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Corrigendum 
Nach Fertigstellung und Annahme dieser Promotionsarbeit am 09. September 2014 von der 

Promotionskommission der Universitätsmedizin Greifswald ist am 16. Januar 2015 die Publi-

kation "Critical role of CD4 T cells in PF4/heparin antibody production in mice" von der Ar-

beitsgruppe Zheng Y et al. in der wissenschaftlichen Fachzeitschrift Blood veröffentlicht 

worden. Die Publikation befasst sich mit dem Einfluss der MHC (major histocompatibility 

complex)-Peptid-T-Zell-Rezeptor-Interaktion sowie der CD40 Liganden/Rezeptor-Interaktion 

auf die PF4/Heparin-induzierte Immunantwort. Die Arbeitsgruppe ist zu dem Ergebnis ge-

kommen, dass die PF4/Heparin-induzierte Produktion von IgG-Antikörpern T-Zell-abhängig 

ist. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Daten der vorgelegten Doktorarbeit (3.3), 

weshalb ich das experimentelle Design meiner Versuche überprüft habe, um eine eventuelle 

Fehlerquelle ausfindig zu machen. Ich habe in diesem Zusammenhang feststellen müssen, 

dass der Antikörper Ziege anti-Maus IgG (H+L) im Fluid-Phase ELISA nicht als Fang-

Antikörper für die Detektion der IgG-Antikörper geeignet ist. Dieser Antikörper ist gegen die 

schwere und die leichte Kette der IgG-Antikörper gerichtet. Die Antigenbindungsstellen der 

leichten Kette können jedoch auf Antikörpern verschiedener Immunglobulinklassen vorkom-

men, weshalb die Verwendung dieses Antikörpers als Fang-Antikörper zu falsch-positiven 

Ergebnissen führen kann (Abbildung 0.1 A).  

Seren von Mäusen (n=11; Serumverdünnung 1:100), immunisiert mit Komplexen aus Maus-

PF4 der Firma Chromatec und Heparin, wurden unter der Verwendung des Fcγ-Fragment-

spezifischen Fang-Antikörpers Ziege anti-Maus IgG (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) 

erneut auf anti-PF4/Heparin-IgG-Antikörper getestet. Dieser Fang-Antikörper ist gegen die 

Immunglobulinklassen-spezifische schwere γ-Kette von IgG gerichtet. Auf vergleichbare 

Weise bindet der in der vorliegenden Arbeit zur Detektion der IgM-Antikörper eingesetzte 

Fang-Antikörper – Ziege anti-Maus IgM – selektiv die schwere Immunglobulin-µ-Kette (Se-

rumverdünnung 1:400; Abbildung 0.1 A). Die Überprüfung hat ergeben, dass in allen elf Se-

ren neben den anti-PF4/Heparin-IgM-Antikörpern auch anti-PF4/Heparin-IgG-Antikörper 

vorhanden waren (Abbildung 0.1 B und C), wodurch die Funktionalität des neuen Detekti-

onsverfahrens für IgG bestätigt wurde.  

In einem Teil der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente wurde eine andere 

Antigenpräparation zur Immunisierung eingesetzt, Komplexe aus Maus-PF4 der Firma 

PeproTech und Heparin. Eine IgG-Antwort in diesen Mäusen (n=15; Serumverdünnung 

1:100), konnte im Fluid-Phase ELISA nicht bestätigt werden (Abbildung 0.1 D). So konnten
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sowohl in den β/δ TCR-/--Mäusen (n=10) als auch in den Wildtypmäusen (n=5) keine murinen 

IgG-Antikörper gegen die Maus-PF4/Heparin-Komplexe detektiert werden.  

Die Daten bezüglich der IgG-Detektion, die in den Kapiteln 3.1.3, 3.1.4, 3.2, 3.3 und 3.4 mei-

ner Doktorarbeit enthalten sind, können aufgrund der oben beschriebenen Befunde nicht län-

ger gehalten werden. Die Ergebnisse und Rückschlüsse können zu diesem Zeitpunkt weder 

bestätigt noch widerlegt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abbildung 0.1: Überprüfung des Fluid-Phase ELISAs zur Detektion der IgM- und IgG-Antikörper. 
(A) Maus-IgG (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) und Maus-IgM-Antikörper (kappa; 
Sigma-Aldrich, Hamburg) wurden im Fluid-Phase ELISA mit den Fang-Antikörpern Ziege an-
ti-Maus IgG (H+L), Ziege anti-Maus IgG (Fcγ-Fragment-spezifisch) und Ziege anti-Maus IgM 
(µ-Kette-spezifisch) detektiert.  
(B,C) Seren von Mäusen (n=11), immunisiert mit Komplexen aus Heparin und Maus-PF4 
(Chromatec, Greifswald), wurden unter der Verwendung der Fang-Antikörper Ziege anti-IgM 
(µ-Kette-spezifisch) und Ziege anti-IgG (Fcγ-Fragment-spezifisch) im Fluid-Phase ELISA hin-
sichtlich anti-PF4/Heparin IgM (A) und -IgG-Antikörper (B) analysiert. Als Negativkontrolle 
dienten Seren (n=11), welche vor Beginn der Immunisierung von den Mäusen gewonnen wurde. 
Es sind die einzelnen Messdaten sowie der Median angegeben. 
(D) Seren von Wildtypmäusen (n=5) und β/δ TCR-/--Mäusen (n=10), immunisiert mit Komple-
xen aus Heparin und Maus-PF4 (PeproTech, Hamburg) wurden mittels dem Fcγ-Fragment-
spezifischen Fang-Antikörper Ziege anti-IgG im Fluid-Phase ELISA auf die Gegenwart von an-
ti-PF4/Heparin-IgG-Antikörpern untersucht. Die gestrichelte Linie stellt die obere Grenze des 
normalen Absorptionsbereiches dar. 
 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

Zwei Dinge sind zu unserer Arbeit nötig: Unermüdliche Ausdauer und die Bereitschaft, etwas, 

in das man viel Zeit und Arbeit gesteckt hat, wieder wegzuwerfen. 

 

Albert Einstein (1879-1955) 
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pH    Stärke des Wasserstoffs  

(potentia hydrogenii) 

PF4    Plättchenfaktor 4 

PerCP   Peridinin chlorophyll protein  

PWM   Pokeweed Mitogen  

PE    R-Phycoerythrin 

http://de.wikipedia.org/wiki/Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
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VIII 

Pd1    Programmed cell death protein 1 

RPMI   Zellkulturmedium (Roswell Park Memorial Institute) 

RT    Raumtemperatur 

SAC    Staphylococcus aureus Cowan I 

SD    Standardabweichung 

SFK     Src family kinase 

SRA    Serotoninfreisetzungstest 

(serotonin release assay) 

Src    Tyrosinkinase: Sarcoma 

SSC     Seitwärtsstreulicht  

(side scatter) 

TACI    Transmembrane Activator and Cyclophilin Ligand Interactor 

TCR    T-Zell-Rezeptor  

(T cell receptor) 

TLR    Toll-ähnlicher Rezeptor  

(toll-like receptor)  

Tris    Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 

TI    T-Zell-unabhängig  

(t cell-independent) 

TD    T-Zell-abhängig  

(t cell-dependent) 

TMB    3, 3`, 5, 5`-Tetramethylbenzidine 

UFH    unfraktioniertes Heparin 

vs.    gegen 

(versus) 

W    Waschpuffer 

 

http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Roswell_Park_Memorial_Institute&action=edit&redlink=1
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1. Einleitung 

Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) ist eine Antikörper-vermittelte unerwünschte 

Erkrankung, die durch die Gabe des Antikoagulans Heparin ausgelöst wird. Sie tritt bei  

0,25-3% der Patienten zwischen dem 5. und 14. Tag einer Heparin-Therapie auf und ist durch 

einen Abfall der Thrombozytenwerte über 50% sowie ein erhöhtes Risiko für thromboemboli-

sche Komplikationen charakterisiert [1-3].  

HIT wird durch Antikörper hervorgerufen, die gegen multimolekulare Komplexe aus dem 

Chemokin Plättchenfaktor 4 (PF4) und dem Polysaccharid Heparin gerichtet sind. Die zu-

grunde liegende B-Zell-vermittelte Immunität weicht von der klassischen Antigen-induzierten 

Immunantwort ab und entspricht weder dem klassischen Muster einer primären noch einer 

sekundären Immunantwort. 

Der Fokus der vorliegenden Arbeit ist auf die PF4/Heparin-induzierte Immunantwort im 

Mausmodell für die anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion gerichtet. Ziel der Arbeit war die 

Identifikation der PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen und die Zuordnung der PF4/Heparin-

induzierten Immunantwort zum angeborenen oder adaptiven Immunsystem.  

1.1 Plättchenfaktor 4  

Der Human-PF4 ist ein 7,8 kDa Chemokin, welches aus 70 Aminosäuren (AS) zusammenge-

setzt ist [4, 5]. Die Aminosäuresequenz des Human-PF4 ist ~70% mit dem Maus-PF4 (76 AS) 

identisch [6-8]. Die größten Unterschiede liegen in der Aminosäuresequenz der zweiten  

Domäne (Abbildung 1.1). 

PF4 wird hauptsächlich in den Vorläuferzellen der Thrombozyten, den Megakaryozyten  

synthetisiert und ~20 μg PF4/109 Zellen sind in den α-Granula der zirkulierenden Throm-

bozyten gespeichert [9]. In Abhängigkeit von der Konzentration und dem pH-Wert lagern sich 

identische, nicht kovalent verbundene Monomere des Proteins zu einem Tetramer zusammen 

[10, 11]. Das Tetramer ist dabei so ausgerichtet, dass die drei ß-Faltblätter jeder Untereinheit 

nach innen und der N- und C-Terminus nach außen zeigen. Die Ausrichtung des Tetramers 

wird durch zwei intermolekulare Salzbrücken (Glu128/Lys350, Glu328/Lys150 und Glu228/Lys450, 

Glu428/Lys250) stabilisiert [8, 12]. Der C-terminale Bereich ist reich an positiv geladenen Lysi-

nen (Lys61, 62, 65, 66), was maßgeblich zur hohen Affinität zum Heparin beiträgt. In Folge einer 

Thrombozytenaktivierung wird das Homotetramer im Komplex mit zwei Chondroitin-4-

sulfat-Proteoglykan-Carriern an die Umgebung abgegeben [13]. In der Gegenwart von negativ 

geladenen Glykosaminoglykanen wie Heparin und Heparansulfat dissoziiert der PF4 aufgrund 
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der erhöhten Affinität von dem Carrier ab und bindet an das freie Glykosaminoglykan an der 

Oberfläche von Endothelzellen [14]. Die im Blut vorhandene PF4-Konzentration ist von der 

Thrombozyten-Konzentration und -Aktivierung abhängig, zwei Faktoren, die im großen Maße 

von dem klinischen Zustand des einzelnen Patienten abhängen. Bei einem gesunden Spender 

liegt der PF4-Spiegel im Plasma zwischen 2-10 ng/ml. Nach Freisetzung von PF4 aus akti-

vierten Thrombozyten kann die Konzentration auf 5-10 μg/ml ansteigen [15-17]. Ein Anstieg 

der PF4-Plasma-Konzentration konnte unter anderem bei Patienten mit einer Infektionskrank-

heit [18], Herz-, Kreislauf- und Nierenerkrankung [19, 20], Diabetes [21, 22] oder als Reakti-

on auf traumatische medizinische Verfahren wie z.B. dem Einsatz der Herz-Lungen-Maschine 

während einer Operation [23, 24] beobachtet werden. Die PF4-Konzentration steigt ebenfalls 

durch die Bildung von Thrombozyten-aktivierenden PF4/Heparin-Immunglobulin G (IgG)-

Komplexen nach intravenöser Gabe von Heparin stark an. Das Heparin bindet hierbei nicht 

nur an freies PF4, sondern löst aufgrund seiner hohen Affinität auch den Heparansulfat-

gebundenen PF4 von den Endothelzellen ab [25]. 

Abbildung 1.1: Vergleich der Aminosäuresequenz des Human- und Maus-PF4.  
Die Aminosäuresequenz (Einbuchstaben-Code) des Human (H)- bzw. Maus (M)-PF4 ist in die 
N-terminale Signalsequenz AS 1-33 bzw. AS 1-29 und die Sequenz des reifen Proteins AS 34-
105 bzw. AS 30-105 unterteilt (Abgrenzung, blau). Die Sequenz des reifen Proteins wird durch 
konservierte Cysteine (violett) in vier Domänen (Nummerierung oberhalb der Sequenz) seg-
mentiert. In der Sequenz des Human-PF4 sind als wichtige Bereiche für die anti-PF4/Heparin-
Antikörperbindung der N-Terminus, AS 69 (orange) sowie AS 71-76 (grün) und die für die  
Heparinbindung essentiellen positiv geladenen Lysine (rot) angegeben. 

1.2 Struktur und Wirkung von Heparin 

Heparin wird in der Forschung und klinischen Anwendung als Antikoagulans zur Hemmung 

der Blutgerinnung eingesetzt. Der antikoagulatorische Effekt des Heparins wird durch ein 

Pentasaccharid hervorgerufen, welches aufgrund der im Molekül verstärkt vorkommende 

Carboxyl- und Sulfatreste eine hohe negative Ladungsdichte aufweist (Abbildung 1.2) [26]. 

Die Saccharid-Sequenz reagiert mit dem Serpin Antithrombin, einem endogenen Glykopro-
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tein zur Hemmung der Gerinnungsfaktoren. Die Verbindung der beiden Moleküle bewirkt die 

Verstärkung der Inhibitorwirkung des Antithombin auf die plasmatische Gerinnung. Die  

handelsüblichen Präparate des unfraktionierten Heparins (UFH) werden aus der Schwei-

nedarmmukosa gewonnen. Die endogenen Polysaccharide variieren in ihrer Kettenlänge, dem 

Sulfatierungsgrad und dem Molekulargewicht, wobei die mittlere Molekülmasse annähernd 

bei 15.000 Dalton liegt. Die chemische oder enzymatische Fragmentierung des konventionel-

len Heparins erlaubt die Herstellung von niedermolekularen Heparinen (LMWH), deren mitt-

lere Molekülmassen zwischen 2000 und 10.000 Dalton schwanken [27]. Heparin ist neben der 

Antikoagulation mittels elektrostatischer Pentasaccharid-unabhängiger Interaktionen mit einer 

Vielfalt an positiv geladenen Plasmaproteinen wie Fibronektin, von Willebrand Faktor und 

PF4 [28-31] an weiteren essentiellen biologischen Prozessen wie der Zelldifferenzierung,  

Inflammation und Zellmigration beteiligt [32-34]. Aufgrund der kurzen Ketten geht das 

LMWH im Vergleich zu dem UFH weniger spezifische Proteinbindungen ein [35].  

Abbildung 1.2: Pentasaccharid-Grundbaustein des Heparins.  
Heparin ist ein kettenförmiges Molekül, das sich aus Sulfonylaminoglukose (Glukosamin-N-
Schwefelsäure) und Schwefelsäureestern der Hexuronsäure (Glukoronsäure und dem Epimer 
Iduronsäure) zusammensetzt. Es ist das für die Bindung an Antithrombin entscheidene Penta-
saccharid des Heparins dargestellt. (in Anlehnung an Henry BL et al., J Biol Chem 
2007;282:31891) 

1.3 Pathophysiologische Effekte der Heparin-Therapie 

Als unerwünschte Arzneimittelwirkung ist bei der Heparin-Therapie neben Blutungen, aller-

gischen Reaktionen, reversiblem Haarausfall und Osteoporose besonders die HIT von klini-

scher Relevanz. Nach dem heutigen Wissensstand sind zwei Varianten der HIT bekannt.  

Diese unterscheiden sich hinsichtlich des klinischen Verlaufs sowie der klinischen Bedeutung 

und dem pathophysiologischen Mechanismus [36, 37]. Die HIT Typ I ist klinisch wenig rele-

vant und beruht auf der direkten, nicht-immunologischen Wechselwirkung zwischen Heparin 

und Thrombozyten. Im Gegensatz zu HIT Typ I handelt es sich bei der HIT Typ II um eine
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immunvermittelte Form der Erkrankung, bei der die Thrombozyten durch Antikörper aktiviert 

werden, die gegen Komplexe aus dem löslichen Thrombozytenprotein PF4 und Heparin  

gerichtet sind. Die HIT Typ II ist aufgrund der Thrombozytenaktivierung mit einem erhöhten 

Thromboserisiko verbunden. In dieser Arbeit wurde die der HIT Typ II (fortan als HIT  

bezeichnet) zugrunde liegende humorale Immunantwort untersucht. 

1.4 Pathogenese der HIT 

Die Schlüsselrolle in dem Krankheitsverlauf der HIT spielt die Bildung von Antikörpern  

gegen Neoepitope des PF4, die während der Bildung der PF4/Heparin-Komplexe entstehen 

[3, 8, 38-41]. Die Immunogenität der PF4/Heparin-Komplexe hängt hierbei von dem Moleku-

largewicht, der Kettenlänge und dem Sulfatisierungsgrad des Heparins ab [12, 42-44]. So  

fördern längerkettige Heparinmoleküle die Entstehung von größeren PF4/Heparin-

Komplexen. Die Komplexe bilden dann eine Kette aus repetitiven Antigenen, wodurch  

mehrere Antikörper gleichzeitig binden können [45]. Die anti-PF4/Heparin-Antikörper der 

Klasse IgG können durch ihre Fab-Region Neoepitope auf der Oberfläche des PF4 erkennen 

und gleichzeitig über ihre Fc-Region an den FcγRIIa-Rezeptor der Thrombozyten binden 

(Abbildung 1.3). Hierdurch werden die niederaffinen FcγRIIa-Rezeptoren durch multimoleku-

lare PF4/Heparin-IgG-Komplexe miteinander vernetzt. Die Vernetzung führt dann zur  

intravasalen Aktivierung der Thrombozyten, welche prokoagulatorische Mikropartikel und 

Thrombozytenproteine wie PF4 ausschütten. Dies führt zur Aktivierung der Gerinnungs-

kaskade und der Produktion von Thrombin, dem zentralen Enzym der Gerinnungskaskade. 

Die Bildung dieses Enzyms wird gleichzeitig durch die PF4/Polyanion-vermittelte Aktivie-

rung von Endothelzellen und Monozyten verstärkt [46-49]. Anti-PF4/Heparin-Antikörper sind 

Neoepitop- aber nicht Heparin-spezifisch. In vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass die 

Antikörper neben PF4/Heparin weitere PF4/Polyanion-Komplexe wie z.B. Dextransulfat, 

Nukleinsäuren und übersulfatiertes Chondroitinsulfat erkennen [50-53]. Weiterhin konnte 

nachgewiesen werden, dass PF4 ladungsabhängig an die Phosphatgruppen von Lipid A auf 

der Oberfläche von Gram-negativen Bakterien, wie z.B. Escherichia coli (E. coli) bindet [54-

56]. Die Bindung der Antikörper führt zur Opsonierung und erleichtert die Phagozytose der 

Bakterien. 
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Abbildung 1.3: Pathogenese der HIT.  
Anti-PF4/Heparin-Antikörper binden an multimolekulare PF4/Heparin-Komplexe. Die 
PF4/Heparin-IgG-Komplexe vernetzen Fc-Rezeptoren auf der Oberfläche der Thrombozyten. 
Die Thrombozyten werden aktiviert, sezernieren Mikropartikel sowie PF4 und aggregieren. 
Weiterhin aktivieren anti-PF4/Heparin-Antikörper durch die Bindung an PF4/Polyanion-
Komplexe Monozyten und Endothelzellen. Beide Prozesse führen zu einer verstärkten Throm-
binbildung. (in Anlehnung an Warkentin TE and Greinacher A. Informa healthcare. 2012;5rd 
ed:315) 

1.5 Das angeborene und adaptive Immunsystem 

Das Immunsystem ist das biologische Abwehrsystem aller mehrzelligen tierischen Organis-

men. Es erkennt und eliminiert sowohl Mikroorganismen und andere Pathogene als auch  

infizierte und neoplastisch transformierte körpereigene Zellen. Bei den Vertebraten wird  

zwischen der angeborenen und der adaptiven Abwehr differenziert [57-60]. Die angeborene 

Immunität bezeichnet eine natürliche, unspezifische Abwehrreaktion. Die adaptive Immunität 

wird hingegen erst im Laufe des Lebens erworben und ist spezifisch gegen den jeweiligen 

Erreger bzw. spezielle Antigene gerichtet. Beide Abwehrprozesse enthalten eine zelluläre und 

eine humorale Komponente. Die zelluläre Komponente bezieht sich auf die Immunreaktionen 

an denen bestimmte Zellpopulationen wie Makrophagen oder zytotoxische T-Zellen 
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unmittelbar beteiligt sind. Die humorale Immunantwort umfasst die Sekretion von löslichen 

Proteinen wie Interferonen (IFN), Chemokinen und Zytokinen sowie die Aktivierung von 

Plasmaproteinen im Komplementsystem und die Produktion von Antikörpern durch B-Zellen 

[61-63].  

