-reaktiver IgG+-

sezernierender ASZ sechs Monate nach der ersten Booster-Impfung steht im Wider-

spruch zu einer Studie, die bis zu 12 Monate nach einer initialen mRNA-Impfung gegen 

COVID-19 einen 3,8-fachen Anstieg des Anteils S-reaktiver IgG+-sezernierender ASZ mit 

Hilfe der Durchflusszytometrie detektieren konnte (Monzon-Posadas et al., 2023).  
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Zusätzlich berichtet die erwähnte Studie, sowie eine weitere Publikation, von einem 

weitaus geringeren Anteil antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ nach COVID-19-

Impfung als die vorliegende Arbeit (Goel et al., 2021; Monzon-Posadas et al., 2023). Eine 

mögliche Erklärung für diese konträren Erkenntnisse ist eine Verzerrung der Ergebnisse 

durch die fehlende In-vitro-Stimulation der PBMC am ersten Untersuchungszeitpunkt. 

Während bei der Impfung eine selektive Anregung von B-Lymphozyten, deren Spezifität 

gegen das applizierte Antigen gerichtet ist, erfolgt, werden bei der In-vitro-Stimulation alle 

in den PBMC enthaltenen B-Zellen zur Proliferation und Differenzierung angeregt, sodass 

diese selektive Anregung möglicherweise ursächlich für den gemessenen, hohen Anteil 

antigenreaktiver IgG+-sezernierender ASZ eine Woche nach Vakzinierung ist. Diese 

hypothetische Verzerrung könnte auch einen Anstieg des Anteils antigenreaktiver IgG+-

sezernierender ASZ in den ersten sechs Monaten verschleiern.  

Die Zuverlässigkeit der gewonnenen Ergebnisse für vakzinierte Zellspender, sechs 

Monate nach Erhalt einer COVID-19-Impfung, wird durch eine Studie unterstützt, die 

ebenfalls von einem kleineren Anteil S-reaktiver IgG+-sezernierender ASZ für vakzinierte 

Spender im direkten Vergleich mit der Gruppe der genesenen Individuen berichtet (Pape 

et al., 2021). Einschränkend ist diesbezüglich zu erwähnen, dass Reyes et al. (2021) von 

einem geringeren Anteil S-reaktiver IgG+-sezernierender ASZ von 0,1 - 1,8 % für rekonva-

leszente Zellspender berichten; in dieser Arbeit betrug der Anteil S-reaktiver IgG+-sezer-

nierender ASZ 1,36 - 7,48 % der detektierten IgG+-sezernierender ASZ in der Kohorte der 

genesenen Individuen. 

In Bezug auf neue Mutationen und Virusvarianten des SARS-CoV-2 ermöglicht der 

FluoroSpot-Assay zusätzlich – durch die Verwendung markierter Antigenproben – die 

Detektion kreuzreaktiver Antikörper, sodass der Assay wertvolle Informationen über den 

bestehenden Schutz durch eine erfolgte Impfung oder Infektion mit einer früheren Virus-

variante liefern kann (Lehmann et al., 2024). Hierbei handelt es sich um einen antigen-

spezifischen FluoroSpot-Assay, wobei die sezernierten Antikörper nicht – wie in dieser 

Arbeit beschrieben – über Antigene, sondern – unabhängig von ihrer Antigenspezifität – 

über Goat Anti-Human Kappa-UNLB und Goat Anti-Human Lambda-UNLB auf der Mem-

bran gebunden werden (siehe auch 2.2.3.1.2 Pan-IgM/G/G1/G2/G3/G4/A/E-Mikrotiter-

platten). Anschließend werden die während der Inkubationsperiode sezernierten Immun-

globuline nicht über sekundäre und tertiäre Detektionsantikörper, sondern über Antigene, 
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die vorher mit verschiedenen Fluoreszenzmarkierung versehen wurden, nachgewiesen. 

Da jeder Spot die Sekretionsleistung einer ASZ widerspiegelt, setzt sich dieser folglich 

nur aus den sezernierten Antikörpern einer ASZ zusammen. Durch die Detektion 

unterschiedlicher Fluoreszenzmarkierungen in unmittelbarer Nähe zueinander auf der 

Mikrotiterplatte – sprich an der Lokalisation eines Spots – kann so nachgewiesen werden, 

dass die sezernierten Antikörper beide Antigenproben binden können und somit eine 

Kreuzreaktivität vorliegt. 