B-Zellen werden in die drei Hauptgruppen B1-, Follikuläre (Fo)- und Marginalzonen (Mz)-B-

Zellen unterteilt, die entsprechend ihrer Herkunft, Entwicklung und Topographie der B1- oder 

B2-Linie zugeordnet werden (Abbildung 1.4):   

B1-Zellen: 

Die B1-Zellen werden in die Subpopulationen B1a und B1b unterteilt. Die B1a-Zellen sind 

durch den Phänotyp B220+CD5+CD11b+CD43+ charakterisiert. Sie entwickeln sich aus häma-

topoetischen Stammzellen, die im fetalen Omentum und der fetalen Leber vorliegen, wobei 

die Milz für die Entwicklung der Zellen von großer Bedeutung ist [64]. Im Gegensatz dazu 

entwickeln sich die B1b-Zellen (B220+CD5-CD11b+CD43+) neben den Vorläuferzellen des 

fetalen Gewebes bzw. Organs auch aus Stammzellen des Knochenmarks. Beide Subpopulati-

onen entstehen zu einem frühen Zeitpunkt der Ontogenese und verfügen über die Fähigkeit 

zur Selbsterneuerung [65, 66]. Im adulten Organismus sind die B1-Zellen hauptsächlich in der 

Peritonealhöhle und zu einem geringen Anteil in der Milz, dem Knochenmark und den 

Lymphknoten lokalisiert [67]. In Folge einer Aktivierung nach Antigenkontakt wandern die 

Zellen in lymphatische Organe, wo sie zu kurzlebigen Plasmazellen reifen [68]. Während der 

Differenzierung verlieren die Zellen einen Großteil ihrer charakteristischen Merkmale. Auf-

grund dessen können die Plasmazellen nach der Einwanderung in die lymphatischen Organe 

die Oberflächenmarker B-Zell-Rezeptor (BCR), CD19, CD5 und CD11b nicht mehr expri-

mieren [67, 69, 70]. Innerhalb der Organe fungieren die B1-Zellen als Hauptquelle der natür-

lichen Antikörper (NAbs), die für die frühe T-Zell-unabhängige (TI)-Antwort essentiell sind 

[71-74]. Neben den NAbs können die B1-Zellen auch autoreaktive Antikörper sezernieren 

und tragen zur Manifestation von Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus 

erythematodes bei [75-80]. 

Fo-B-Zellen: 

Die Fo-B-Zellen (B220+CD23+CD21+) werden den B2-Zellen zugeordnet, die aus den pluri-

potenten hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark (beim Fötus in der Leber) hervor-

gehen [81]. Ausschließlich reife, naive Fo-B-Zellen können das Knochenmark verlassen und 

zwischen dem Blut- und Lymphsystem zirkulieren. Die Zellen sind hauptverantwortlich für
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die T-Zell-abhängige (TD) Produktion von hochaffinen Antikörpern gegen Proteinantigene 

[82, 83]. Weiterhin können sie zu Gedächtniszellen differenzieren, wodurch sie eine zentrale 

Rolle bei der Entstehung des immunologischen Gedächtnisses einnehmen [84-87]. 

Mz-B-Zellen: 

Die Mz-B-Zellen (B220+CD23-CD21+) sind neben den Fo-B-Zellen eine weitere, wesentlich 

kleinere Population der B2-Zellen, die aus dem Knochenmark hervorgehen. Sie sind in Nage-

tieren – wie der Maus – sessile Zellen, die sich selbsterneuern können und nur in der Margi-

nalzone (weiße Pulpa) der Milz vorhanden sind [88-90]. Die Mz-B-Zellen sind ein wichtiges 

Bindeglied zwischen der primären und sekundären adaptiven Immunantwort. Sie bilden zu 

Beginn der Infektion durch die Sezernierung von niedrigaffinen natürlichen IgM-Antikörpern 

und Zytokinen wie Interleukin-10 (IL-10) und IL-6 sowie der Expression von Chemokinre-

zeptoren wie CXCR7 eine wichtige Komponente der primären TI-Immunität [91, 92]. Neben 

der Sezernierung von unterschiedlichen Proteinen sind die Mz-B-Zellen aber auch in der Lage 

Pathogene aufzunehmen, als Antigen-präsentierende Zellen zu fungieren und niedrigaffine 

Antikörper der Klasse IgG zu produzieren [82, 93, 94]. Des Weiteren können die Zellen zu 

Gedächtniszellen differenzieren [85, 95]. Sie spielen somit nicht nur eine wichtige Rolle für 

die TI-Antwort, sondern tragen ebenfalls zu der Einleitung der sekundären TD-Immunantwort 

bei [94]. 
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Abbildung 1.4: Herkunft und Hauptkompartimente der follikulären, Marginalzonen- und B1-Zellen. 
Fo-, Mz- und B1b-Zellen stammen von hämatopoetischen Vorläuferzellen im Knochenmark ab. 
Eine zusätzliche Quelle für die B1b-Zellen ist die fetale Leber und das fetale Omentum, in de-
nen sich ebenfalls die B1a-Zellen aus Vorläuferzellen entwickeln. Die B-Zellen differenzieren 
in dem jeweiligen Kompartiment zu unreifen, transitionalen B-Zellen, die dann in die Milz, die 
Lymphknoten und die Peritonealhöhle wandern und sich dort zu reifen B-Zellen entwickeln. 

1.5.1 Die B-Zell-vermittelte Immunität 

Bei der klassischen B-Zell-vermittelten Immunität unterscheidet man zwischen der Antigen-

unabhängigen und -abhängigen Antikörperproduktion: 

Antigenunabhängige Antikörperproduktion: 

NAbs werden während der angeborenen Immunantwort unabhängig vom einem Kontakt mit 

einem externen Antigen gebildet [96]. Sie sind meist polyspezifische Antikörper der Klasse 

IgM, die mit Liganden kreuzreagieren, die keine ersichtlichen strukturellen Eigenschaften 

teilen [97]. Antikörper der Klassen IgG und IgA sind ebenfalls nachgewiesen worden [98]. 

NAbs erkennen endogene (z.B. Einzelstrang-DNA), veränderte (z.B. Oxidiertes Low-Density 



Einleitung 

 

9 

Lipoprotein, Amyloid-ß-Peptide) und fremde Antigene (z.B. virale Antigene, bakterielle  

Toxine). Sie aktivieren die Komplementkaskade und spielen somit eine regulatorische Rolle 

in autoimmunen und inflammatorischen Prozessen [72, 99, 100]. Weiterhin sind NAbs von  

großer Bedeutung für die Beseitigung von seneszenten Erythrozyten, Thymozyten und 

apoptotischen Zellen [101, 102]. 

Antigenabhängige Antikörperproduktion: 

Die primäre antigenabhängige Antikörperantwort der adaptiven Immunmechanismen wird 

nach dem Erstkontakt mit einem Antigen gebildet und ist durch eine frühe TI- Produktion von 

unspezifischen Antikörpern der Klasse IgM gekennzeichnet. Zwei Arten von Antigenen  

werden unterschieden [103].  

TI-1-Antigene sind mitogene Stimuli die B-Zellen durch Toll-ähnliche Rezeptor (TLR)-

vermittelte Signalwege aktivieren [104, 105]. Dazu gehören Lipopolysaccharide (LPS),  

Protein A vom Bakterienstamm Staphylococcus aureus Typ Cowan-I (SAC) oder Cytosin-

Phosphatidyl-Guanin (CpG)-Sequenzmotive in bakterieller DNA. Die spezifische Bindung 

von CpG bzw. LPS an TLR9 bzw. TLR4 [106-109] kann neben der B-Zell-Proliferation und 

der Antikörpersekretion auch einen Antikörperklassenwechsel induzieren [110-112]. Bei der 

TI-Aktivierung der TLRs werden hauptsächlich Signalwege in Gang gesetzt die Mz-B-Zellen 

und B1-Zellen anregen sich zu Antikörper-sezernierenden Zellen (ASC) zu differenzieren [69, 

113].  

TI-2-Antigene wie Polysaccharide sind Polymere mit einem großen Molekulargewicht und 

repetitiven Epitopen. Die molekulare Struktur der Proteine ermöglicht die Quervernetzung 

von mehreren BCRs [114, 115].  

Die sekundäre Antikörperantwort entsteht nach einem erneuten Antigenkontakt und ist durch 

die T-Zellabhängige Produktion von affinitätsgereiften IgG-Antikörpern sowie der Bildung 

eines immunologischen Gedächtnisses charakterisiert [116, 117]. Das Antigen wird über den 

BCR von den B-Zellen erkannt. Die Zellen wandern dann in die T-Zell-Zone der sekundären 

lymphatischen Organe, wo sie durch die Interaktion mit der T-Zell-Subpopulation CD4+ Hel-

fer-T-Zellen über Zytokine wie z.B. IL-21 und IFNγ sowie dem zellständigem Molekül CD40 

zur Proliferation, Differenzierung und Antikörpersezernierung angeregt werden [118, 119]. 
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1.5.2 Die PF4/Heparin-induzierte Immunantwort 

Die humorale Immunantwort gegen PF4/Heparin-Komplexe weicht im Menschen und in der 

Maus von der klassischen B-Zell-vermittelten Immunität ab und vereint die Merkmale der 

Antigenabhängigen und -unabhängigen Antikörperantwort [120-123]. 

Die Erkennung der PF4/Heparin-Komplexe durch das Immunsystem ohne einen vorherigen 

Antigenkontakt führt sowohl zu einer frühzeitigen Produktion von IgM-, als auch von IgG-

Antikörpern [54, 124, 125]. Die Immunantwort führt jedoch nicht zu der Bildung eines  

immunologischen Gedächtnisses. Entsprechend nimmt der Titer der Antikörper sehr schnell 

ab. So können humane anti-PF4/Heparin-Antikörper nach einem Median von 50-80 Tagen 

nicht mehr detektiert werden, wohingegen andere Medikament-induzierten Antikörper  

oftmals über mehrere Monate und Jahre nachweisbar sind [122, 126, 127].  

In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass anti-PF4/Heparin-Antikörper jedoch auch 

unabhängig von einer Heparin-Therapie bei gesunden Spendern nachgewiesen werden können 

[128-130]. 

Der Verlauf der B-Zell-vermittelten Immunität und der Befund, dass anti-PF4/Heparin-

Antikörper unabhängig von einer Heparingabe in der normalen Bevölkerung verbreitet sind 

[131], lassen vermuten, dass die ungewöhnliche Immunantwort durch eine primäre Immuni-

sierung mit PF4/Polyanion-Komplexen verursacht wird [132]. Die Bindung von PF4 an die 

Oberfläche von Bakterien legt weiterhin nahe, dass es sich bei der primären Immunisierung 

um eine Reaktion auf eine bakterielle Infektion wie z.B. der Parodontitis, handeln könnte [54, 

55, 132]. Diese natürlichen anti-PF4/Heparin-Antikörper sind wahrscheinlich unter normalen 

Umständen nicht für den Menschen schädlich. Erst eine zusätzliche Belastung des Immunsys-

tems (z.B. Herz- oder Gefäßoperation) führt zu einer Verstärkung und Fehlleitung dieses 

wahrscheinlich evolutionär alten bakteriellen Abwehrmechanismus, wodurch die HIT einge-

leitet wird [54, 132, 133]. 
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1.6 Die Labordiagnostik der anti-PF4/Heparin-Antikörper 

         und die Prävalenz der HIT  
Anti-PF4/Heparin-Antikörper können durch die Verwendung von funktionellen Tests und 

Immunassays nachgewiesen werden. Funktionelle Test, wie der Serotoninfreisetzungstest 

(SRA) von Sheridan et al. (1986) und der Heparin-induzierte Plättchenaktivierungsassay  

(HIPA) von Greinacher et al. (1991) ermöglichen den direkten Nachweis der anti-

PF4/Heparin-IgG-Antikörper durch die in vitro-Aktivierung von Thrombozyten [134, 135]. 

Immunassays wie der PF4/Heparin Enzym-gekoppelte Immunadsorptionstest (ELISA) von 

Amiral et al. (1992), Newman et al. (1998) und Juhl et al. (2006) erlauben hingegen den  

direkten Nachweis von anti-PF4/Heparin-Antikörpern [39, 136, 137]. Die Immunassays sind 

gegenüber den funktionellen Test sensitiver, jedoch ist der Nachweis der Antikörper nicht 

immer gleichbedeutend mit dem Vorliegen einer klinischen HIT, was schematisch an dem 

Eisbergmodell von Warkentin et al. aufgezeigt wird [138, 139] (Abbildung 1.5). Dieses  

Modell besagt, dass aus der Anzahl von anti-PF4/Heparin-IgG-Antikörper positiven Patienten 

nur eine Untergruppe eine Thrombozytopenie entwickelt. Unter den thrombozytopenischen 

Patienten erleiden wiederum nur einige Patienten thromboembolische Komplikationen. Die 

Wahrscheinlichkeit der HIT wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. So leiden internis-

tisch, konservativ behandelte Patienten seltener an HIT als Patienten, bei denen ein operativer 

Eingriff durchgeführt wurde. Hierbei sind Patienten, nach einer Herz-Operation häufiger von 

der HIT betroffen als Patienten nach einer orthopädischen Behandlung [140]. Des Weiteren 

ist die Immunogenität des PF4/Heparin-Komplexes von dem Molekulargewicht des Heparins 

abhängig. So ist die Entwicklung von anti-PF4/Heparin-Antikörpern nach der Therapie mit 

UFH häufiger zu beobachten als mit LMWH [141]. Das Risiko der Antikörperbildung und der 

Entstehung der HIT variiert außerdem mit der Art (Schwein vs. Rind) und Dosis (prophylak-

tisch vs. therapeutisch) des verabreichten Heparins sowie der Expositionsdauer und des  

Geschlechtes des Patienten (Frau vs. Mann) [138, 140, 142, 143]. 
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} HIT-
assoziierte
Thrombose}} Thrombozytopenie} Anti-PF4/Heparin

Antikörper

Anti-PF4/Heparin
Antikörper

(Thrombozyten-
Aktivierung)

Abbildung 1.5: Eisbergmodell der HIT.  
Das schematische "Eisbergmodell" illustriert den Zusammenhang zwischen HIT-assoziierter 
Thrombose, Thrombozytopenie und anti-PF4/Heparin-Antikörpern mit und ohne Thrombozy-
ten-aktivierender Eigenschaft. Die Größe der Untereinheiten des Eisbergs spiegelt die absolute 
Prävalenz der Antikörperbildung bzw. der Erkrankung wieder. (in Anlehnung an Kelton JG und 
Warkentin TE. Blood. 2008;112:2607) 

1.7 Ziel der Arbeit 

Die Zielstellung dieser Arbeit war es, die PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen zu charakterisie-

ren und die Rolle von T-Zellen bzw. Splenozyten in der PF4/Heparin-induzierten Immunant-

wort in einem Mausmodell für die anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion zu definieren.  

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen im Mausmodell nach systemischer Immuni-

sierung mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen bzw. anhand unbehandelter Mäuse untersucht: 

1. Zu welchem Zeitpunkt der Immunantwort können die PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen 

    nachgewiesen werden? (3.2.1) 

2. In welchem lymphatischen Kompartiment können die PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen 

    nachgewiesen werden? (3.2) 

3. Welche B-Zell-Subpopulation(en) ist/sind für die Produktion der anti-PF4/Heparin-Anti- 

     körper verantwortlich? (3.2 und 3.5) 

4. Handelt es sich bei der Aktivierung der PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen um einen 

TI- oder einen TD-Mechanismus? (3.3) 

5. Können PF4/Heparin-spezifische B-Zellen in vitro stimuliert werden? (3.4)  
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2. Material und Methoden 

2.1 Laborgeräte 

• Analysewaage: EW 1500-2M (KERN & SOHN; Balingen) 

• CO2-Inkubator (Binder; Tuttlingen) 

• Durchflusszytometer:      

Cytomics FC 500 (Beckman Coulter; Krefeld) 

LSR II (BD; Heidelberg) 

FACSAria III (BD; Heidelberg) 

• Mikroplatten-Reader: Paradigm (Beckman Coulter; Krefeld) 

• ELISPOT Analyzer: Immunospot Series 5 Versa (CTL Europe; Bonn) 

• Liquid Chromatography Column (Sigma-Aldrich; Hamburg) 

• Mikroskop: 

Durchlichtmikroskop: Eclipse 50i (Nikon; Düsseldorf) 

Inversmikroskop: TS100F (Nikon; Düsseldorf) 

• Pipetten: Eppendorf Research plus (Eppendorf; Hamburg) 

0,5-10  µl, Einkanal, variabel 

2- 20  µl, Einkanal, variabel 

20-200  µl, Einkanal, variabel 

100-1000  µl, Einkanal, variable 

30-300  µl, 8-Kanal, variable  

• pH-Meter: S220 SevenCompact pH/Ion (Mettler-Toledo; Gießen) 

• Arium pro VF Reinstwassersystem (Sartorius Stedium Biotech.; Göttingen) 

• Sterilwerkbank ScanLaf: Mars Safty Cabinet Class 2 (Labogene, Lynge; Dänemark) 

• Zählkammer: Neubauer Improved (0,100 mm Tiefe; 0,0025 mm2) (Hirschmann  

Laborgeräte; Eberstadt)  

• Zentrifugen: 

Allegra X-15R (Beckman Coulter; Krefeld) 

Thermo Scientific Heraeus (Thermo Scientific; Darmstadt) 

MiniStar-silverline (VWR; Darmstadt) 

• Ultraschallbad: SonorexDigitec (Bandelin; Berlin) 
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2.2 Verbrauchsmaterialien 

Alle mit * versehenen Waren wurden steril bezogen 

• Covalink-Platte (Nunc; Wiesbaden) 

• Einmal-Spritzen* (1 ml, 10 ml; BD; Heidelberg) 

• FACS-Röhrchen (5 ml Polystyren; BD; Heidelberg) 

• Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml; Greiner Bio-One; Frickenhausen) 

• Handschuhe (Kimberly-Clark; Koblenz) 

• Insulinspritzen (1 ml; BD; Heidelberg) 

• Kanüle (20 G, 27 G; BD; Heidelberg) 

• MaxiSorp-F8-Platte (Nunc; Wiesbaden) 

• Mikrohämatokritkapillare (∅ 1,55 x 20 mm; Brandt; Wertheim) 

• Petrischalen* (∅ 100 x 20 mm; Sarstedt; Nümbrecht) 

• Platten für Proteinbestimmung (96-Kavitäten; Greiner Bio-One; Frickenhausen) 

• Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml; Sarstedt; Nümbrecht) 

• Pipettenspitzen (Sarstedt; Nümbrecht) 

• PVDF-Platte: MSIPN4550 (Millipore; Darmstadt) 

• Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml; Sarstedt; Nümbrecht) 

• Schottflaschen (VWR; Darmstadt) 

• Multiplatten* (6-, 24-, 96-Kavitäten; Greiner Bio-One; Frickenhausen) 

• Zellsieb (70 µm; BD; Heidelberg) 

• Zellsieb (40 µm; Fisher Scientific; Schwerte) 

• Deckgläser (Menzel; Braunschweig) 

• Verschlussfolie (Sarstedt; Nümbrecht) 
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2.3 Reagenzien und Chemikalien 

2.3.1 Medien, Puffer und Lösungen 

Beschichtungspuffer (pH 7,5) -200 ml-:  

• 1,54 g NaH2PO4 x 2 H2O (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 0,20 g NaN3 (Fisher Scientific; Schwerte) 

ad. 200 ml dH2O 

Biotin-Lösung -10 mg/ml-: 

• 4,6 mg Biotin-XX sulfo-NHS (Invitrogen; Darmstadt) 
• 460 µl Dimethylsulfoxid (Fisher Scientific; Schwerte) 

Blocklösung -1 ml-: 

• 33,33 µl 30% BSA-Lösung 
• 10 µl 0,5 μg/ml CD16/32 (Biolegend; Fell) 
• 1 µl 1 μg/ml Streptavidin (Jackson ImmunoResearch; Suffolk, UK) 

ad. 1 ml PBS 

30% BSA-Lösung -50 ml-: 

• 15 g BSA (SERVA Electrophoresis; Heidelberg) 
ad. 50 ml 1x PBS 

0,5 M EDTA-Lösung (pH: 8,0) -1 l-: 

• 186,1 g EDTA (Fisher Scientific; Schwerte) 
ad. 1 l dH2O  

Elutionspuffer (pH 7,4) -100 ml-: 

• 0,477 g HEPES (AppliChem; Darmstadt) 
• 11,688 g NaCl (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 0,146 g EDTA (Fisher Scientific; Schwerte) 

ad. 100 ml dH2O  

Entwicklungspuffer -25 ml-:  

• 20 ml 2-Amino-2-methyl-1-propanol-Lösung (Sigma-Aldrich; Hamburg) 
• 400 µl 50 mg/ml BCIP (Carl Roth; Karlsruhe)  

Erwärmen: 40 min, 65°C 
• 5 ml 3% Agarose (Lonza Cologne; Köln) 

Erwärmen: 10 min, 65°C 

70% EtOH -1 l-: 

• 700 ml 96% EtOH (Fisher Scientific; Schwerte) 
ad. 300 ml dH2O 

http://de.wikipedia.org/wiki/5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
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UFH:  

5000 I.E./ml UFH (Rotexmedica; Trittau)  

Heparin-Sepharose 6 Fast Flow: 

• 50 ml Heparin-Sepharose (GE Healthcare; Freiburg)  

IFNγ (0,1 µg/ml) -1 ml-: 

• 1 µl 0,1 mg/ml IFNγ (PeproTech; Hamburg) 
ad. 1 ml dH2O  

IL-4 (0,02 µg/ml) -1 ml-: 

• 0,2 µl 0,1 mg/ml IL-4 (PeproTech; Hamburg) 
ad. 1 ml dH2O  

Karbonat-Bikarbonat-Puffer mit Azid (pH 9,5) -100 ml-: 

• 1 Tablette (Medicago; Durham, USA) 
ad. 100 ml dH2O  

Kulturmedium cRPMI -100 ml-: 

• 100 ml VLE (very low endotoxin) RPMI 1640 Medium (Biochrom; Berlin) 
• 2,0 ml 200 mM L-Alanin-L-Glutamin (Biochrom; Berlin)  
• 1,0 ml 100 mM SodiumPyruvate (Biochrom; Berlin)  
• 0,4 ml 45% D-(+)-Glukose (Sigma-Aldrich; Hamburg) 
• 0,1 ml 50 mg/ml Gentamycin (Biochrom; Berlin)  
• 2,6 ml Penicillin/Streptomycin-Mix (Penicillin: 10.000 I.E./ml; Biochrom; Berlin)  

(Streptomycin: 10 mg/ml; Biochrom; Berlin)  
• 10 ml FCS (Biochrom; Berlin) 

Kulturmedium cRPMI zur Stimulation -1 ml-: 

• 1 ml Kulturmedium cRPMI 
• 6 µl 1 mg/ml CpG-Oligonukleotide (ODN) 1826 (InvivoGen; Toulouse, Frankreich) 
• 20 µl SAC/PWM-Mix (10 µl 100 mg/ml SAC (Sigma-Aldrich; Hamburg) +  
• 10 µl 1 mg/ml Pokeweed Mitogen (PWM; Sigma-Aldrich; Hamburg) + 980 µl Kul-

turmedium cRPMI)  
• 3,7 µl 14,7 mM β-Mercaptoethanol (Fisher Scientific; Schwerte)  

Lysepuffer -100 ml-: 

• Red Blood Cell lysing buffer (Sigma-Aldrich; Hamburg)  

Narkosemittel -9 ml-: 

• 0,25 ml 2% Xylazin/Rompun (Bayer Health Care; Berlin) 
• 0,50 ml 10% Ketamin (Selectavet Dr. Otto Fischer; Neuhausen) 
• 8,25 ml 0,9% NaCl (Serumwerk Bernburg; Bernburg)  
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Ovalbumin: 

• 10 mg EndoFit Ovalbumin (InvivoGen; Toulouse, Frankreich) 
• 10 mg Ovalbumin (InvivoGen; Toulouse, Frankreich) 

PBS (pH 7,4) -500 ml-:  

• 0,20 g NaH2PO4 x 2 H2O (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 0,51 g Na2HPO4 (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 4,39 g NaCl (Fisher Scientific; Schwerte) 

ad. 500 ml dH2O  

PBS -20 mM HEPES- (pH 7,4) -50 ml-: 

• 0,238 g HEPES (AppliChem; Darmstadt) 
ad. 50 ml PBS 

1x PBS -500 ml-: 

• 1x Dulbescco`s PBS without Ca & Mg (PAA Laboratories; Cölbe) 

10x PBS -7 l-: 

• 560 g NaCl (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 14 g KCl (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 80,5 g Na2HPO4 (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 14 g KH2PO4 (Fisher Scientific; Schwerte) 

ad. 7 l dH2O  
vor Gebrauch im Verhältnis mit dH2O 1:10 verdünnen 

Rekombinanter Human-PF4: 

• 1 mg Human-PF4 (Herstellung von Dr. Stephan Schultz, ZIK HIKE, Universitätsme-
dizin Greifswald, Greifswald) 

Rekombinanter Maus-PF4: 

• 1 mg Maus-PF4 (Chromatec; Greifswald) 
• 1 mg Maus-PF4 (PeproTech; Hamburg) 

Solid- und Fluid-Phase Verfahren wurden unter der Verwendung des rekombinanten Maus-

PF4 der Firma Chromatec etabliert (3.1.1-3.1.3, 3.2.1, Anhang 1 und 2). Im Anschluss an die 

Etablierung der antikörperbasierenden Nachweisverfahren traten bei Chromatec Probleme 

bezüglich der Qualität des Proteins auf, die sich in dem Ausfall von unlöslichem Maus-PF4 

wiederspiegelten (Abbildung 2.1). Aufgrund dessen wurde, wenn nicht anders beschrieben, 

für die weitere Datenerfassung rekombinantes Maus-PF4 der Firma PeproTech verwendet. 
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Abbildung 2.1: Sedimentation des Maus-PF4 der Firma Chromatec. 
(A) Maus-PF4 unmittelbar nach der Resuspension des Lyophilisats. 
(B) Sedimentation des unlöslichen Maus-PF4 nach dreistündiger Lagerung bei 4°C. 

1 M H2SO4 -1 l-: 

• 56 ml 96% H2SO4 (AppliChem; Darmstadt) 
ad. 1 l dH2O  

100 mM Tris-HCl Puffer (pH 9,5) -1 l-: 

• 12,114 g Tris (Fisher Scientific; Schwerte) 
ad. 1 l dH2O 

Trypanblau -100 ml-: 

• 0,5% Trypanblue (Biochrom; Berlin) 

Verdünnungspuffer (pH 7,5) -500 ml-: 

• 3,849 g NaH2PO4 x 2 H2O (Fisher Scientific; Schwerte)  
• 4,383 g NaCl (Fisher Scientific; Schwerte) 

vor Gebrauch 7,5% Ziegenserum (Dianova; Hamburg) hinzufügen 

VLE RPMI 1640-Medium -10% FCS, 5 mM EDTA- (pH 8,0) -20 ml-: 

• 18 ml VLE RPMI 1640-Medium (Biochrom; Berlin) 
• 2 ml FCS (Biochrom; Berlin) 
• 200 µl 0,5 M EDTA-Lösung  

A B
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Waschpuffer 1 (W1) (pH 7,5) -500 ml-: 

• 50 ml 10x PBS  
• 250 µl Tween 20 (AppliChem; Darmstadt) 

ad. 500 ml dH2O 

Waschpuffer 2 (W2; 10x) (pH 7,5) -500 ml-: 

• 43,830 g NaCl (Fisher Scientific; Schwerte) 
• 5 ml Tween 20 (AppliChem; Darmstadt) 

vor Gebrauch im Verhältnis mit dH2O 1:10 verdünnen 

Waschpuffer 3 (W3) (pH 7,5) -500 ml-:  

• 5 ml FCS (Biochrom; Berlin) 
• 250 µl Tween 20 (AppliChem; Darmstadt) 

ad. 500 ml PBS 

2.3.2 Kits 

• AbC Anti-Mouse Bead Kit (Invitrogen; Darmstadt) 

• BCIP/NBT Alkaline Phosphatase Substrate Kit IV (Vector Laboratories; Lörrach) 

• Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich; Hamburg)  

• Mouse CD19 Positive Selection Kit (STEMCELL Technologies SARL; Köln) 

• Mouse B Cell Enrichment Kit (STEMCELL Technologies SARL; Köln) 

• Mouse Pan-B Cell Isolation Kit (STEMCELL Technologies SARL; Köln) 

• TMB Substrate Reagent Set (BD; Heidelberg) 

2.3.3 Streptavidin-Konjugate 

• 1 µg/ml Streptavidin (Jackson ImmunoResearch; Suffolk, UK) 

• 1 µg/ml Streptavidin-Alkalische Phosphatase (AP) (Vector Laboratories; Lörrach) 

• 0,1 µg/ml Streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) (Invitrogen; Darmstadt)  

• 1 µg/ml Streptavidin-PE (Invitrogen; Darmstadt)  

• 2 µg/ml Streptavidin-PerCP/Cy5.5 (BD; Heidelberg)  

2.3.4 Antikörper und interkalierende Farbstoffe 

In der Tabelle 2.1 sind die Antikörper, die im Rahmen der enzymatischen Immunadsorptions-

verfahren (EIA) und in der Tabelle 2.2 die Antikörper, die in der Mehrfarben-Durchfluss-

zytometrie verwendet wurden, angegeben. Beide Tabellen enthalten die Angaben zur Anti-

körperklasse, dem Klon, der Spezies, der Anti-Spezies, der Spezifität, der Konzentration und

http://de.wikipedia.org/wiki/5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
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dem Konjugat. Des Weiteren sind in der Tabelle 2.3 die max. Extinktion und Emission der 

einzelnen Konjugate und in Tabelle 2.4 der max. Extinktions- und Emissionswert des interka-

lierenden Farbstoffs 7-AAD vermerkt. 

Tabelle 2.1: Angaben zu Antikörpern für den ELISA/ELISPOT. 

Alle Antikörper für die Immunadsorptionsverfahren wurden von Jackson ImmunoResearch (Suffolk, UK) bezo-
gen.  

Tabelle 2.2: Angaben zu Antikörpern für die Mehrfarben-Durchflusszytometrie. 
Klasse Klon Spezies Anti- 

Spezies 
Spezifität Konzentration Konjugat 

IgG2a, κ 93 Ratte Maus CD16/32 0,5 μg/ml - 
IgG 145-2C11 Armenian 

Hamster 
Maus CD3ε 2,5 μg/ml PerCP/Cy.5.5 

IgG2a, κ RA3-6B2 Ratte Maus/ 
Human 

CD45R 
/B220 

1,25 μg/ml PB 

IgG2b, κ M1/70 Ratte Maus/ 
Human 

CD11b 2,0 μl/ml BV 605 

IgG2a, κ 53-7.3 Ratte Maus CD5 2,0 μg/ml AF 647 
IgG2a, κ B3B4 Ratte Maus CD23 1,25 μg/ml PE/Cy7 
IgG2a, κ B3B4 Ratte Maus CD23 1,25 μg/ml PE 
IgG2a, κ RMM-1 Ratte Maus IgM 3,8 μg/ml APC/Cy7 
IgG2a, κ 7E9 Ratte Maus CD21 2,0 μg/ml FITC 
IgG2a, κ 1B11 Ratte Maus CD43 2,5 μg/ml PE/Cy7 
IgG2b, κ RB6-8C5 Ratte Maus Ly-6G/C 0,6 μg/ml PerCP/Cy5.5 

Alle Antikörper für die Durchflusszytometrie wurden von Biolegend (Fell) bezogen.  

Tabelle 2.3: Eigenschaften der Fluorochrome. 
Konjugat max. Extinktion [nm] max. Emission [nm] 
AF647 633 668 

APC/Cy7 650, 755 767 
BV605 407 602 
FITC 488 519 
PB 403 455 

PerCP/Cy5.5 488 695 
PE 466 578 

PE/Cy7 480, 565, 743 695 

Tabelle 2.4: Interkalierender Farbstoff. 
Name Zielzellen Hersteller; Ort 

7-AAD tote Zellen Invitrogen; Darmstadt 

 

Klasse Klon Spezies Anti-Spezies Spezifität Konzentration 
(μg/ml) 

Konjugat 

IgG polyklonal Ziege Maus H+L 2,5 - 
IgM polyklonal Ziege Maus µ-Kette 1,25 - 
IgG polyklonal Ziege Maus Fc-Fragment 3,05 HRP 
IgM polyklonal Ziege Maus µ-Kette 0,4 HRP 
IgG polyklonal Ziege Maus Fc-Fragment 1,6 AP 
IgM polyklonal Ziege Maus µ-Kette 2,0 AP 
IgG polyklonal Ziege Maus Fcγ-

Fragment 
0,4 Biotin 

IgM polyklonal Ziege Maus µ-Kette 0,3 Biotin 



Material und Methoden 

 

21 

2.4 Software, Datenbanken und "online"-Programme 

• FACSDiva SoftwareVersion 6.2 (BD; Heidelberg) 

• FlowJo 10.0.5 (Tree Star Inc.; Ashland, Oregon, USA) 

• GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Software Inc.; San Diego, Kalifornien, USA) 

• Immunospot 5.0.3 Professional (CTL Europe; Bonn) 

• ImageJ 1.47n (NIH; Bethesda, Maryland, USA) 

• NCBI PubMed (www.pubmed.com) 

• SoftmaxPro6.2.1 (Molecular Devices; Sunnyvale, California, USA)  

• Adobe Illustrator CS5.1 15.1.0 (Adobe Systems Incorporated; San Jose, Kalifornien, 

USA) 

• MS Office 2010 (Microsoft Corporation; Redmond, Washington, USA) 

2.5 Tierexperimentelle Methoden 

Alle Tierversuche wurden von den lokalen Behörden (LALLF MV, Az. 7221.3-2.5-001/12) 

genehmigt.  

2.5.1 Herkunft und Haltung der Tiere 

Für die Experimente wurden acht bis zwölf Wochen alte, weibliche Mäuse der Stämme 

C57BL/6 und B6.129P2-Tcrbtm1MomTcrdtm1/Mom/J (β/δ T-Zell-Rezeptor (TCR)-/--Maus, Stock 

#002122) verwendet. Die Mausstämme wurden von dem Unternehmen Charles River Labora-

tories (Sulzfeld) bezogen und in den Räumen der Universitätsmedizin Greifswald im Bio-

technikum unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetztes gehalten. Die Tiere waren 

einem 12-stündigen Hell-Dunkel-Rhythmus ausgesetzt und hatten freien Zugang zu Wasser 

und Nahrung (Pellets). Des Weiteren wurden die Tiere in Gruppen von maximal fünf Mäu-

sen in Makrolonkäfigen Typ II (222 x 162 x 140 mm; Ehret; Emmerdingen) auf staubfreien 

Weichholzspänen untergebracht. Die Raumtemperatur lag bei 22 ± 2°C und die relative 

Luftfeuchtigkeit betrug 55%. 

2.5.2 Narkose 

Für die Betäubung des Tieres wurden 10 µl des Narkosemittels pro g Körpergewicht intrape-

ritoneal (Kanüle: 27 G) injiziert. Während der Dauer der Narkose wurde die Atmung regel-

mäßig überwacht.  

 

http://www.pubmed.com/
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2.5.3 Splenektomie  

Die Splenektomie wurde von Christine Hackbarth (Abteilung für Viszeral-, Thorax- und Ge-

fäßchirurgie, Universitätsmedizin Greifswald, Greifswald) durchgeführt. Für den operativen 

Eingriff wurden die Mäuse anästhesiert und auf einem Wärmekissen (ThermoLux; Witte & 

Sutor; Murrhardt) fixiert. Die Haut des Bauches wurde desinfiziert und eine Laparotomie auf 

der linken Körperseite des Tieres durchgeführt. Anschließend wurde der kraniale Wundrand 

unterhalb des Rippenbogens durch eine Kauterisation erweitert und das arterielle und venöse 

Gefäß mit einem Katgut 1 (schwarz PA 66-Monofil Faden 7/0 USP; Catgut; Markneukirchen) 

ligiert. Die Milz wurde mit einer Schere aus dem umgebenen Bindegewebe präpariert und die 

Wunde mit dem Katgut 2 (Polyester weiß PET-Faden geflochten; unbeschichtet 4/0 USP  

Catgut; Markneukirchen) verschlossen.  

2.5.4 Immunisierungsmodell  

         (Suvarna et al., J Thromb Haemost. 2009;7:857) 

Die Mäuse wurden wie unter 2.5.2 erläutert anästhesiert und mit 100 μl Maus-PF4/Heparin-

Komplex, Ovalbumin (200 μg/ml EndoFit Ovalbumin) oder PBS immunisiert. Die Immuni-

sierung erfolgte durch eine retrobulbäre Injektion der jeweiligen Substanz. 

Für die serologische Analyse wurden die Tiere über einen Zeitraum von fünf aufeinander  

folgenden Tagen immunisiert (Abbildung 2.2). Anschließend wurde an den Tagen 0, 6, 8, 11, 

15 und 29 Vollblut aus dem retrobulbären Venensinus entnommen und der Serumanteil iso-

liert (2.5.7). Das Serum wurde mittels ELISA hinsichtlich der Kinetik der Antikörperproduk-

tion untersucht.  