 

4.2.2 Multiple Sklerose 

Durch die Erweiterung dieser Arbeit zur In-vitro-Stimulation um Untersuchungen zur B-

Zell-vermittelten Autoimmunität in der MS, konnte erfolgreich eine FluoroSpot-Assay für 

das erst kürzlich durch Dahl et al. (2025) vorgestellte, potenzielle MS-Antigen MLC1 

etabliert werden. Auch wenn die dargestellten Daten – besonders im Hinblick auf den 

fehlenden Nachweis einer Antigenreaktivität bei der Hälfte der gesunden Kontrollgruppe 

– vielversprechend sind, benötigt es noch weitere Forschungsbestrebungen durch die 

Arbeitsgruppe und eine größere Kohorte, um abschließende Rückschlüsse zur Bedeu-

tung der B-Zell-vermittelten Autoimmunität gegenüber MLC1 bei der Ausbildung einer MS 

ziehen zu können.  

Als weitere Kontrolle wurde auch die Reaktivität gegenüber EBNA1 untersucht, da ein 

Zusammenhang zwischen der MS und einer EBV-Infektion in der Literatur beschrieben 

wird (Lanz et al., 2022). In dem Zusammenhang konnten Lanz et al. (2022) im Mausmodell 

aufzeigen, dass eine Immunisierung mit EBNA1 zu einer Exazerbation der autoimmun-

bedingten Demyelinisierung führte und machen hierfür unter anderem auch die nach der 

Immunisierung gebildeten, kreuzreaktiven Antikörper gegen GlialCAM verantwortlich.  

Eine weitere Studie konnte aufzeigen, dass das Vorliegen der beschriebenen Kreuz-

reaktivität von Antikörpern gegen EBNA1 und GlialCAM zu einem 1,366-fach höherem 

Risiko führt, an MS zu erkranken (Vietzen et al., 2024). Der Nachweis einer Kreuzreak-

tivität mit EBNA1 und ein dadurch bedingtes erhöhtes Erkrankungsrisiko gelang auch für 

ein weiteres Antigen (Thomas et al., 2023). 

Somit ergibt sich die Frage nach einer möglichen Kreuzreaktivität der gebildeten Anti-

körper gegen EBNA1/GlialCAM mit MLC1 und ob das Vorliegen einer solchen möglicher-

weise Rückschlüsse auf das Erkrankungsrisiko oder die Schwere der MS zulässt. Diese 



 

 
 

88 

Vermutung wird besonders durch die beschriebene Interaktion und Verbindung zwischen 

GlialCAM und MLC1 unterstützt (Lopez-Hernandez et al., 2011).  

In diesem Zusammenhang wäre die bereits erwähnte Verwendung markierter Antigen-

proben zur Untersuchung der Kreuzreaktivität empfehlenswert (siehe 4.2.1 FluoroSpot 

zur Evaluation von Impfungen gegen COVID-19).  

Auch besteht ein großes wissenschaftliches Interesse an der Klärung der Frage, ob die 

Detektion von (kreuzreaktiven) Antikörpern gegen die in dieser Arbeit vorgestellten 

Antigene, möglicherweise bereits in einem frühen Stadium der Erkrankung Rückschlüsse 

auf die Ausbildung einer MS und deren Schwere zulassen und so z. B. die Diagnose-

stellung in einem frühen Erkrankungsstadium – wie dem KIS oder RIS – erleichtern.  

Perspektivisch könnten die gewonnenen Erkenntnisse auch im Rahmen der Entwicklung 

von Therapeutika eine zielgerichtetere Therapie der MS ermöglichen.  