Für die Analyse der Zellen von unterschiedlichen Kompartimenten wurde den Mäusen Maus- 

PF4/Heparin-Komplexe täglich über einen Zeitraum von 3 bis 5 aufeinanderfolgenden Tagen 

injiziert. An dem entsprechenden Tag wurden die Mäuse getötet, die Organe bzw. Zellen  

entnommen und Einzelzellsuspensionen hergestellt, die in den jeweiligen Experimenten un-

tersucht wurden. 

Die PF4/Heparin-Komplexe wurden jeweils durch die Inkubation von 200 μg/ml Maus-PF4 

mit 5 I.E./ml UFH in PBS für 1 h bei 22°C hergestellt. Unter der Berücksichtigung eines  

Molekulargewichts für PF4-Tetramere von 32 kDa und für Heparin von ~15 kDa ergab sich 

ein molares Verhältnis von 2,8:1.  
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Tage 1 2 3 4 5 6 8 11 15 29

Injektion des Antigens bzw. PBS Entnahme der Blutprobe

0

Abbildung 2.2: Immunisierungsmodell. 
An dem Tag 0 wurde den Mäusen Blut aus dem retrobulbären Sinus entnommen, anschließend 
wurde das Antigen bzw. PBS via retrobulbärer Injektion an fünf aufeinander folgenden Tagen in 
die Mäuse injiziert. An den Tagen 6, 8, 11, 15 und 29 wurde dann erneut Blut abgenommen.  

2.5.5 Retrobulbäre Blutentnahme bei der Maus 

Die Blutentnahme aus dem retrobulbären Venensinus eines anästhesierten Tieres ist eine 

Standardmethode zur Gewinnung von venösem Blut. Dieses wurde durch die Punktion des 

Sinus mit einer unbeschichteten Mikrohämatokritkapillare gewonnen. Die Kapillare wurde 

durch eine Drehbewegung über den medialen Augenwinkel in den Sinus eingebracht.  

2.5.6 Human-Serum  

Die verwendeten Human-Seren wurden von dem Thrombozytenlabor (Universitätsmedizin 

Greifswald, Greifswald) zur Verfügung gestellt. Zur Gewinnung von Human-Serum wurde 

den Patienten Vollblut entnommen, welches für den Gerinnungsprozess 15-30 min bei RT 
inkubiert wurde. Anschließend wurde das Blutplasma 10 min mit 2000 x g bei RT pelletiert. 

Der Serumanteil wurde abgenommen, in ein Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C gelagert. 

Die Charakterisierung der Seren wurde gemäß den standardisierten Laborverfahren HIPA und 

PF4/Heparin-ELISA durchgeführt [137, 144]. Die verwendeten EIA+-Seren wiesen einen  

OD-Wert >1 auf (Bereich des OD-Werts: 1,042-2,661). 

2.5.7 Maus-Serum  

Nach einer Blutentnahme aus dem retrobulbären Sinus der narkotisierten Maus wurde der 

Serumanteil des Bluts gewonnen. Hierzu wurde der zelluläre Blutbestandteil der geronnenen 

Blutprobe bei 14.800 x g und RT für 10 min pelletiert, die obere Phase abgenommen und  

erneut für 10 min bei 14.800 x g und RT zentrifugiert. Das reine Maus-Serum wurde aliquo-

tiert und bei -20°C gelagert.  

2.5.8 Euthanasie  
Für die schmerzfreie Tötung wurde das Tier narkotisiert und durch einen Genickbruch getötet. 
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Der Tod des Tieres wurde durch das Ausbleiben der Atmung und den fehlenden Lidreflex 

verifiziert. Anschließend wurde das Tier mit 70% EtOH besprüht und auf einem Styropor-

block platziert. Die Haut wurde durch einen Querschnitt von dem Peritoneum abgetrennt. 

Dieses wurde durch einen Dreieckschnitt in der Bauchregion geöffnet, wodurch die Organe 

frei lagen und für die Experimente entnommen werden konnten.  

2.5.9 Isolierung von Milzzellen  

Zur Herstellung einer murinen Splenozytensuspension wurde die Milz mit Hilfe eines 1 ml 

Spritzenstempels durch ein 70 μm Sieb gedrückt und in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen 

aufgefangen. Die Zellen wurden bei 500 x g und 4°C für 10 min pelletiert und in 1 ml Lyse-

puffer für 5 min bei RT lysiert. Nach der Inkubationszeit wurde der Vorgang durch die Zuga-

be von 20 ml PBS abgestoppt, die Zellen erneut für 10 min bei 500 x g und 4°C pelletiert und 

in einem definierten Volumen aufgenommen. 

2.5.10 Peritoneallavage 

Für die Isolierung von murinen peritonealen Zellen wurde die Haut des Tieres durch einen 

Querschnitt von dem Peritoneum abgetrennt. Anschließend wurden 10 ml VLE RPMI 1640-

Medium – 10% FCS, 5 mM EDTA – in die Peritonealhöhle injiziert. Das Medium wurde  

mitsamt den darin vorhandenen Zellen entnommen und in ein Zentrifugenröhrchen überführt. 

Im letzten Schritt wurden die Zellen bei 500 x g für 10 min und 4°C pelletiert und dann in 

dem gewünschten Volumen resuspendiert. 

2.5.11 Isolierung von Knochenmarkszellen 

Die Ober- und Unterschenkelknochen des Tieres wurden von dem Muskel frei präpariert und 

in eine 3% FCS-haltige PBS-Lösung überführt. Die Knochen wurden an beiden Enden geöff-

net und das Knochenmark mit einer 1 ml Spritze und einer 27 G Kanüle in eine Petrischale 

gespült. Das Knochenmark wurde durch ein 70 μm Sieb gepresst und die Zellsuspension in 

einem 50 ml Zentrifugenröhrchen aufgefangen. Die Zellen wurden bei 500 x g und 4°C für  

10 min pelletiert und in dem entsprechenden Volumen aufgenommen.  

2.5.12 Bestimmung der Zellzahl 

Um die Zellzahl in einer Suspension bestimmen zu können, wurden die Zellen mit Trypan-

blau, welches die Unterscheidung von vitalen und toten Zellen ermöglicht, gefärbt. Die  

Anzahl der lebenden Zellen wurde unter der Verwendung einer Neubauer-Zählkammer 
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bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die vier Eckquadrate der 3 x 3 Großquadrate ausgezählt 

und der Mittelwert gebildet. Die weiteren Berechnungen für die Zelldichte (Zellen/ml) und 

der Gesamtzellzahl ergeben sich wie folgt:  

1. Zellen/ml: Ẋ * 104 * VF=X Zellen/ml 

Ẋ: Mittelwert 

VF: Verdünnungsfaktor 

2. Gesamtzellzahl: X Zellen/ml * V(P)=Y Zellen 

V(P): Volumen der Probe 

2.5.13 In vitro Stimulation von murinen Zellen 

Murine ruhende B-Zellen wurden in der Gegenwart der mitogenen Substanzen CpG, SAC 

und PWM (2.3, Kulturmedium cRPMI – Stimulation –) bzw. IL-4 oder IFNγ (2.3, IFNγ und 

IL-4) in vitro zur Antikörperproduktion angeregt. Zu diesem Zweck wurde pro Kavität einer 

6-Kavitäten-Platte 1 ml Medium mit einer Zelldichte von 1x106 Zellen/ml eingesät. Die Platte 

wurde bei 37°C und 5% CO2 für zwei Tage inkubiert.  

2.6 Expression, Reinigung und Biotinylierung von PF4  

2.6.1 Expression und Reinigung von Human-PF4 

Die Expression und Aufreinigung des Human-PF4 wurde von Dr. Stephan Schultz  

(ZIK HIKE, Universitätsmedizin Greifswald, Greifswald) durchgeführt.  

Die cDNA des Human-PF4 wurde mit den Restriktionsenzymen NcoI (New England Bio- 

labs; Frankfurt am Main) und BamHI (New England Biolabs; Frankfurt am Main) in den Ex-

pressionsvektor pET15b (Merck; Darmstadt) kloniert. Die Expression wurde anschließend in 

E. coli Rosetta-gami B (DE3) pLysS (Merck; Darmstadt) durchgeführt. Unter der Verwendung 

dieses Systems wurde das Human-PF4 in der löslichen Fraktion exprimiert und anschließend 

durch die Heparin-Affinitäts-Chromatographie gereinigt. Vor der Verwendung des Human-

PF4 für die Immunisierung von Mäusen wurde der Endotoxinwert der Probe mit dem Endosa-

fe-PTS-System Charles River Laboratories (Sulzfeld) bestimmt. Das Protein wurde für die 

Tierversuche verwendet, wenn der Endotoxinwert unterhalb von 100 EU/mg lag. 

2.6.2 Biotinylierung von PF4 

Für die Biotinylierung des PF4 wurde eine kovalente Bindung zwischen dem rekombinanten
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PF4 und dem Biotin-XX-sulfo-NHS hergestellt (Abbildung 2.3). Zu diesem Zweck wurden 

5 ml Heparin-Sepharose (GE Healthcare; Solingen) drei Mal mit PBS (pH 7,4) bei 300 x g 

und 4°C für 5 min gewaschen. Anschließend wurden 2 ml der Heparin-Sepharose für 15 min 

bei RT mit 400 µl 1 mg/ml PF4 in 14 ml PBS – 20 mM HEPES – (pH 7,4) inkubiert. Der  

Ansatz wurde 16 h bei 4°C gelagert. Anschließend wurde die Suspension unter Rühren auf 

RT erwärmt und 400 µl 10 mg/ml Biotin-XX-sulfo-NHS hinzugegeben. Der Sepharose-Mix 

wurde 1 h bei RT inkubiert und auf eine Chromatographie-Säule überführt. Diese wurde  

zuvor mit 60 ml PBS (pH 7,4) gewaschen. Das biotinylierte PF4 wurde durch die Zugabe des 

Elutionspuffers in 10 Fraktionen à 500 µl von der Säule gewaschen. 

 
Abbildung 2.3: Biotinylierungsprozess von PF4. 

(1) Bildung der PF4/Heparin-Sepharose-Komplexe. (2) Zugabe von Biotin zu den PF4/Heparin-
Sepharose-Komplexen. (3) Transfer der PF4-Biotin/Heparin-Sepharose-Komplexe auf eine 
Chromatographie-Säule. (4) Elution des PF4-Biotin durch die Zugabe des Elutionspuffers  
(2M NaCl). 

2.6.3 Verifizierung der Biotinylierung  

Der funktionelle Test mit biotinyliertem PF4 wurde von Dr. Krystin Krauel (Abteilung für 

Transfusionsmedizin, Universitätsmedizin Greifswald, Greifswald) durchgeführt.  

Die Biotinylierung des PF4 wurde anhand der Interaktion des PF4 mit Bakterien getestet 

(Abbildung 2.4). Zu diesem Zweck wurden UV-inaktivierte E. coli JM109 aufgetaut, mit  

Ultraschall für 3 x 20 s behandelt und gevortext. Anschließend wurden 50 µl der Bakterien-

suspension (3x106 Zellen/ml) mit 50 µl des biotinyliertem PF4 (0; 1,25; 2,5; 5; 10 und 20 

µg/ml) für 30 min bei 4°C inkubiert. Die markierten Bakterien wurden mit 0,05% BSA-

haltigem PBS für 5 min bei 3000 x g und 4°C gewaschen, gevortext und mit 50 µl des Konju-

gates Streptavidin-PerCP/Cy5.5 (2 μg/ml) für 30 min bei 4°C gefärbt. Nach dem Ende der 

Inkubationszeit wurden die Bakterien erneut bei 3000 x g und 4°C für 5 min gewaschen und 

in 500 µl Puffer aufgenommen. Die PF4-Bindung wurde mittels der Durchflusszytometrie

+
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1 2

Biotin

3

Chromatographiesäule
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(FC 500, Beckman Coulter; Krefeld) analysiert. Der Wert der Bindungsaktivität ergab sich 

aus der Multiplikation der geometrisch mittleren Fluoreszenzintensität (GMFI) mit dem pro-

zentualen Anteil der markierten Bakterien. Die Biotinylierung war erfolgreich, wenn die Bin-

dungsaktivität mit steigender PF4-Konzentration zunahm.  

 
Abbildung 2.4: Bindung von PF4-Biotin an E. coli-Bakterien. 

(1) Interaktion zwischen PF4-Biotin und E. coli-Bakterien. (2) Bindung von Streptavidin-
PerCP/Cy5.5 an die PF4-Biotin markierten Bakterien. (3) Messung der PF4-Bindung mittels 
Durchflusszytometrie.  

2.7 Antikörperbasierende Nachweisverfahren 

2.7.1 Nachweis der murinen anti-PF4/Heparin-Antikörper mittels Solid- 

          Phase ELISA 
Der Solid-Phase ELISA (Abbildung 2.5) wurde in Anlehnung an das veröffentlichte ELISA-

Protokoll für humane anti-PF4/Heparin-Antikörper durchgeführt [137].  

Eine Covalink-Platte wurde mit 100 µl/Kavität des Maus-PF4 (20 µg/ml in Beschichtungspuf-

fer) oder Maus-PF4/Heparin (20 µg/ml Maus-PF4 + 0,5 I.E./ml UFH in Beschichtungspuffer; 

Präinkubation: 1 h, RT) bei 4°C für 16 h beschichtet. Am darauf folgenden Tag wurde die 

Platte fünf Mal mit W2 gewaschen. Anschließend wurde die Platte mit 100 µl/Kavität der 

Serumverdünnungen (1:100-Verdünnung für IgG; 1:1000-Verdünnung für IgM) für 1 h bei 

37°C inkubiert. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde die Platte fünf Mal mit W2 gewa-

schen und 100 µl/Kavität des HRP-konjugierten Ziege-anti-Maus-IgG (3,5 µg/ml) bzw. -IgM 

(0,4 µg/ml) für 1 h bei 37°C hinzugefügt (Antikörperverdünnungen wurden in Verdünnungs-

puffer hergestellt). Die ungebundenen Antikörper wurden durch fünf Waschschritte mit W2 

entfernt. Für die Detektion der Antikörper-Antigen-Komplexe wurden 100 µl/Kavität der 

TMB-Substratlösung hinzugegeben und inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 µl/Kavität 
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0,5 M Schwefelsäure abgestoppt. Die OD wurde im Mikroplatten-Reader Paradigm bei einer 

Wellenlänge von 450 nm gemessen. Die Inhibierung der Antikörperbindung an die Maus-

PF4/Heparin-Komplexe wurde durch die Verwendung einer erhöhten Heparinkonzentration 

(100 I.E./ml UFH) in der Serumverdünnung getestet. Der normale Absorptionsbereich wurde 

als drei Standardabweichungen (SD) des Mittelwerts des Serums nicht-immunisierter Mäuse 

(Tag 0) festgesetzt. Ein Serum wurde als positiv definiert, wenn der OD-Wert größer war als 

der Mittelwert plus drei SD (Grenzwert-OD). Ein Serum das einen geringeren OD-Wert  

aufwies wurde als negativ betrachtet. 

 
Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Solid-Phase Detektionsprinzips. 

Die Bindung der Serumantikörper an das adsorbierte Antigen (PF4, PF4/Heparin) führt zu der 
Bildung von Antigen-Antikörper-Komplexen. Diese können unter der Verwendung eines Anti-
körper-Enzym-Konjugates und dem dazugehörigen spezifischen Substrats detektiert werden. 

2.7.2 Nachweis der anti-PF4/Heparin-Antikörper mittels Fluid-Phase 

            ELISA  
Für die Durchführung des Fluid-Phase ELISA (Abbildung 2.6) wurden die Kavitäten einer 

MaxiSorp-Platte mit 100 µl des polyklonalen Antikörpers Ziege-anti-Maus/Human-IgG  

(2,5 μg/ml) bzw. -IgM (1,25 μg/ml) für 16 h bei 4°C beschichtet (Antikörperverdünnungen 

wur-den in Karbonat-Bikarbonat Puffer hergestellt). Am darauf folgenden Tag wurden die 

ungebundenen Antikörper entfernt und die unbesetzten Bindungsstellen durch die zweistün-

dige Inkubation der Platte mit 200 µl/Kavität einer 3% BSA-Lösung bei 37°C blockiert. Die 

Lösung wurde abgekippt und die Platte fünf Mal mit W1 gewaschen bevor 100 µl/Kavität der 

jeweiligen Serumverdünnung (1:100-1:400-Verdünnung für IgG; 1:500-1:2000-Verdünnung 

für IgM) in die Kavitäten pipettiert wurden. Die Platte wurde für 1 h bei 37°C inkubiert. Nach 

Ablauf der Zeit wurden die Kavitäten fünf Mal mit W1 gewaschen und 100 µl/Kavität von 

PF4-Biotin:PF4 (5 µg/ml PF4; 10% PF4-Biotin) bzw. PF4-Biotin:PF4/Heparin (5 µg/ml PF4;
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10% PF4-Biotin + 0,125 I.E./ml UFH in PBS; Präinkubation: 1 h, RT) für 1 h bei 37°C hin-

zugegeben. Für die Detektion der Antikörper-Antigen-Verbindungen wurden nach fünf weite-

ren Waschschritten mit W1 100 µl des Enzymkonjugates Streptavidin-HRP (0,1 µg/ml) in

die Kavitäten pipettiert. Die Platte wurde dann für 1 h bei 37°C inkubiert, bevor das nicht 

gebundene Konjugat durch sechs Waschschritte mit W1 entfernt wurde. Im letzten Schritt 

wurden 100 µl/Kavität der Substratlösung TMB hinzugegeben. Die Platte wurde für 5 min bei 

RT im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde die enzymatische Reaktion mit 100 µl/Kavität 

0,5 M Schwefelsäure abgestoppt. Die OD wurde im Mikroplatten-Reader Paradigm bei einer 

Wellenlänge von 450 nm gemessen. 

Alle verwendeten Seren wurden auf die Inhibierung der Antikörperbindung an die 

PF4/Heparin-Komplexe getestet. Zu diesem Zweck wurde eine erhöhte Menge an Heparin 

(100 I.E./ml UFH) zu den PF4-Biotin:PF4/Heparin-Komplexen hinzugegeben, bevor diese 

auf die Platte pipettiert wurden. 

Der normale Absorptionsbereich und das Kriterium für ein positives murines Serum wurden, 

wie bereits im Abschnitt 2.7.1 beschrieben, definiert. Im Falle der humanen Seren wurde der 

normale Absorptionsbereich anhand von humanen Kontrollseren bestimmt. Die Kontrollseren 

wiesen keine anti-PF4/Heparin-Antikörper auf und waren sowohl im HIPA als auch im 

PF4/Heparin-EIA des Thrombozytenlabors negativ.  

 
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des Fluid-Phase Detektionsprinzips. 

Die Serumantikörper werden durch die Bindung an einen Fang-Antikörper immobilisiert.  
Anschließend binden sie in der löslichen Phase an das biotinylierte Antigen, wodurch ein Anti-
körper-Antigen-Komplex entsteht. Dieser Komplex wird dann durch das Enzym-Streptavidin-
Konjugat und dem dazugehörigen spezifischen Substrat detektiert.  
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2.7.3 Nachweis der anti-Ovalbumin-Antikörper mittels ELISA 

Der Solid-Phase ELISA für die Detektion von anti-Ovalbumin-Antikörpern wurde in Anleh-

nung an das veröffentlichte ELISA-Protokoll von Doymaz et al. durchgeführt [145]. 