 

4.3 FluoroSpot versus ELISA 

In der klinischen Medizin wird weiterhin auf den ELISA als kostengünstige und schnelle 

Technik zur Evaluation von Impfungen oder akuten/chronischen Infektionen zurückge-

griffen. Bedingt durch den Abfall protektiver Antikörpertiter gegen Pathogene wie SARS-

CoV-2 (Dan et al., 2021; Long et al., 2020; Seow et al., 2020) oder das Zytomegalievirus 

(Terlutter et al., 2018) über die Zeit, stellen besonders die B-Gedächtniszellen den Schutz 

des Individuums vor einer Reinfektion sicher und sind daher für das Immune Monitoring 

von besonderem Interesse. Durch den beschriebenen Abfall weist die Messung von 

Antikörpern im Blut zum Nachweis einer Immunität einige Schwächen auf. Diese werden 

besonders durch die fehlende Korrelation zwischen der im Blut gemessenen Menge 

antigenreaktiver Immunglobuline und der Ausprägung der spezifischen B-Gedächtnis-

zellpopulation deutlich (Winklmeier et al., 2022; Wolf et al., 2022), auch wenn initial – 7 - 

10 Tage nach Erhalt einer Influenzaimpfung – eine Korrelation zwischen der Anzahl 

antigenreaktiver ASZ und den gemessenen Antikörpertitern nachgewiesen werden 

konnte (Halliley et al., 2010). Des Weiteren berichten die Autoren der aufgeführten Studie, 

dass die höchste Anzahl antigenreaktiver IgG+-sezernierenden ASZ 1 - 5 Tage vor dem 

höchsten gemessenen Antikörpertiter detektiert werden konnte (Halliley et al., 2010), was 

bei zeitsensiblen Ergebnissen (z. B. bei schweren Verläufen) für die Durchführung eines 

FluoroSpot-Assays spricht. Dieser Bericht steht im Einklang mit der in dieser Arbeit 
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gemessenen, geringen Menge (antigenreaktivem) IgG/E in den Kulturüberständen am 

Tag der maximalen Anzahl detektierbarer IgG/E+-sezernierender ASZ. Auch bedingt die 

geringe Menge an Antikörpern in den Kulturüberständen das Risiko, diese im ELISA nicht 

messen zu können, da die Menge möglicherweise geringer ist als das Detektionslimit des 

Assays und somit falsche Rückschlüsse gezogen werden könnten. Dies trifft besonders 

auf antigenreaktive Antikörper zu, da gezeigt werden konnte, dass diese nur einen 

geringen Anteil der Pan-IgG-Antikörper ausmachen und somit die Detektion ebendieser 

eine noch größere Herausforderung darstellt. Diese große Fehleranfälligkeit des ELISAs 

bei niedrigen Antikörperkonzentrationen erklärt die in Abb. 18 dargestellten Schwank-

ungen der gemessenen Konzentration antigenreaktiver Antikörper in den Kulturüber-

ständen. Auch konnten für einige Zellspender trotz Kultivierung der PBMC über 11 Tage 

nur geringe – kaum messbare – Antikörpermengen in den Kulturüberständen nachgewie-

sen werden.   

Des Weiteren konnte diese Arbeit die Vorteile des in der Literatur bereits beschriebenen 

Multiplex-FluoroSpot-Assays zeigen (Caspell und Lehmann, 2018), der die Detektion der 

einzelnen (Sub-) Klassen in einem einzigen Assay ermöglicht. Zur Gewinnung dieser 

Informationen müsste für jede (Sub-) Klasse ein eigener ELISA angesetzt werden. 

Zusätzlich erlaubt der FluoroSpot-Assay Rückschlüsse auf die Sekretionsleistung der 

einzelnen ASZ, sowie die Affinität der sezernierten Antikörper (Becza et al., 2024; Karulin 

und Lehmann, 2012), wohingegen der ELISA nur einen semiquantitativen und nicht 

qualitativen Nachweis darstellt. Wie bereits erwähnt ermöglicht die FluoroSpot-Plattform 

zusätzlich die Detektion von kreuzreaktiven Antikörpern (Lehmann et al., 2024). 

Die gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit untermauern – zusammen mit den im Text dar-

gestellten Erkenntnissen weiterer Studien – die besonderen Vorteile und Bedeutung des 

FluoroSpot-Assays im Hinblick auf die Klärung immunologischer Fragestellungen.  

 

4.4 Limitationen und Ausblick 

Diese Arbeit ist nach dem Kenntnisstand des Verfassers die Einzige, die die In-vitro-

Stimulation mit R848 + rIL-2 und Anti-CD40 + rIL-4 + rIL-21 über mehrere Tage – in Bezug 

auf die Zellproliferation und Funktionalität der differenzierten ASZ – vergleicht. Durch den 

Pilotcharakter dieser Arbeit wurde nur ein kleines Patientenkollektiv untersucht, sodass 

eine Gegenüberstellung größerer Kohorten wünschenswert ist.  



 

 
 

90 

Für einzelne, der in dieser Arbeit untersuchten Zellspender, konnte eine große Anzahl 

IgM/A+-sezernierender ASZ an Tag 3 bei Stimulation mit Stimulationsansatz 1 nachge-

wiesen werden, sodass eine Betrachtung früherer Zeitpunkte möglicherweise mehr 

Aufschluss über die Proliferation dieser ASZ liefern könnte.  

Marsman et al. (2022) berichten von einem Anstieg der zu Plasmablasten differenzierten 

B-Lymphozyten zwischen Tag 6 und Tag 9, wohingegen die Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit vermuten lassen, dass eine Verlängerung des Untersuchungszeitraumes über Tag 

7 hinaus nicht sinnvoll ist, sodass diese konträren Ergebnisse weiterer Forschungsbe-

strebungen bedürfen. Zusätzlich konnte diese Arbeit – besonders anhand der IgE+-sezer-

nierenden ASZ – bestätigen, dass die ruhenden B-Gedächtniszellen Zeit zur Differen-

zierung zu ASZ benötigen. Es ist bekannt, dass Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl 

ester (CFSE) zur Nachverfolgung von durch Lymphozyten durchlaufenen Zellteilungen 

verwendet werden kann (Lyons und Parish, 1994), sodass hiermit genauere Erkenntnisse 

bezüglich der Anzahl notwendiger Zellteilungen bis zur Differenzierung der B-Zellen zu 

ASZ erlangt werden können. Besonders ein Vergleich beider Stimulationsansätze bezüg-

lich der notwendigen Zellteilungen bis zum Übergang der B-Gedächtniszellen ins Stadium 

der ASZ ist von großem wissenschaftlichen Interesse und würde tiefere Einblicke in die 

im Text erwähnte Rechtsverschiebung bei Verwendung von Stimulationsansatz 2 ermög-

lichen. 

Es ist nicht auszuschließen, dass der fehlende Nachweis IgG1-sezernierender ASZ bei 

einem der Zellspender zu geringen Verzerrungen der dargestellten Ergebnisse geführt 

hat, da dessen Daten nicht in die Statistik eingeflossen sind. Die fehlende Detektion lässt 

sich am ehesten durch einen Polymorphismus des sezernierten IgG1 erklären, der durch 

den polyklonalen Detektionsantikörper nicht erkannt oder nur mit einer niedrigaffinen 

Bindung durch ebendiesen gebunden wird. Die Vermutung eines Polymorphismus beruht 

auf der Beobachtung, dass an drei der fünf untersuchten Zeitpunkte eine geringe Anzahl 

IgG1-sezernierender ASZ für den Zellspender nachgewiesen werden konnten. Dieses 

Problem des Detektionssystems ist der Forschungsgruppe bekannt und wird in zukünf-

tigen Forschungsvorhaben genauer untersucht werden.  

Neben den in dieser Arbeit verwendeten Stimulationsansätzen sind noch weitere Zytokine 

und Substanzen zur In-vitro-Stimulation beschrieben und etabliert worden (siehe 1.4 In-

vitro-Stimulation), sodass ein Vergleich mit weiteren Stimulationsansätzen/-protokollen 
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wünschenswert ist. Auch sollten zukünftige Forschungsbestrebungen eine Testung 

gegenüber weiteren Antigenen fokussieren, da der FluoroSpot-Assay nicht nur im 

Rahmen der Erforschung von Infektionskrankheiten oder der MS sondern auch bei 

weiteren Autoimmunerkrankungen, wie dem Diabetes mellitus Typ 1 Verwendung findet 

(Powell et al., 2019). 

Die für COVID-19-Impfungen gewonnenen Erkenntnisse dieser Arbeit beschränken sich 

auf das NCAP- und S-Antigen des ursprünglichen Wuhan-Hu-1-Strangs. In Anbetracht 

weiterer Mutationen des SARS-CoV-2 sollte die hier vorgestellte Evaluation von Impfant-

worten an Antigenen neuerer Virusvarianten und zur Langzeituntersuchung der Effektivi-

tät der weltweiten Impfbestrebungen angewendet werden (Übersichtsartikel (Firouzabadi 

et al., 2023)). Auch wurden in dieser Arbeit keine Daten bezüglich des verwendeten 

mRNA-Impfstoffes und der möglichen Verwendung eines abweichenden Impfstoffes für 

die Booster-Impfungen erhoben.  