Eine MaxiSorp-Platte wurde mit 100 µl Ovalbumin (20 µg/ml in Karbonat-Bikarbonat Puffer) 

für 16 h bei 4°C beschichtet. Am darauf folgenden Tag wurde die Platte fünf Mal mit W1 

gewaschen und die unbesetzten Bindungsstellen durch die zweistündige Inkubation der Platte 

mit 200 µl/Kavität einer 3% FCS-Lösung bei 37°C blockiert. Die Blockierungslösung wurde 

abgekippt und die Platte für 1 h bei 37°C mit 100 µl/Kavität der jeweiligen Serumverdünnung 

(1:100-Verdünnung für IgG; 1:1000-Verdünnung für IgM) inkubiert. Nach dem Ende der 

Inkubationszeit wurde die Platte fünf Mal mit W1 gewaschen und 100 µl/Kavität des HRP-

konjugierten Ziege-anti-Maus-IgG (3,5 µg/ml) bzw. -IgM (0,4 µg/ml) wurden für 1 h bei 

37°C hinzugefügt (Antikörperverdünnungen wurden in Verdünnungspuffer hergestellt). Die 

Platte wurde fünf Mal mit W1 gewaschen und es wurden 100 µl/Kavität der TMB-

Substratlösung hinzugegeben. Die Platte wurde für 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die 

Reaktion wurde anschließend mit 100 µl 0,5 M Schwefelsäure abgestoppt und die OD im 

Mikroplatten-Reader Paradigm bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen. 

Der normale Absorptionsbereich und das Kriterium für ein positives Serum wurden entspre-

chend Abschnitt 2.7.1 definiert. 

2.7.4 Solid-Phase ELISPOT 

Der murine Solid-Phase Enzym-gekoppelte Immun-Spot Test (Enzyme-Linked Immuno Spot 

assay, ELISPOT) wurde in Anlehnung an das veröffentlichte ELISPOT-Protokoll für die  

Detektion von humanen PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen durchgeführt [127]. 

Für die Detektion von allen murinen IgG- bzw. IgM-sezernierenden Zellen wurde eine  

96-Kavitäten-MaxiSorp-Platte mit 100 µl/Kavität des polyklonalen Antikörpers Ziege-anti-

Maus-IgG (2,5 μg/ml) bzw. -IgM (1,25 μg/ml) (Antikörperverdünnungen in Karbonat-

Bikarbonat Puffer) für 16 h bei 4°C beschichtet. Für die Detektion der murinen PF4/Heparin-

spezifischen B-Zellen wurde hingegen eine Covalink-Platte mit 100 µl/Kavität des Maus-PF4 

(20 µg/ml in Beschichtungspuffer) bzw. des Maus-PF4/Heparin (20 µg/ml Maus-PF4 +  

0,5 I.E./ml UFH in Beschichtungspuffer; Präinkubation: 1 h, RT) beschichtet. Am darauf  

folgenden Tag wurden die ungebundenen Antikörper durch zwei Waschschritte mit PBS  

entfernt. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden anschließend durch die Inkubation mit



Material und Methoden 

 

31 

200 µl/Kavität einer 3% BSA-Lösung für 2 h bei 37°C blockiert. Nach dem Ende der Inkuba-

tionszeit wurde die Lösung durch zwei Waschschritte mit W3 entfernt und 100 µl der zu  

analysierenden Zellsuspension wurden in die Kavitäten der Platte pipettiert. Die Zellen wur-

den dann für 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen  

entfernt in dem die Platte fünf Mal mit W3 gewaschen wurde. Anschließend wurden 50 µl des 

Antikörper-Enzym-Konjugates Ziege-anti-Maus-IgG-AP (1,6 µl/ml) bzw. -IgM-AP (2,0 

µl/ml) für 20 min bei RT hinzugeben (Verdünnung der Konjugate in PBS). Es wurde dann 

vier Mal mit W3 gewaschen, 200 µl Entwicklungspuffer in die Kavitäten pipettiert und die 

Platte 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach der Entwicklung wurde die Platte 16 h bei 

4°C im Dunkeln getrocknet. Am nächsten Tag wurde die Platte unter Verwendung des CTL 

ImmunoSpot S5 Versa Analyzer ausgelesen. Die Auswertung wurde dann mit der Immuno-

spot 5.0.3 Professional Software durchgeführt.  

2.7.5 Fluid-Phase ELISPOT 

Für die Durchführung des murinen Fluid-Phase ELISPOT wurde eine PVDF-Platte mit den 

polyklonalen Antikörpern Ziege-anti-Maus-IgG (2,5 μg/ml) bzw. -IgM (1,25 μg/ml) für 16 h 

bei 4°C beschichtet. Hierzu wurden die einzelnen Kavitäten der Platte mit 30 µl 35% EtOH 

für 30 s vorbehandelt. Das EtOH wurde dann durch zwei Waschschritte mit 200 µl/Kavität 

PBS entfernt, bevor 100 µl der Antikörperverdünnungen (Verdünnungen wurden mit Karbo-

nat-Bikarbonat Puffer hergestellt) in die entsprechenden Kavitäten pipettiert wurden. Nach 

dem Ablauf der Inkubationszeit wurden die ungebundenen Antikörper durch das Ausschütten 

der Platte entfernt. Anschließend wurden 200 µl einer 3% BSA-Lösung in die einzelnen Kavi-

täten pipettiert und die Platte 2 h bei 37°C inkubiert. Die Platte wurde fünf Mal mit W1 gewa-

schen und es wurden 100 µl der zu analysierenden Zellsuspension in die Kavitäten der Platte 

pipettiert. Die Zellsuspension wurde 15 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen durch die Zugabe von 200 µl/Kavität dH2O sowie sechs Waschschritten 

mit W1 entfernt. Daraufhin wurden für die Detektion aller IgG- bzw. IgM-sezernieren der  

B-Zellen 100 µl/Kavität der Antikörperkonjugate Ziege-anti-Maus-IgG-Biotin (0,4 µg/ml) 

bzw. -IgM-Biotin (0,3 µg/ml) für 1 h bei 37°C auf die Platte gegeben. Für die Detektion der 

murinen PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen wurden anstelle der Antikörperkonjugate 100 µl 

von Maus-PF4-Biotin:Maus-PF4 (5 µg/ml Maus-PF4; 40% Maus-PF4-Biotin) bzw. Maus- 

PF4-Biotin:Maus-PF4/Heparin (5 µg/ml Maus-PF4; 40% Maus-PF4-Biotin + 0,125 I.E./ml
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UFH in PBS; Präinkubation: 1 h, RT) verwendet. Für den Nachweis der jeweiligen B-Zellen 

wurden nach fünf Waschschritten mit W1 100 µl des Streptavidin-AP-Konjugates (1 µg/ml) 

in die Kavitäten der Platte pipettiert. Diese wurde anschließend 1 h bei 37°C inkubiert. Das 

Konjugat wurde durch mehrere Waschschritte mit W1 entfernt. Anschließend wurden 50 µl 

der Substratlösung BCIP/NBT in die Kavitäten gegeben und die Platte 5 min bei RT im  

Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 200 µl/Kavität dH2O abge-

stoppt und die Platte 16 h bei RT im Dunkeln getrocknet. Am darauffolgenden Tag wurde die 

Platte mit dem CTL ImmunoSpot S5 Versa Analyzer ausgelesen und die Auswertung mit der 

Immunospot 5.0.3 Professional Software durchgeführt.  

Neben der Antikörperbindung an freies Maus-PF4 und den Maus-PF4/Heparin-Komplexen 

wurde in einzelnen Fällen auch die Inhibierung der Antikörperbindung an den Komplex  

untersucht. Zu diesem Zweck wurde ein Überschuss an Heparin (100 I.E./ml UFH) zu den 

Maus-PF4-Biotin:Maus-PF4/Heparin-Komplexen geben, bevor diese in die Kavitäten der 

Platte überführt wurden.  

2.7.6 Automatisiertes Bildanalysesystem 

Für die automatisierte Auswertung der ELISPOT-Platten wurde das System CTL Immuno-

Spot S5 Vera Analyzer der Firma CTL Europe verwendet. Das System setzt sich aus einem 

Computer und einer Bilderfassungseinheit zusammen. Die Bilderfassungseinheit umfasst  

einen Motortisch mit Steuerung, eine Kamera sowie die Analysesoftware. Zur Bildanalyse 

wurde das Softwareprogramm ImmunoCapture geöffnet. Anschließend wurde der verwendete 

Plattentyp ausgewählt, die Messung in einem Verzeichnis vermerkt und die ELISPOT-Platte 

in die dafür vorgesehene Halterung des Motortischs eingesetzt. Im nächsten Schritt wurden 

die entsprechenden Kavitäten der Platte ausgewählt und der Modus für die Bildbelichtung 

(Pre-Alignment) sowie die Auflösung der Plattenvertiefung (Normal) eingestellt. Die Platte 

wurde dann mit der Kamera erfasst und digitalisiert. Das Ergebnis konnte in Form eines 

Übersichtsbildes, welches die einzelnen Kavitäten mit den darin enthaltenen Spots zeigte, 

gespeichert werden. 

2.7.7 Auswertung der ELISPOT-Daten 

Im ELISPOT werden die B-Zellen in Form von farbigen Punkten, so genannten Spots, darge-

stellt. Die Größe der Spots steht hierbei in Korrelation zu der Menge an sezernierten Antikör-

pern (Abbildung 2.7A). Die Kriterien anhand derer der Auswerter einen Farbpunkt als Spot

http://de.wikipedia.org/wiki/5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
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klassifiziert sind individuell. Definierte Spots besitzen jedoch einige typische Merkmale,  

anhand derer sie von unspezifischen Artefakten bzw. Verunreinigungen unterschieden werden 

können. Im Gegensatz zu artifiziellen Farbpunkten besitzen definierte Spots eine runde Form 

und ihr Rand verschmilzt mit dem Hintergrund. Es entstehen somit keine scharfen Begren-

zungen. Des Weiteren ist die Farbintensität im Zentrum eines definierten Spots am höchsten

und nimmt zum Rand hin gleichmäßig ab (Abbildung 2.7B und C).  

 
Abbildung 2.7: Aufnahmen von Spots.  

(A) Kavität einer 96-Kavitäten-MaxiSorp-Platte mit den darin enthaltenen Spots. 
(B) Spezifischer Spot. (C) Artifizieller Spot. 
 

Die Anzahl der auf einer Mikrotiterplatte befindlichen Spots/Kavität wurde mit der Software 

Immunospot 5.0.3 Professional bestimmt. Zu diesem Zweck wurde im ersten Schritt die  

Anzahl der Parameter (SingleSet) und der Objekttyp (Normal, Diffuse) ausgewählt. Anschlie-

ßend wurden die Daten der gewünschten Platte hochgeladen und die Parameter zum Zählen 

der Spots (Basic Count) sowie verschiedene Kavitäten mit repräsentativen Spots bestimmt. 

Anhand dieser Kavitäten ermittelte die Software unter Verwendung des SmartWell Algorithm 

die Systemparameter anhand derer ein Farbpunkt als ein spezifischer Spot wahrgenommen 

wird (Tabelle 5). Diese Parameter können anschließend manuell korrigiert werden. Zusätzlich 

können Bereiche, die aufgrund einer Membranbeschädigung, einer Kontamination oder  

aufgrund weiterer Artefakte schwer auszuwerten sind, aus der Berechnung entfernt werden. 

 

Tabelle 2.5. Parameter für die Spoterkennung. 

Parameter Parameterbeschreibung 
Sensitivität Farbdichte eines Spots 

Diffusionslevel Morphologie eines Spots 
Hintergrundkompensation Korrektur eines inhomogenen Hintergrunds 

Spot-Separation Trennung der Spots 
Spotgröße Größe der Spots 

A B C
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Im Anschluss an die Auswertung der ELISPOT-Platte werden die Ergebnisse durch eine Qua-

litätskontrolle verifiziert oder korrigiert. Die Daten werden hierzu in dem Programm "Quali-

tätskontrolle" hochgeladen. Anhand der unterschiedlichen Parameter für die Spotcharakteri-

sierung und die Abgrenzung des zu analysierenden Bereiches der Kavität kann die Anzahl der 

Spots für jede Kavität der Platte einzeln verändert werden. 

2.8 Magnetische Anreicherungsverfahren für B-Zellen  

2.8.1 Mouse CD19 Positive Selection Kit 

Die Anreicherung der CD19+ B-Zellpopulation erfolgte durch eine Positivselektion mit dem 

Mouse CD19 Positive Selection Kit der Firma Stemcell. Bei der Durchführung dieses Kits 

wurden die gewünschten Zellen an den monoklonalen anti-Maus-Antikörper CD19 gebunden. 

Die markierten Antikörper wurden an einen anti-CD19-PE-Antikörper gebunden, der mit  

einem anti-Dextran-Antikörper komplexiert war. Dieser bispezifische tetramerische Antikör-

perkomplex interagierte wiederum mit Dextran-beschichteten magnetischen Partikeln. Die 

magnetisch-markierten Zellen wurden durch ein magnetisches Feld von den unerwünschten 

Zellen separiert.  

2.8.2 Mouse B Cell Enrichment Kit 

Die Anreicherung aller B-Zellpopulationen erfolgte durch eine Negativselektion mit dem 

Mouse B Cell Enrichment Kit der Firma Stemcell. Bei der Durchführung dieses Kits wurden 

die unerwünschten Zellen an biotinylierte monoklonale Antikörper gebunden, die gegen die 

murinen Oberflächenantigene CD4, CD8, CD11b, CD43, CD49b, Ly6G, TER119 gerichtet 

waren. Die biotinylierten Antikörper wurden an einen anti-Biotin-Antikörper gebunden, der 

mit einem anti-Dextran-Antikörper komplexiert war. Der bispezifische tetramerische Anti-

körperkomplex interagierte mit Dextran-beschichteten magnetischen Partikeln. Die markier-

ten Zellen wurden durch ein magnetisches Feld von den gewünschten Zellen separiert.  

2.8.3 Mouse Pan-B Cell Isolation Kit 

Die Anreicherung der Pan (gesamt)-B-Zellen wurde durch eine Negativselektion mit dem 

Mouse Pan-B Cell Isolation Kit der Firma StemCell erreicht. Bei der Verwendung dieses Kits 

wurden die Pan-B-Zellen an biotinylierte monoklonale Antikörper gebunden, die gegen die 

murinen Oberflächenantigene CD4, CD8a, CD11c, CD49b, CD90.2, Ly6G/C und Ter-119 

gerichtet waren. Die Biotin-markierten Zellen wurden anschließend an Streptavidin-markierte
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magnetische Partikel gebunden. Die magnetisch-markierten Zellen wurden durch ein magne-

tisches Feld von den unerwünschten Zellen separiert. 

2.9 Fluoreszenzbasierte Messverfahren 

2.9.1 Antikörperfärbung 

Die gewünschte Zellzahl der isolierten Zellen wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und  

10 min bei 500 x g und 4°C pelletiert. Anschließend wurden die unspezifischen  

FC-Bindungsstellen der Zellen mit 100 µl des anti-Maus-CD16/32-Antikörpers (0,5 μg/ml) im 

Dunkeln für 10 min bei 4°C blockiert. Die Zellen wurden erneut 10 min bei 500 x g und 4°C 

pelletiert und in dem Färbungsansatz mit den entsprechenden Verdünnungen der Antikörper 

bzw. PBS aufgenommen. Die Ansätze wurden 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.  

Anschließend wurden die Zellen bei 500 x g und 4°C für 10 min mit PBS gewaschen und für 

die Messung in 500 µl 3% FCS-haltigem PBS resuspendiert. 

2.9.2 Durchflusszytometrie 
Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, das die Auftrennung von 

Zellen nach definierten Kriterien ermöglicht.  

Die Zellen werden auf ihrer Oberfläche mit fluoreszierenden Antikörpern markiert (2.9.1). 

Anschließend werden sie durch eine Kapillare angesaugt und durch eine hydrodynamische 

Fokussierung zentriert. Wenn die einzelnen Zellen dann auf den Laserstrahl treffen, entsteht 

Fluoreszenz- und Streulicht, anhand dessen die Zellen unterteilt werden können. Das Streu-

licht ist in das Vorwärtsstreulicht (FSC), welches an der Zelloberfläche abgelenkt wird und 

das Seitwärtsstreulicht (SSC), welches durch die Beugung an Vesikeln, dem Zellkern oder 

inneren Zellmembranen wie z.B. Endoplasmatisches Retikulum entsteht, unterteilt. Des  

Weiteren können die Zellen nach ihrer Zellstruktur, den intrazellulären Bestandteilen, dem 

DNA-Gehalt und vielen weiteren Zellcharakteristika voneinander unterschieden werden.

2.9.2.1 Aufbau des BD LSR II Durchflusszytometers  
Das BD LSR II Durchflusszytometer ist aus den folgenden Elementen zusammengesetzt: 

• Flüssigkeitsbasiertes Transportsystem (Durchflusszelle): Die Zellen werden in einem 

Flüssigkeitsstrom mit konstanter Strömungsgeschwindigkeit am Laser vorbei durch die 

Durchflusszelle transportiert.  
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• Optische Einheit (Tabelle 2.6): 

Lichtquelle:  

Die Lichtquelle setzt sich aus mehreren Lasern zusammen:  

• Blauer 488-nm Laser (Blue Octagon) 

• Roter 633-nm Laser (Red Triagon) 

• Violetter 405-nm Laser (Violet Triagon) 

• UV 355-nm Laser (UV Trigon) 

Die Laser regen nur Fluorochrome an, die in dem entsprechenden Wellenlängenbereich  

eine gute Absorption zeigen.  

• Linse: Bündelung des Fluoreszenz- und Streulichts. 

Dichroitische Spiegel: Die Spiegel lassen Licht über Langpass- bzw. unter Kurzpass-Emis-

sionsfiltern einer bestimmten Wellenlänge durch und reflektieren die restlichen Strahlen. Das 

Licht wird somit in Abhängigkeit von der Wellenlänge auf unterschiedliche Detektoren  

verteilt. 

Bandpass-Filter: Die Filter sind vor den einzelnen Detektoren installiert um das Spektrum der 

Wellenlänge, das auf den Detektor fällt, weiter einzugrenzen. Die Bezeichnung 780/60 nm 

bedeutet, dass im Bereich von 750 bis 810 nm das Licht passieren kann.  

Tabelle 2.6. Zuordnung der einzelnen Filter und Fluorochrome zu den Lasern des LSR II. 
Laser 
(nm) 

Detektor Dichroitischer Langpass-
Spiegel 

Bandpass-Filter 
(nm) 

Fluorochrome 

488 A 755 780/60 PE/Cy7 
 B 685 695/40 PerCP/Cy5-5 7AAD 
 E 550 575/26 PE 
 F 505 530/30 FITC, AF488 
 G blank 488/10 SSC 

633 A 755 780/60 APC/Cy7 
 C - 660/20 APC 

405 B 595 605/12 BV 605 
 F blank 450/50 PB 

Es sind die Laser, Detektoren und Filter für die in der vorliegenden Arbeit relevanten Fluorochrome angegeben.  
 
• Detektor: Photomultiplier, die das emittierte Licht in ein Spannungssignal umwandeln. 

Streulichtdetektor: Umwandlung des gestreuten Lichts.  

Fluoreszenzdetektor: Umwandlung des von den Fluorochromen emittierten Lichts. 

• Elektronische Einheit: 

Computer: Die von den Detektoren gemessenen Signale werden digital umgewandelt und 

durch Computerprogramme ausgewertet. 
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2.9.2.2 Spektrale Kompensation 

Die Mehrfarben-Durchflusszytometrie erlaubt die gleichzeitige Analyse von unterschiedli-

chen Parametern einer Zelle. Die optische Einheit des Durchflusszytometers kann nicht alle 

Überlappungen der Emissionsspektren der einzelnen Fluorochrome verhindern, was zu  

unspezifischen Hintergrundsignalen und Artefakten führt. Um diese zu vermeiden ist eine 

elektronische Subtraktion, die sogenannte spektrale Kompensation, erforderlich. Hierbei wird 

von jedem einzelnen Signal, das auf einen Detektor fällt, durch eine spezielle Software ein 

bestimmter Prozentsatz abgezogen, der sich aus den Signalen, die auf die weiteren Detektoren 

fallen, zusammensetzt. Für die Durchführung der Kompensation der Signale wurde das AbC 

Anti-Mouse Bead Kit der Firma Life Technologies verwendet. 

2.9.2.3 Messvorgang am LSR II  

Die fluoreszenzaktivierte Analyse der Antikörper-markierten Zellen erfolgt mit der FACS-

Diva Software Version 6.2 der Firma BD an dem LSR II. Die Software wurde dazu verwen-

det ein Messblatt zu erstellen, in dem die für die Messung notwendigen Parameter wie  

beispielsweise die Photomultiplier-Spannung, die Anzahl der Fluorochrome und die Para-

meter Fläche, Höhe und Weite des FSC sowie SSC festgelegt wurden. Unter der Verwen-

dung von unbehandelten Zellen und Antikörper-markierter Beads (2.9.2.2) wurden dann die 

Werte für die spektrale Kompensation kalkuliert und auf das Messblatt übertragen. Im  

Anschluss wurden die Fluoreszenz-Signale der zu analysierenden Zellen gemessen und in 

einem zweidimensionalen Dot-plot-Diagramm ("Punkt-Diagramm") dargestellt. Die Daten 

wurden gespeichert und standen für weitere Auswertungen zur Verfügung.  

2.9.2.4 Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen  

Die Auswertung der fluoreszenzaktivierten Messung erfolgte mit der Analysesoftware Flow-

Jo Version 10.0.5., wobei die Zellen nach einem bestimmten Schema untersucht wurden 

(Abbildung 13). Die Bereiche der X- und Y-Skala, welche die entsprechenden Zellen  

eingrenzten, wurden individuell anhand der Autofluoreszenz von unbehandelten Zellen  

definiert.  

 



Material und Methoden 

 

38 

0K 250K150K50K
SSC-W

Einzelzellen

B

A

1. B-Zellen 2. B-Zellsubpopulation

105

104

103

C
D

3ε
-P

er
C

P/
C

y5
.5

Ly
6G

/C
-P

er
C

P/
C

y5
.5

7-
AA

D

B220-PB

CD
23

-P
E

CD21-FITC

0

105

104

103

10
3

10
4

10
5

0

0

C
D

3ε
-P

er
C

P/
C

y5
.5

Ly
6G

/C
-P

er
C

P/
C

y5
.5

7-
AA

D

1. B-Zellen

105

104

103

B220-PB

0

2. B-Zellsubpopulation

CD
23

-P
E

CD21-FITC

105

104

103

0

3. B1-Zellsubpopulation

CD
5-
A
F6

47

CD11b-BV605

105

104

103

0

1. Lymphozyten 2a. Einzelzellen

FSC-W

2b. Einzelzellen

10
3

10
4

10
5

0

B-Zellen
44,9%

Fo
68,0%

Mz
4,99%

B1
9,69%

Einzelzellen

0K 250K150K50K

250K

200K

150K

100K

50K

0K

SS
C

-A

Einzelzellen

250K

200K

150K

100K

50K

0K

FS
C

-A

Lymphozyten

250K

200K

150K

100K

50K

0K

SS
C

-A

FSC-A
0K 250K150K50K

0K 250K150K50K
SSC-W

1. Lymphozyten 2a. Einzelzellen

FSC-W

2b. Einzelzellen

0K 250K150K50K

250K

200K

150K

100K

50K

0K

SS
C

-A
250K

200K

150K

100K

50K

0K

FS
C

-A

Lymphozyten

250K

200K

150K

100K

50K

0K

SS
C

-A

FSC-A
0K 250K150K50K

Einzelzellen Einzelzellen

B-Zellen
69,7%

10
3

10
4

10
5

0

Fo
34,2%

B1
52,0%

B1a
31,3%

B1b
29,0%

10
3

10
4

10
5

0 10
3

10
4

10
5

0

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abbildung 2.8: Individuelle Gating-Strategie für murine Zellen unterschiedlicher Kompartimente. 

(A) Gating-Strategie für Splenozyten und Knochenmarkszellen. (1.) Die Zellen wurden 
hinsichtlich ihrer Größe und Granularität mit den Parametern SSC und FSC eingegrenzt. (2a. 
und 2b.) Die Doubletten wurden ausgegrenzt. (3.) Der prozentuale Anteil der vitalen 
B220+CD3ε-Ly6G/C- B-Zellen wurde in Form eines repräsentativen Dot-Plots angegeben. (4.) 
Die B-Zellen wurden mit den Markern CD21-FITC und CD23-PE in die Subpopulationen Fo-B-
Zellen (Fo), Mz-B-Zellen (Mz) und B1-Zellen unterteilt.  
(B) Gating-Strategie für peritoneale Zellen. Wie bereits in (A) beschrieben, wurden die Zellen 
eingegrenzt (1.), die Doubletten entfernt (2.) und die vitalen B220+CD3ε-Ly6G/C- B-Zellen 
markiert (3.). Die B-Zellen wurden mit den Markern CD23-PE und CD21-FITC in die 
Subpopulationen B1- und Fo-B-Zellen unterteilt (4.). Die B1-Zellen wurden in die 
CD5+CD11b+ B1a-Zellen und die CD5-CD11b+ B1b-Zellen gespalten. 
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2.9.3 Bindungsanalyse der Maus-PF4/Heparin-Komplexe mittels Durch- 

            flusszytometrie  

Für die Analyse der spezifischen Bindung der Maus-PF4/Heparin-Komplexe an die Zellober-

fläche von murinen B-Zellen wurden die zu analysierenden Zellen neben Fluorochrom-

konjugierten Antikörpern zusätzlich mit den Maus-PF4/Heparin-Komplexen bzw. nicht-

komplexiertem Maus-PF4 markiert.  

Zu diesem Zweck wurden 1x106 Zellen der zu analysierenden Zellsuspension in ein Reakti-

onsgefäß überführt. Die Zellen wurden bei 500 x g und 4°C für 10 min pelletiert. Im An-

schluss wurden die unspezifischen FC-Bindungsstellen der Zellen mit 100 µl des Blockpuffers 

für 10 min bei 4°C im Dunkeln blockiert. Die Zellen wurden erneut 10 min bei 500 x g und 

4°C pelletiert und dann 10 min bei 4°C in 100 µl FCS inkubiert. Nach dem Ende der Inkuba-

tionszeit wurden 100 µl des Maus-PF4-Biotin:Maus-PF4 (5 µg/ml Maus-PF4; 40% Maus-

PF4-Biotin) bzw. Maus-PF4-Biotin:Maus-PF4/Heparin (5 µg/ml Maus-PF4; 40% muPF4-

Biotin + 0,125 I.E./ml UFH in PBS; Präinkubation: 1 h, RT) hinzugegeben und der Ansatz für 

1 h bei 4°C inkubiert. Die ungebundenen Substanzen wurden nach einer Zentrifugationszeit 

von 10 min bei 500 x g und 4°C entfernt. Danach wurden die Zellen in dem Färbungsansatz 

mit den entsprechenden Konzentrationen der Antikörper sowie Streptavidin-PE aufgenommen 

und 30 min bei 4°C im Dunkeln gefärbt. Im letzten Schritt wurden die Zellen 10 min bei 500 

x g und 4°C mit PBS gewaschen und für die durchflusszytometrische Messung in 500 µl PBS 

resuspendiert.  

Anhand der fluoreszenzaktivierten Messung wurden die Zellen in Bezug auf die spezifische 

Maus-PF4/Heparin-Bindung als "positiv" bzw. "negativ" klassifiziert. Hierbei wurden die 

Bereiche der X- und Y-Skala, welche die entsprechenden Zellen eingrenzen, individuell 

anhand der Autofluoreszenz der unbehandelten Zellen, des Streptavidin-PE und der Maus-

PF4-Bindung an die Zellen definiert.  

2.10 Statistik  

Für die Berechnung des statistisch signifikanten Unterschiedes zwischen zwei unabhängigen 

Stichproben wurde der zweiseitige t-Test verwendet. Mit diesem Test wurde überprüft, ob 

sich die statistischen Mittelwerte von zwei Stichproben mit einer hohen Wahrscheinlichkeit in 

der Grundgesamtheit unterscheiden oder ob die Werte nur zufällig voneinander abweichen. 

Bei dem Vergleich von mehr als zwei unabhängigen Stichproben wurde die einfaktorielle  

Varianzanalyse (One-Way ANOVA; Analysis of Variance) verwendet. Der bei der Varianz-
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analyse durchgeführte F-Test ist ein globaler Test, der anhand des Vergleichs der Varianz 

zweier Stichproben und der Streuung innerhalb einer Stichprobe angibt, ob ein statistisch  

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen vorliegt. Um zu ermitteln  

zwischen welchen Stichproben sich dieser Unterschied befindet, wurde anschließend die Ver-

gleichstechnik Bonferroni-Methode durchgeführt. Unterschiede mit einem Signifikanzniveau 

p<0,05 wurden als signifikant betrachtet. Die statistischen Berechnungen wurden mit Graph-

PadPrism 5.04 durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Optimierung des Nachweisverfahrens für anti-PF4/Heparin- 

       Antikörper 

3.1.1 Der Fluid-Phase ELISA ermöglicht die spezifische Detektion von  

          Antikörpern gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe 

Die Kinetik der anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion in Maus-PF4/Heparin-behandelten 

Mäusen (n=5) wurde zunächst mittels des traditionellen Solid-Phase ELISA, der in der Routi-

nediagnostik (Abteilung Transfusionsmedizin, Universitätsmedizin Greifswald) zur Detektion 

von humanen anti-PF4/Heparin-Antikörpern durchgeführt wird, analysiert. In diesem Verfah-

ren werden die Antigene PF4/Heparin-Komplexe bzw. nicht-komplexiertes PF4 auf der Platte 

immobilisiert. Unter der Berücksichtigung des Grenzwertes von OD 0,5 für IgG und 0,10 für 

IgM konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung der Mäuse zu einer frühzeitigen und 

transienten Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern der Klassen IgG und IgM führt 

(Abbildung 3.1A und B). Die Serumantikörper haben jedoch auch in der Abwesenheit von 

Heparin an Maus-PF4 gebunden. Der Unterschied zwischen den beiden Antigenen Maus-

PF4/Heparin und nicht-komplexiertes Maus-PF4 war nicht signifikant.  

Die Bindung der IgG-Antikörper an Maus-PF4/Heparin konnte durch die Zugabe von  

100 I.E./ml Heparin signifikant reduziert werden (p<0,001; Abbildung 3.1A). Die Bindung 

der IgM-Antikörper an Maus-PF4/Heparin wurde hingegen nur teilweise durch Heparin  

inhibiert (p<0,05; Abbildung 3.1B).  

Für eine spezifischere Analyse der Antikörperbindung an Maus-PF4 und Maus-PF4/Heparin 

wurde der Fluid-Phase ELISA etabliert. Bei diesem Verfahren binden die Antikörper im  

Gegensatz zum Solid-Phase ELISA an die lösliche, nicht-immobilisierte Form des Komple-

xes. Eine Titrationsreihe von unterschiedlichen Seren von Maus-PF4/Heparin-behandelten 

Mäusen ergab, dass eine Serumverdünnung von 1:400 für anti-PF4/Heparin-IgG-Antikörper 

und 1:2000 für anti-PF4/Heparin-IgM-Antikörper zu einem optimalen Signal-Rausch-

Verhältnis führte (Abbildung 8.1). Wie bereits für den Solid-Phase ELISA beschrieben, ergab 

auch die Analyse der Seren mittels des Fluid-Phase Verfahrens, dass die systemische Immu-

nisierung von C57BL/6-Mäusen mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen eine schnelle und tran-

siente Produktion von anti-PF4/Heparin-IgG- und -IgM-Antikörpern zur Folge hat (Abbil-

dung 3.1C und D). Nach dem maximalen Anstieg des Antikörpertiters am Tag 8 für
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anti-PF4/Heparin-IgM (Abbildung 3.1D) und am Tag 11 für anti-PF4/Heparin-IgG (Abbil-

dung 3.1C) wurde eine kontinuierliche Abnahme des Titers verzeichnet. Als Grenzwert wurde 

OD 0,11 für anti-PF4/Heparin-IgG- und -IgM-Antikörper festgelegt. Im Gegensatz zu dem 

Solid-Phase Assay wurde der Grenzwert bei der Verwendung von Maus-PF4 als Antigen nur 

an den Tagen 8 und 11 überschritten (Abbildung 3.1C und D). Die Unterschiede zwischen der 

Antikörperbindung an Maus-PF4/Heparin und an nicht-komplexiertes Maus-PF4 bzw. an die 

Maus-PF4/Heparin-Komplexe in der Gegenwart von Heparin im Überschuss waren zu allen 

untersuchten Zeitpunkten von Tag 6 bis Tag 15 signifikant (p-Wert im Bereich von p<0,001-

p<0,01). 
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Abbildung 3.1: Optimierung der Detektion von spezifischen murinen anti-PF4/Heparin-Antikörpern 
                             durch den Fluid-Phase ELISA. 

(A, B) Detektion von murinen Serumantikörpern mittels Solid-Phase ELISA. Mäuse 
wurden mit Maus-PF4/Heparin immunisiert und das Serum wurde zu unterschiedlichen Zeit-
punkten gewonnen (Tag 1=erster Tag der Injektion). Die Bindung der IgG (A)- und IgM (B)-
Antikörper der jeweiligen Seren gegenüber Maus-PF4 (Kreis; M-PF4) und Maus-PF4/Heparin 
(Quadrat; M-PF4/UFH) wurde mittels Solid-Phase ELISA getestet. Die Inhibierung der Anti-
körperbindung an die Maus-PF4/Heparin-Komplexe wurde durch die Zugabe eines Über-
schusses an Heparin (100 I.E./ml UFH, Dreieck; M-PF4/UFH+UFH) überprüft. Die Daten 
sind als Mittelwert der OD±SD von fünf individuellen Mäusen angegeben. ((A) *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001, ns); (B) alle berechneten p-Werte sind ns)  
(C, D) Detektion von murinen Serumantikörpern mittels Fluid-Phase ELISA. Die Mäuse 
wurden, wie im oberen Abschnitt beschrieben, mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen immuni-
siert. Anschließend wurde die Bindung der IgG (C)- und IgM (D)-Serumantikörper an Maus-
PF4 (Kreis; M-PF4) und Maus-PF4/Heparin (Quadrat; M-PF4/UFH) im Fluid-Phase ELISA 
gemessen. Die Hemmung der Antikörperbindung an die Maus-PF4/Heparin-Komplexe wurde 
durch den Einsatz von 100 I.E./ml Heparin (Dreieck; M-PF4/UFH+UFH) untersucht. Die  
Daten sind als Mittelwert der OD±SD von fünf individuellen Mäusen angegeben. (**p<0,01, 
***p<0,001, ns)  
Die gestrichelte Linie stellt die obere Grenze des normalen Absorptionsbereiches dar (Mittel-
wert von Negativseren±3 SD).  
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3.1.2 Das murine Immunisierungsmodell sowie die produzierten Serum- 

         antikörper sind spezifisch für Maus-PF4/Heparin-Komplexe 

Es wurde jeweils drei Mäusen PBS, Maus-PF4/Heparin oder das Antigen Ovalbumin retro-

bulbär injiziert, um die Spezifität des verwendeten Immunisierungsmodells sowie der isolier-

ten Serumantikörper zu bestätigen. Bei einer Serumverdünnung von 1:400 für IgG und 1:2000 

für IgM konnte gezeigt werden, dass nur die Seren der Maus-PF4/Heparin-behandelten Mäuse 

IgG- und IgM-Antikörper enthielten, die an den Maus-PF4/Heparin-Komplex banden (Abbil-

dung 3.2A und B). Die Seren von Mäusen, denen PBS bzw. Ovalbumin injiziert wurde, waren 

im Fluid-Phase ELISA negativ. Im Gegensatz dazu reagierten Seren von Ovalbumin-

behandelten Mäusen bei einer Serumverdünnung von 1:400 für IgG und 1:2000 für IgM  

spezifisch mit Ovalbumin, während bei der Verwendung von Seren von PBS bzw. Maus-

PF4/Heparin-immunisierten Mäusen keine Antikörperbindung an Ovalbumin detektiert  

werden konnte (Abbildung 3.2C und D). 

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl das verwendete murine Immunisierungsmodell als auch 

die gewonnenen Serumantikörper spezifisch für Maus-PF4/Heparin-Komplexe sind. 
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Abbildung 3.2: Die Immunisierung mit Ovalbumin und PBS führt nicht zu der Produktion von  

 anti-PF4/Heparin-Antikörpern. 
Mäuse wurden mit Ovalbumin (Kreis), Maus-PF4/Heparin (Quadrat; M-PF4/UFH) oder PBS 
(Dreieck) immunisiert und anschließend wurde der Serumanteil des Bluts isoliert.  
(A, B) Die Antikörperbindung von IgG (A)- und IgM (B)-Serumantikörpern an Maus-
PF4/Heparin wurde im Fluid-Phase ELISA analysiert.  
(C, D) Die Bindung von IgG (C)- und IgM (D)-Serumantikörpern an Ovalbumin wurde  
mittels anti-Ovalbumin ELISA analysiert. Die Daten sind als Mittelwert der OD±SD von drei 
Mäusen pro Versuchsgruppe angegeben. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ns)  
Die gestrichelte Linie stellt die obere Grenze des normalen Absorptionsbereiches dar.  

3.1.3 Die Herkunft des Maus-PF4 beeinflusst die PF4/Heparin-induzierte 

        Immunantwort 
Im Verlauf dieser Arbeit traten bei der Firma Chromatec Probleme bezüglich der Qualität des 

rekombinanten Maus-PF4 auf, die sich in dem Ausfall von unlöslichem Protein wiederspie-

gelten (Abbildung 2.1). Aufgrund dessen wurde, wenn nicht anders beschrieben, für die  

weitere Datenerfassung rekombinantes Maus-PF4 der Firma PeproTech verwendet. In Korre-

lation zu dem Maus-PF4 der Firma Chromatec, wurde ebenfalls unter der Verwendung des 

Maus-PF4 der Firma PeproTech eine schnelle Immunantwort sowie eine rasche Abnahme des 

Antikörpertiters nach Erreichen des Maximums verzeichnet. Der Vergleich der ELISA-Daten 
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zeigte, dass die Immunantwort im Falle des Maus-PF4 der Firma PeproTech schwächer  

ausgeprägt war (Abbildung 3.3A und B). So waren die OD-Werte niedriger und das Maxi-

mum des Antikörpertiters der anti-PF4/Heparin-IgG-Antikörper wurde bereits am Tag 6 statt 

erst am Tag 11 gemessen. Unabhängig von der Kinetik der Antikörperproduktion konnte  

gezeigt werden, dass die Antikörper spezifisch gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe gerichtet 

waren. Aufgrund der signifikanten Unterschiede zwischen den Antigenen Maus-PF4/Heparin 

und Maus-PF4 ohne Heparin an den Tagen 6 und 8 wurde wie im Falle des Maus-PF4 der 

Firma Chromatec eine Kreuzreaktivität der Antikörper mit nicht-komplexiertem Maus-PF4 

ausgeschlossen. Des Weiteren führte die Vorbehandlung des Maus-PF4/Heparin-Komplexes 

mit 100 I.E/ml Heparin zu der vollständigen Inhibierung der Antikörper-Antigen-

Komplexbildung. 