Bezüglich der Etablierung eines FluoroSpot-Assays für MLC1 im Rahmen der MS-

Forschung bedarf es weiterer Bestrebungen und einer größeren Kohorte, um abschließ-

ende Rückschlüsse ziehen zu können. Besonders ist aber die Möglichkeit, im FluoroSpot-

Assay bis zu vier Immunglobulinklassen in einem Assay nachweisen zu können, hervorzu-

heben, da diese es ermöglicht, neben IgG+- auch die Rolle IgA+-sezernierender ASZ in 

der Pathogenese der MS weiter zu untersuchen. 

Auch werden in der Literatur noch eine Vielzahl weiterer potenzieller Antigenstrukturen 

der B-Zell-vermittelten Autoimmunität in der MS beschrieben (Kuerten et al., 2020), so-

dass eine Erweiterung des Antigenpanels und der Vergleich der MS-Kohorte mit Patienten 

mit anderen inflammatorischen Erkrankungen des ZNS weiterführende Erkenntnisse 

liefern könnte. In dem Zusammenhang sind auch – wie bereits in Abschnitt 4.2.2 Multiple 

Sklerose beschrieben – weitere Untersuchungen bezüglich einer möglichen Kreuzreak-

tivität der sezernierten Antikörper und daraus ableitbaren Rückschlüssen auf das Erkrank-

ungsrisiko und die Schwere einer MS wünschenswert. 
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5. Zusammenfassung 

 

Bedingt durch die Komplexität der menschlichen Immunantwort ist diese in ihrer Gesamt-

heit in vitro nicht reproduzierbar, sodass im Zuge der B-Zell-Forschung im Laufe der Zeit 

verschiedene In-vitro-Stimulationsprotokolle vorgestellt worden sind. Durch die große 

Inhomogenität dieser Protokolle werden – je nach Literatur – unterschiedliche Zeitanga-

ben für die notwendige Stimulationsdauer der ruhenden B-Zellen zu Antikörper-sezernier-

enden Plasmablasten aufgeführt. 

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurden zwei dieser In-vitro-Stimulationsprotokolle 

über einen Stimulationszeitraum von 3 - 11 Tagen verglichen, um den optimalen Zeitpunkt 

für die Durchführung eines FluoroSpot-Assays zu bestimmen. Hierbei wurden nicht nur 

die Immunglobulinklassen bzw. -subklassen ausgewertet, sondern auch ein besonderes 

Augenmerk auf die Evaluation von antigenreaktiven Immunglobulinen gelegt.  

Die durchgeführten Untersuchungen konnten aufzeigen, dass bei In-vitro-Stimulation mit 

R848 + rIL-2 eine Stimulationsdauer von 4 - 5 Tagen und bei Verwendung von Anti-CD40 

+ rIL-4 + rIL-21 von 5 - 6 Tagen zu bevorzugen sind, da nach dieser Zeitspanne – unab-

hängig von der untersuchten Immunglobulinklasse/-subklasse – die größte Anzahl an 

Antikörper-sezernierenden Zellen im Kulturmedium vorhanden ist. 

Nach Evaluation des optimalen Untersuchungszeitpunktes wurden die Erkenntnisse in 

der klinischen Forschung angewendet und die Immunantwort auf COVID-19-Impfungen 

untersucht. Hierbei konnte die Notwendigkeit der In-vitro-Stimulation vor Durchführung 

eines FluoroSpot-Assays demonstriert werden. Bezüglich der Booster-Impfungen konnte 

kein signifikanter Anstieg der IgG+-sezernierenden Zellen detektiert werden. 

Im Rahmen der Multiplen Sklerose gelang erstmalig die Etablierung eines FluoroSpot-

Assays für MLC1, ein Antigen, für das erst kürzlich eine mögliche Verbindung mit der 

Erkrankung nachgewiesen werden konnte. Diese gewonnenen Erkenntnisse können 

somit als Grundlage für weitere Forschungsbestrebungen bezüglich der Rolle von MLC1 

in der Pathogenese der Multiplen Sklerose dienen, die sich dem FluoroSpot-Assay zur 

Evaluation autoimmunreaktiver B-Zellen als Werkzeug bedienen. 
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