Die Messungen ergaben, dass unterschiedliche Maus-PF4-Präparate die Ausprägung der  

Immunantwort gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe beeinflussen. Die charakteristischen 

Merkmale wie die Transienz der Antikörperproduktion bleiben jedoch erhalten.  

 
Abbildung 3.3: Maus-PF4 der Firma PeproTech induziert eine geringe anti-PF4/Heparin-Antikörper- 
                            produktion. 

C57BL/6-Mäuse wurden mit den Maus-PF4/Heparin-Komplexen der Firma PeproTech immu-
nisiert. Anschließend wurde an unterschiedlichen Tagen Serum gewonnen. Das Serum  
(Serumverdünnung: 1:400 für IgG und 1:2000 für IgM) wurde im Fluid-Phase ELISA hin-
sichtlich der Bindung von IgG (A)- und IgM (B)-Antikörpern an Maus-PF4 (Kreis; M-PF4) 
und Maus-PF4/Heparin (Quadrat; M-PF4/UFH) analysiert. Die Hemmung der Antikörperbin-
dung wurde durch den Zusatz eines Überschusses an Heparin (100 I.E./ml UFH; Dreieck;  
M-PF4/UFH+UFH) getestet. Die Daten sind als Mittelwert der OD±SD von fünf Mäusen  
angegeben. (**p<0,01, ***p<0,001, ns) 
Die gestrichelte Linie stellt die obere Grenze des normalen Absorptionsbereiches dar.  
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3.1.4 Die Bindungsspezifität von anti-PF4/Heparin-Antikörpern ist Spezies- 

         spezifisch 

Seren von Maus-PF4/Heparin-behandelten Mäusen sowie von HIT-Patienten der Universi-

tätsmedizin Greifswald wurden in einer Verdünnung von 1:100 im Fluid-Phase ELISA einge-

setzt, um die Kreuzreaktivität von IgG-Antikörpern zu untersuchen. Seren (n=10), die von 

Mäusen vor Beginn der Immunisierung (n=5; Tag 0) und zum Zeitpunkt der maximalen Anti-

körperantwort am Tag 6 (n=5; Tag 6) gewonnen wurden, reagierten nicht mit Human-

PF4/Heparin-Komplexen (Abbildung 3.4A). Im Gegensatz dazu reagierten Seren von Patien-

ten (n=5), die zuvor mittels eines internen PF4/Heparin-EIA und dem HIPA positiv auf anti-

PF4/Heparin-Antikörper getestet wurden, mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen. Im Vergleich 

zu den Human-PF4/Heparin-Komplexen waren die OD-Werte niedriger (Abbildung 3.4B). 

Humane Seren, die negativ auf anti-PF4/Heparin-Antikörper getestet wurden, wiesen keine 

Bindung auf. 

Die Ergebnisse zeigen, dass murine anti-PF4/Heparin-Serumantikörper gegen Spezies-

spezifische Epitope gerichtet sind, während in humanen Seren anti-PF4/Heparin-Antikörper 

enthalten sind, die auch mit Spezies-unabhängigen Epitopen im PF4/Heparin-Komplex  

reagieren. 
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Abbildung 3.4: Die Kreuzreaktivität von anti-PF4/Heparin-Antikörpern ist speziesabhängig. 
(A) Analyse der Kreuzreaktivität von murinen anti-PF4/Heparin-Antikörpern mit den Human-
PF4/Heparin-Komplexen. Die Bindung von IgG-Antikörpern aus Seren von Maus-PF4/Heparin-
immunisierten Mäusen (n=5; Tag 0 und 6) an Human-PF4/Heparin (H-PF4/UFH) und Maus-
PF4/Heparin (M-PF4/UFH) wurde mittels Fluid-Phase ELISA untersucht. 
(B) Analyse der Kreuzreaktivität von humanen anti-PF4/Heparin-Antikörpern mit Maus-
PF4/Heparin-Komplexen. Die Bindung von IgG-Antikörpern aus Seren von Patienten (n=5; EIA-

/HIPA- und EIA+/HIPA+) an Human-PF4/Heparin (H-PF4/UFH) und Maus-PF4/Heparin  
(M-PF4/UFH) wurde mittels Fluid-Phase ELISA analysiert. (***p<0,001, ns) 
Die gestrichelte Linie stellt die obere Grenze des normalen Absorptionsbereiches dar.  

3.1.5 Klinisch relevante HIT-pathogene Antikörper kreuzreagieren mit 

          Maus-PF4/Heparin-Komplexen 

In früheren Studien wurde postuliert, dass pathogene und nicht-pathogene humane anti-

PF4/Heparin-Antikörper sich hinsichtlich der Epitop-Spezifität unterscheiden [146].  

Verschiedene humane Seren von Patienten wurden hinsichtlich der Kreuzreaktivität der IgG-

Serumantikörper gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe getestet, um zu überprüfen, ob die 

Epitop-Spezifität speziesübergreifend auftritt. Die verwendeten humanen Seren, wurden nach 

den Standardlaborverfahren EIA und HIPA als EIA+/HIPA+ (n=5), EIA+/HIPA- (n=5) oder
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EIA-/HIPA- (n=5) eingestuft und in einer Verdünnung von 1:100 im Fluid-Phase ELISA  

eingesetzt. Die in den EIA+/HIPA+-Seren enthaltenen Antikörper haben mit den Maus- und  

Human-PF4/Heparin-Komplexen, aber nicht mit dem jeweiligen nicht-komplexiertem PF4 

oder den PF4/Heparin-Komplexen in der Gegenwart von Heparin im Überschuss reagiert 

(Abbildung 3.5A; vgl. 3.1.4). Die in den EIA+/HIPA--Seren enthaltenden Antikörper banden 

hingegen lediglich an die Human-PF4/Heparin-Komplexe (Abbildung 3.5B) und die Antikör-

per in den EIA-/HIPA--Seren (n=5) reagierten mit keinem der verwendeten Antigene (Abbil-

dung 3.5C). 

Die Analyse lässt vermuten, dass ein geringer Anteil der im Plättchen-aktivierenden 

EIA+/HIPA+-Serum enthaltenden HIT-pathogenen Antikörper gegen speziesunabhängige 

Epitope im PF4/Heparin-Komplex gerichtet ist. Nicht-pathogene Antikörper reagieren hinge-

gen nicht mit speziesfremden PF4/Heparin-Komplexen. 
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Abbildung 3.5: Anti-PF4/Heparin-Antikörper von HIT-Patienten und gesunden Spendern unterscheiden 
sich hinsichtlich der Kreuzreaktivität mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen. 
Die Bindung von humanen IgG-Serumantikörpern unterschiedlicher Patientengruppen an das 
Human-PF4 (H-PF4), Human-PF4/Heparin (H-PF4/UFH), Maus-PF4 (M-PF4) und Maus-
PF4/Heparin (M-PF4/UFH) wurde mittels Fluid-Phase ELISA ermittelt. Die humanen Seren 
wurden in drei unterschiedliche Kategorien unterteilt: EIA+/HIPA+ (A; n=5), EIA+/HIPA-  
(B; n=5) und EIA-/HIPA- (C; n=5). Alle Seren wurden in Bezug auf die Inhibierung der Anti-
körperbindung an die Komplexe durch die Zugabe von 100 I.E./ml Heparin (PF4/UFH+UFH) 
getestet. Es sind die einzelnen Messdaten sowie der Median angegeben. Die gestrichelte Linie 
stellt die obere Grenze des normalen Absorptionsbereiches dar.  
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3.2 Identifizierung der Überlebensnische von Maus-PF4/Heparin- 

      spezifischen B-Zellen 

3.2.1 Nachweis der Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen zu einem 

           frühen Zeitpunkt der Immunantwort in der Milz 

Eine essentielle Voraussetzung für die Produktion der anti-PF4/Heparin-Antikörper ist, dass 

Antigen-spezifische B-Zellen verfügbar sind. Die Milz, das Knochenmark und die Peritoneal-

höhle der Maus wurden aufgrund ihrer zentralen Rolle in der frühen humoralen Immunant-

wort auf die Präsenz der PF4/Heparin-spezifischen B-Zellpopulation(en) untersucht. Die  

Analyse der unterschiedlichen Zellpopulationen wurde mit dem Solid-Phase ELISPOT 

durchgeführt. In Analogie zu der Kinetik der Antikörperproduktion wurden die murinen  

Zellen der unterschiedlichen Kompartimente an den Tagen 0, 6, 8, 11, 15 und 29 (vgl. 3.1.1) 

aus den nicht-immunisierten beziehungsweise Maus-PF4/Heparin-immunisierten Tieren  

isoliert und für den ELISPOT verwendet (Abbildung 8.2). Mit Ausnahme der Milzsuspension 

wurden die Zellsuspensionen vor dem Einsatz im ELISPOT vorbehandelt. Die Suspension des  

Knochenmarks wurde in dem Mouse CD19 Positive Selection Kit der Firma Stemcell einge-

setzt, um die CD19+ B-Zellen anzureichern. Dieser Schritt war notwendig, da der Anteil an 

IgG-/IgM-sezernierenden Zellen in der ursprünglichen Gesamtsuspension des Knochenmarks 

sehr gering war (Abbildung 8.3A). Die Verwendung einer beliebig hohen Zelldichte/Kavität 

war im ELISPOT nicht möglich, da dies zu einer Verringerung des Signals führte. Im Falle 

der peritonealen Zellen führte der Einsatz der Gesamtsuspension zu einem starken Hinter-

grundsignal. Die Suspensionszellen wurden angereichert und die adhärenten Zellen verwor-

fen, um das unerwünschte Signal zu reduzieren (Abbildung 8.3). Trotz dieser Vorkehrungen 

konnten die Spots in den Kavitäten der ELISPOT-Platte nicht deutlich voneinander abge-

grenzt werden. Weiterhin waren die Spots in den Kavitäten für die Detektion von murinen 

PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen, nur sehr schwach ausgeprägt. Die Verwendung von  

Agarose zur Fixierung der Maus-PF4/Heparin-Komplexe beeinflusste die Auflösung der 

Spots ebenfalls negativ.  

Diese Schwierigkeiten wurden durch den Transfer des Fluid-Phase Prinzips auf das  

ELISPOT-Verfahren vermieden. Der Anteil von 10% Maus-PF4-Biotin, wie er für die  

Bildung der Maus-PF4/Heparin-Komplexe im ELISA eingesetzt wurde, erzeugte nur sehr 

schwache Spots auf der Membran. Die Titration unterschiedlicher Verhältnisse zwischen dem 

biotinylierten und nicht-biotinylierten Maus-PF4 im Komplex ergab, dass ein Anteil von 40%
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Maus-PF4-Biotin erforderlich war, um deutlich sichtbare Spots zu detektieren (Abbildung 

3.6A). Unter dieser Voraussetzung konnte gezeigt werden, dass bereits in nicht-immunisierten 

Kontrollmäusen (Tag 0) Maus-PF4/Heparin-spezifische IgM-sezernierende B-Zellen mit einer 

Zelldichte von 5-10x105 Zellen/Kavität vorhanden waren. B-Zellen, die anti-PF4/Heparin-

Antikörper der Klasse IgG sezernieren, konnten nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz 

dazu konnten bei den Maus-PF4/Heparin-immunisierten Mäusen PF4/Heparin-spezifische 

IgM- sowie IgG-sezernierende B-Zellen bereits bei einer Zelldichte von 1,25x105  

Zellen/Kavität in Form von definierten Spots sichtbar gemacht werden. Die Untersuchung 

von drei Maus-PF4/Heparin-immunisierten Mäusen (Tag 4) führte zu durchschnittlichen  

Prozentsätzen von 25% und 7% für PF4/Heparin-spezifische IgG- bzw. IgM- sezernierende 

B-Zellen (Abbildung 3.7A und B). In Übereinstimmung mit den ELISA-Daten (Abbildung 

3.3A und B) konnten nur wenige Zellen detektiert werden, die spezifische Antikörper gegen 

freies Maus-PF4 oder Maus-PF4/Heparin-Komplexe in der Gegenwart einer erhöhten Hepa-

rinkonzentration sezernierten. Der Unterschied zwischen Maus-PF4/Heparin-spezifischen  

B-Zellen und B-Zellen spezifisch für nicht-komplexiertes Maus-PF4 oder Maus-PF4/Heparin 

in der Gegenwart von 100 I.E/ml Heparin war für IgG (p<0,001) und IgM (p<0,01) signifi-

kant. Die Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen konnten neben dem Tag 4 auch an den 

Tagen 5 und 6 in der Milz nachgewiesen werden, wobei die Spots kleiner wurden und am Tag 

6 mit dem Hintergrundsignal verschmolzen (Abbildung 8.4). An den Tagen 8 und 11 konnten 

nur sehr wenige kleine Spots detektiert werden. Des Weiteren konnten die Maus-

PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen nach der systemischen Immunisierung weder im Kno-

chenmark noch in der Peritonealhöhle nachgewiesen werden (Abbildung 3.7C und D). 

Die Untersuchungen ergaben, dass die systemische Immunisierung von Mäusen mit Maus-

PF4/Heparin B-Zellen zur anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion anregt, die zum Zeitpunkt 

der Sekretion in der Milz lokalisiert sind und eine Lebensdauer von wenigen Tagen haben.  
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Abbildung 3.6: Die murinen PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen können detektiert und in der Milz 
                             lokalisiert werden. 

(A) Ermittlung des optimalen Verhältnisses zwischen dem biotinylierten und nicht-
biotinylierten Anteil an Maus-PF4 für die Maus-PF4/Heparin (M-PF4/UFH)-Komplexbildung 
im Fluid-Phase ELISPOT. Für den Nachweis von Maus-PF4/Heparin-IgG (obere Reihe)- 
bzw. -IgM (untere Reihe)-sezernierenden B-Zellen (2,5x105 Zellen/Kavität) in der Milz einer 
Maus-PF4/Heparin-immunisierten Maus (Tag 4) wurden unterschiedliche Verhältnisse vom 
biotinylierten und nicht-biotinylierten Maus-PF4 für die Maus-PF4/Heparin-Komplexbildung 
verwendet. Ein Spot repräsentiert eine einzelne B-Zelle.  
(B) Detektion der Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen in nicht-immunisierten und im-
munisierten Mäusen. Splenozyten von Kontrollmäusen (Tag 0) und Maus-PF4/Heparin-
behandelten Mäusen (Tag 4) wurden hinsichtlich der gesamten und der Maus-PF4/Heparin-
spezifischen IgG/IgM-sezernierenden B-Zellen analysiert. Für den Nachweis von den Pan-B-
Zellen wurden 1,25x105 Zellen/Kavität und von Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen 
1,25x105, 2,5x105, 5x105 und 10x105 Zellen/Kavität verwendet. 
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Abbildung 3.7: B-Zellen der Milz produzieren Maus-PF4/Heparin-spezifische Antikörper und können  
                            nicht im Knochenmark bzw. der Peritonealhöhle nachgewiesen werden. 

(A, B) Splenozyten von Maus-PF4/Heparin-immunisierten Mäusen (n=3; Tag 4) wurden auf 
die Bindung der sezernierten IgG- und IgM-Antikörper gegen Maus-PF4 (M-PF4), Maus-
PF4/Heparin (M-PF4/UFH) und Maus-PF4/Heparin in der Gegenwart von 100 I.E./ml Heparin 
(M-PF4/UFH+UFH) untersucht. Es sind drei Einzelmessungen mit dem Mittelwert angegeben. 
Die Anzahl an Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen wurde als prozentualer Anteil von 
den Gesamt-IgG/IgM-sezernierenden B-Zellen angegeben. 
(C, D) Lokalisierung der Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen. Analyse der Milz, des 
Knochenmarks und der Peritonealhöhle von Maus-PF4/Heparin-immunisierten Mäusen (n=3; 
Tag 4) im Hinblick auf die Maus-PF4/Heparin IgG (E)- und IgM (F)-spezifischen B-Zellen.  

3.2.2 Die Milz ist die einzige Überlebensnische der murinen PF4/Heparin- 

         spezifischen B-Zellen nach systemischer Immunisierung  

Die Kinetik der anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion in Wildtypmäusen und splenekto-

mierten Mäusen wurde nach der systemischen Immunisierung mit den Maus-PF4/Heparin-

Komplexen bei einer Serumverdünnung von 1:100 für IgG und 1:500 für IgM im Fluid-Phase 

ELISA analysiert. Wie bereits in dem Abschnitt 3.1.3 erwähnt, zeigten die Wildtypmäuse eine 

sehr schnelle und transiente Produktion von anti-PF4/Heparin-IgG- und -IgM-Antikörpern 

(Abbildung 3.8A und B) mit einem Grenzwert von OD 0,48 für IgG und OD 0,46 für IgM. So 
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erreichte der Antikörpertiter bei beiden Antikörperklassen sein Maximum am Tag 6 und nahm 

anschließend bis zum Tag 29 kontinuierlich ab. Im Vergleich zu den Wildtypmäusen war die 

Immunantwort in den splenektomierten Wildtypmäusen sehr stark vermindert (Abbildung 3.8 

C-F). In der ersten Versuchsanordnung wurde die Immunisierung der Tiere am Tag der 

Splenektomie begonnen (Abbildung 8.5A). Die Tiere besaßen somit keine Mz-B-Zellen. Die 

OD-Werte der Seren von immunisierten Mäusen lagen unter dem Grenzwert von OD 0,36 für 

IgG bzw. OD 0,41 für IgM (Abbildung 3.8C und D). Es wurden somit keine anti-

PF4/Heparin-Antikörper sezerniert. In dem zweiten Versuchsaufbau wurde die Immunisie-

rung sechs Tage nach der Splenektomie durchgeführt. Zu diesem Zeitpunkt besaßen die Mäu-

se keine Mz-B-Zellen und die Anzahl der B1a-Zellen war drastisch reduziert (Abbildung 

8.5B). Diese Tiere zeigten am Tag 8 eine geringe Zunahme des Antikörpertiters für IgG und 

IgM. Die Werte lagen jedoch unterhalb des Grenzwerts von OD 0,44 für IgG und OD 0,65 für 

IgM und waren damit negativ (Abbildung 3.8E und F). 

Die Ergebnisse zeigen, dass Mäuse ohne Milz keine humorale Immunantwort gegen 

PF4/Heparin-Komplexe ausbilden können.  
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Abbildung 3.8: Die Milz ist für die Maus-PF4/Heparin-induzierte Immunantwort essentiell. 
(A, B) Daten von Wildtypmäusen (n=5) 
(C, D) Daten von splenektomierten Wildtypmäusen (Beginn der Immunisierung: Tag der 
            Splenektomie) (n=9) 
(E, F) Daten von splenektomierten Wildtypmäusen (Beginn der Immunisierung: sechs Tage 
           nach der Splenektomie) (n=10) 

Mäuse wurden mit Maus-PF4/Heparin immunisiert und Serum wurde zu unterschiedlichen Zeit-
punkten gewonnen (Tag 1=erster Tag der Injektion). Die Bindung der IgG (A, C, E)- und IgM 
(B, D, F)-Serumantikörper an Maus-PF4 (Kreis; M-PF4), Maus-PF4/Heparin (Quadrat;  
M-PF4/UFH) und Maus-PF4/Heparin in der Gegenwart von 100 I.E./ml Heparin (Dreieck;  
M-PF4/UFH+UFH) wurde im Fluid-Phase ELISA gemessen. Daten wurden als OD±SD von  
unabhängigen Experimenten angegeben. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ns)  
Die gestrichelte Linie stellt die obere Grenze des normalen Absorptionsbereiches dar.  
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3.3 Die Immunantwort gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe ist 

          T-Zell-unabhängig 

Die Funktion der T-Zellen in der Maus-PF4/Heparin-induzierten B-Zellaktivierung wurde in 

β/δ TCR-/--Mäusen (n=10), die keinen funktionsfähigen TCR besitzen, untersucht. Die Seren 

(Tag 0, 6, 8, 11, 15 und 29) der Maus-PF4/Heparin-immunisierten β/δ TCR-/--Mäuse wurden 

für die kinetische Analyse der anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion in einer Verdünnung 

von 1:100 für IgG und 1:500 für IgM im Fluid-Phase ELISA eingesetzt. Als Kontrolltiere 

dienten die Wildtypmäuse (n=5), die in dem Abschnitt 3.2.2 aufgeführt sind.  

Wie bereits unter 3.2.2 beschrieben, zeigten die Wildtypmäuse eine schnelle und transiente 

Produktion der anti-PF4/Heparin-IgG- und -IgM-Antikörper mit einem Maximum des Anti-

körpertiters am Tag 6 (Abbildung 3.8A und B). Die β/δ TCR-/--Mäuse waren ebenfalls in der 

Lage in der Abwesenheit von T-Zellen (Abbildung 8.6) eine Maus-PF4/Heparin-induzierte 

IgM- und -IgG-Antwort mit OD-Werten oberhalb des Grenzwerts von OD 0,48 für IgG und 

OD 0,46 für IgM zu bilden. Die Kinetik der Antikörperproduktion war vergleichbar mit der 

Kinetik in den Wildtypmäusen (Abbildung 3.9C und D). Der Titer der anti-PF4/Heparin-IgG- 

und -IgM-Antikörper wurde nach dem Maximum am Tag 8 bzw. 6 bis zum Tag 29 kontinu-

ierlich reduziert. Die detektierten Antikörper reagierten mit Maus-PF4/Heparin und sehr 

schwach mit nicht-komplexiertem Maus-PF4. Die Unterschiede zwischen der Antikörperbin-

dung an Maus-PF4/Heparin und Maus-PF4 bzw. Maus-PF4/Heparin-Komplexe in der  

Gegenwart von 100 I.E./ml Heparin waren zu den untersuchten Zeitpunkten zwischen Tag 6 

und 15 signifikant (Bereich des p-Wertes: p<0,001-p<0,01). 

Die Untersuchung der β/δ TCR-/--Mäusen ergab, dass Mäuse in der Abwesenheit von  

T-Zellen anti-PF4/Heparin-Antikörper produzieren können.  
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Abbildung 3.9: Die Produktion der murinen anti-PF4/Heparin-Antikörper ist T-Zell-unabhängig. 
(A, B) Daten der Wildtypmäuse (n=5).  
(C, D) Daten der β/δ TCR-/--Mäuse (n=10).  
Mäuse wurden mit Maus-PF4/Heparin (M-PF4/UFH)-Komplexen immunisiert. Anschließend 
wurde Serum zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnen und die Bindung der IgG (A, C)- und 
IgM (B, D)-Antikörper der jeweiligen Seren an Maus-PF4 (Kreis; M-PF4) und Maus-
PF4/Heparin (Quadrat; M-PF4/UFH) im Fluid-Phase ELISA gemessen. Die Spezifität der Anti-
körperbindung an Maus-PF4/Heparin wurde durch die Zugabe von 100 I.E./ml Heparin (Drei-
eck; M-PF4/UFH+UFH) überprüft. Die Daten sind als OD±SD der unabhängigen Experimente 
angegeben. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ns)  
Die gestrichelte Linie stellt die obere Grenze des normalen Absorptionsbereiches dar.  
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3.4 TI-1-Antigene aktivieren naive murine PF4/Heparin- 

          spezifische B-Zellen in vitro 

Um die Rolle der TI-1-Antigene in der Immunantwort gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe 

zu definieren, wurde untersucht, ob eine Mischung aus den B-Zell-Mitogenen CpG-

Oligodesoxynukleotiden, Staphylococcus aureus Cowan I (SAC) und Pokeweed Mitogen 

(PWM) bereits vorhandene, inaktive Maus-PF4/Heparin-spezifische B-Zellen der Milz 

(n=11), des Knochenmarks (n=3) und der Peritonealhöhle (n=7) von nicht-immunisierten 

Mäusen stimuliert. Die in vitro Kultivierung der Zellen verlief über einen Zeitraum von zwei 

Tagen. Eine längere Kultivierungsdauer bzw. eine andere Kombination der Mitogene hatte 

einen negativen Einfluss auf die Überlebensrate der Zellen und die zu detektierende Spotan-

zahl (Abbildung 8.7). Unter Berücksichtigung der optimalen Kulturbedingungen konnten so-

wohl Pan-IgG/IgM -sezernierenden B-Zellen als auch Maus-PF4/Heparin-spezifische IgG/ 

IgM-B-Zellen in allen drei Organen der nicht-immunisierten Mäuse detektiert werden (Abbil-

dung 3.10). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der systemischen Immunisierung konn-

ten keine Maus-PF4- bzw. Maus-PF4/Heparin (plus 100 I.E./ml UFH)-spezifischen B-Zellen 

in der Milz oder dem Knochenmark detektiert werden. Die B-Zellen der Peritonealhöhle  

sezernierten hingegen Antikörper, die neben Maus-PF4/Heparin auch freies Maus-PF4 aber 

nicht Maus-PF4/Heparin in der Gegenwart von 100 I.E./ml Heparin erkannten. 

Die Ergebnisse zeigen, dass naive B-Zellen durch stimulierende Mitogene wie CpG zur Pro-

duktion von anti-PF4/Heparin-IgG/IgM-Antikörpern angeregt werden können. 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

 

60 

 
 

Abbildung 3.10: Detektion der murinen PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen der Milz, des Knochenmarks 
                             und der Peritonealhöhle nach in vitro Stimulation. 

In einem repräsentativen Experiment wurden Splenozyten, Knochenmarkszellen und peritone-
ale Zellen (Zelldichte: 310x103 Zellen/ml) in vitro mit CpG, SAC und PWM stimuliert. An-
schließend wurden die Pan-IgG-sezernierenden B-Zellen (links; Zelldichte: 630x103 Zel-
len/ml) sowie IgM-sezernierenden B-Zellen (rechts; Zelldichte: 2x103 Zellen/ml) und die für 
Maus-PF4/Heparin (M-PF4/UFH), Maus-PF4 (M-PF4) und Maus-PF4/Heparin in der Gegen-
wart von 100 I.E./ml Heparin (M-PF4/UFH+UFH) spezifischen IgG (links)- und IgM (rechts)- 
sezernierenden B-Zellen im Fluid-Phase ELISA detektiert. 

3.5 Identifikation der PF4/Heparin-spezifischen B-Zell-Subpo- 

          pulation(en) 

3.5.1 Indirekter Nachweis der PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen im 

           ELISPOT 

B1-, Fo- und Mz-B-Zellen unterscheiden sich sowohl untereinander als auch von weiteren 

Zellpopulationen wie Granulozyten und T-Zellen hinsichtlich ihrer Oberflächenmarker  

(Tabelle 3.1). Diese Eigenschaft sollte dazu verwendet werden die Subpopulationen nach der  

systemischen Immunisierung bzw. der in vitro Kultivierung durch eine durchflusszytometri-

sche Zellsortierung anzureichern und die Maus-PF4/Heparin-spezifische(n) B-Zell-Subpopu-

lation(en) nach Inkubation mit den Maus-PF4/Heparin-Komplexen zu identifizieren. Die 

durchflusszytometrischen Messungen zeigten jedoch, dass eine Anreicherung der Zellen im 

Anschluss an die Kultivierung nicht möglich war, da sich der ursprüngliche Phänotyp der  

differenzierten B-Zellen durch die Kulturbedingungen veränderte (Abbildung 3.11). So wurde

IgM-sezernierende B-Zellen
Total M-PF4/UFH M-PF4 M-PF4/UFH

+UFH

IgG-sezernierende B-Zellen
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die Expression des CD23-Antigen, ein Aktivierungsmarker für reife B-Zellen, in den Zellen 

stark herunterreguliert, was eine Trennung und Anreicherung der B-Zellpopulationen verhin-

derte. Die Expression des CD23-Antigen wurde nicht nur durch die Mitogenkombination 

CpG, SAC, PWM sondern auch durch die Kombinationen CpG, IFNγ und CpG, IL-4 negativ 

beeinflusst. Aufgrund dieser Beobachtung wurden die Zellen vor dem Beginn der Kultivie-

rung mit Hilfe magnetischer "Beads" angereichert.  

Tabelle 3.1: Phänotypische Charakterisierung der Immunzellpopulationen. 
Zellen Phänotyp 

Vitale Zellen 7-AAD- 

T-Zellen CD3ε+ 

Granulozyten/Monozyten Ly6G/C+ 

B-Zellen B220+ 
Fo-B-Zellen B220+CD23+CD21+ 
Mz-B-Zellen B220+CD23-CD21+ 
B1a-Zellen B220+CD23-CD21-CD5+CD11b+ 
B1b-Zellen B220+CD23-CD21-CD5-CD11b+ 

 

 

 

Abbildung 3.11: Der Phänotyp von B-Zellen der Milz wird durch eine in vitro Kultivierung verändert. 
Die Expression der Antigene CD23 und CD21 auf splenischen B220+ B-Zellen wurde vor (1.) 
bzw. nach einer in vitro Kultivierung mit den Mitogenkombinationen CpG, SAC, PWM (2.), 
CpG, IFNγ (3.) und CpG, IL-4 (4.) in der Durchflusszytometrie analysiert.  
 

Für die durchflusszytometrische Zellsortierung wurden die Zellen der Milz und der Peritone-

alhöhle von unbehandelten und immunisierten Mäusen als Quellen für Mz-B-Zellen und B1-

Zellen verwendet. Die B-Zellen der einzelnen Kompartimente wurden zuvor magnetisch an-

gereichert, um den Reinheitsgrad der gewünschten Zellen zu erhöhen. Die Anreicherung der 

Zellen wurde zunächst mit dem Mouse B cell Enrichment Kit der Firma Stemcell durchge-

führt. Die CD11b+ B1-Zellen der Peritonealhöhle wurden jedoch durch die Verwendung des 

Kits entfernt (Abbildung 8.8). Aufgrund dessen wurde für die Anreicherung der gewünschten 

B-Zellpopulationen das Pan-B cell isolation Kit der Firma Stemcell verwendet (Abbildung
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8.9). Im Gegensatz zu den Splenozyten (n=9), deren Ausbeute 81-99% der ursprünglichen 

Anzahl an B-Zellen betrug, konnten bei den peritonealen Zellen (n=6) lediglich 50-60% der 

eingesetzten B-Zellen gewonnen werden. Aufgrund dieses hohen Zellverlusts wurden die  

peritonealen Zellen ohne eine vorherige Aufreinigung in der Zellsortierung eingesetzt. Nach 

der Sortierung lag der Anteil der unterschiedlichen Subpopulationen an der Gesamtpopulation 

der B-Zellen bei der Milz (n=7) und Peritonealhöhle (n=3) zwischen 92-99% (Abbildung 

3.12). Die gewonnenen Zellpopulationen wurden dann im Fall der Maus-PF4/Heparin-

immunisierten Tiere sofort nach der Anreicherung für die Durchführung des ELISPOT einge-

setzt. Die Zellen der unbehandelten Tiere wurden zwei Tage in vitro kultiviert, bevor sie für 

den ELISPOT verwendet wurden. In keinem der beiden Ansätze konnten verlässlich Maus-

PF4/Heparin-spezifische Spots detektiert werden (n=14, Daten nicht gezeigt). Dieses Ergeb-

nis lässt vermuten, dass in die Aktivierung der PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen weitere 

Interaktionspartner involviert sind, in deren Abwesenheit die Produktion der anti-

PF4/Heparin-Antikörper nicht stattfindet. 
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Abbildung 3.12: Einzelne B-Zell-Subpopulationen der Milz und der Peritonealhöhle können durch die 
                            zytometrische Zellsortierung angereichert werden.  

(A) Milz  
(B) Peritonealhöhle  
Vitale B220+CD3ε-Ly6G/C- B-Zellen wurden mit Hilfe der Marker CD23-PE und CD21-
FITC in die Subpopulationen B1-, Fo- und Mz-B-Zellen unterteilt (1.). Die drei Zellpopulati-
onen wurden dann sortiert und anschließend die Reinheit der einzelnen Zellpopulationen in 
einer zytometrischen Re-Analyse überprüft. Der prozentuale Anteil der B1- (2.), Fo- (3.) und 
Mz-B-Zellen (4.) an der Gesamtpopulation der B-Zellen ist in Form von repräsentativen Dot-
Plots angegeben.  
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3.5.2 Direkter Nachweis der Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen in 

           der Durchflusszytometrie 

Als Alternative zum ELISPOT wurde die Bindung der Maus-PF4/Heparin-Komplexe an die 

Zelloberfläche von Splenozyten unbehandelter Mäusen (n=6) in der Durchflusszytometrie 

analysiert, um die Maus-PF4/Heparin-spezifische(n) B-Zell-Subpopulation(en) anhand der 

spezifischen Oberflächenbindung der Komplexe zu identifizieren. Es konnte gezeigt werden, 

dass Zellen aller drei B-Zell-Subpopulationen – B1-, Fo-B- und Mz-B-Zellen – nicht-

komplexiertes Maus-PF4 und Maus-PF4/Heparin-Komplexe binden. Im Vergleich zu den  

T-Zellen war der prozentuale Anteil der Maus-PF4/Heparin-bindenden Zellen in jeder der drei 

B-Zellpopulationen größer als der Anteil der Maus-PF4-bindenen Zellen. Diese Unterschiede 

waren jedoch aufgrund der geringen Anzahl der Tiere und der Streuung nicht signifikant.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 3.13: Interaktion der Maus-PF4/Heparin-Komplexe mit der Zelloberfläche von Zellen. 

(A) Die Bindung von B220+ B-Zellen der Milz einer unbehandelten Maus an Streptavidin-PE, 
Maus-PF4 (M-PF4) + Streptavidin-PE und Maus-PF4/Heparin (M-PF4/UFH) + Streptavidin-
PE wurde mittels der Durchflusszytometrie analysiert. Repräsentative Dot-Plots der Messun-
gen geben die prozentualen Anteile der Maus-PF4- und Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-
Zellen an.  
(B) B220+ B-Zellen wurden mit den Marker CD23-PE und CD21-FITC in B1-, Mz-B- und Fo-
B-Zellen unterteilt. Der prozentuale Anteil der jeweiligen Zellpopulation, der mit Maus-PF4 
bzw. Maus-PF4/UFH interagiert hat, ist angegeben. T-Zellen dienten als Negativkontrolle. 
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4. Diskussion 

Mechanismen der Immunantwort gegen PF4/Heparin-Komplexe 

In der Pathogenese der HIT sind anti-PF4/Heparin-Antikörper, für die Fc-Rezeptor-

vermittelte Thrombozytenaktivierung und den erhöhten Thrombinspiegel im Blut von zentra-

ler Bedeutung [40, 147-150]. Die B-Zell-vermittelte Immunität weicht hierbei von dem  

klassischen Muster einer primären bzw. sekundären Antigen-induzierten Immunantwort ab 

und ist durch eine frühzeitige sowie transiente Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern 

der Klassen IgM und IgG ohne die Bildung eines immunologischen Gedächtnisses charakteri-

siert [122, 126, 151].  

Der zeitliche Verlauf der humoralen Immunantwort und der Befund, dass annähernd 5% der 

normalen Bevölkerung natürliche anti-PF4/Heparin-IgG-Antikörper aufweisen [131], führen 

zu der Annahme, dass die rasche Serokonversion auf eine primäre Immunisierung mit 

PF4/Heparin-ähnlichen Antigenkomplexen zurückzuführen ist [54]. Diese entstehen vermut-

lich im Rahmen einer bakteriellen Infektion wie z.B. der Parodontitis [132], deren Ausmaß in 

der Normalbevölkerung mit dem Spiegel an anti-PF4/Heparin-Antikörpern korreliert [152]. 

Ein weiteres Indiz für eine bakterielle Infektion als Ursache für eine primäre Immunisierung 

ist die Interaktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern mit PF4, welches an Phosphatgruppen 

von Lipid A auf der Oberfläche von Gram-negativen Bakterien binden kann [54, 55]. Eine 

zusätzliche Stimulation des Immunsystems durch eine Herz- oder Gefäßoperation und gleich-

zeitige Behandlung mit Heparin führen wahrscheinlich zu einer Fehlleitung des antibakteriel-

len Abwehrmechanismus und einer gesteigerten Aktivierung von Thrombozyten, Monozyten, 

Neutrophilen und Endothelzellen, wodurch die HIT eingeleitet wird [48, 49, 148, 153, 154]. 

Studien zu den immunologischen Grundlagen der PF4/Heparin-induzierten Immunantwort 

wurden in Mäusen durchgeführt, da es im Menschen aus ethischen Gründen nicht möglich ist 

die Immunzellen gezielt zu beeinflussen. Eine essentielle Voraussetzung für die Analyse der 

humoralen Immunantwort gegen PF4/Heparin-Komplexe im Mausmodell ist die Detektion 

von Antikörpern, die spezifisch gegen PF4/Heparin-Komplexe gerichtet sind und nur eine 

geringe Kreuzreaktivität gegen freies PF4 aufweisen. Dies konnte mit dem traditionellen 

Solid-Phase ELISA [155], der auf der Immobilisierung des Antigens basiert, nicht erfüllt 

werden (Abbildung 3.1A und B). Eine starke Kreuzreaktivität, die vermutlich auf die Bildung 

von PF4/Heparin-ähnlichen Neoepitopen innerhalb des adsorbierten PF4 zurückzuführen ist 

[136, 156, 157], erschwerte insbesondere die Detektion von Maus-PF4/Heparin-spezifischen
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Antikörpern. Das Maus-PF4 ist wohlmöglich nach Bindung an Plastikoberflächen für eine 

Konformationsänderung anfälliger als das Human-PF4. Erste Analysen von nicht-

komplexiertem PF4 und PF4/Heparin-Komplexen mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie 

zeigten, dass Heparin-induzierte Veränderungen der Sekundärstruktur im Maus-PF4 geringer 

waren als im Human-PF4. Das Problem der Kreuzreaktivität im Solid-Phase ELISA ist eben-

falls für die Detektion anderer Antikörper wie z.B. anti-dsDNA-Antikörper gegen doppel-

strängige DNA in Seren von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes [158] be-

schrieben.  

Um die Bildung von unerwünschten Epitopen zu vermeiden, war zur Detektion von murinen 

PF4/Heparin-spezifischen Antikörpern die Etablierung des Fluid-Phase PF4/Heparin-ELISA 

erforderlich [159]. Die Grundlage dieses Assays bildete der von Newman et al. entwickelte 

Protein G-Sepharose Fluid-Phase ELISA zum Nachweis von Human-PF4/Heparin-IgG-

Komplexen in der löslichen Phase [136]. Entscheidende Vorteile des in dieser Arbeit  

beschriebenen Verfahrens sind eine ehrhebliche Kostenersparnis (25% des PF4) und die  

Möglichkeit neben IgG- auch IgM- und IgA-Antikörper zu detektieren, deren Rolle in der 

PF4/Heparin-induzierten Immunantwort bisher unbekannt ist [137]. 

Nachdem mit der Entwicklung des Fluid-Phase ELISAs ein stabiles Messsystem etabliert 

worden war, bestand die Herausforderung darin, die humorale Immunantwort gegen 

PF4/Heparin-Komplexe im Mausmodell reproduzierbar auszulösen. 

Wie eingangs erwähnt sind PF4/Heparin-Komplexe aufgrund ihrer biophysikalischen Eigen-

schaften immunogen [43]. Die retrobulbäre Injektion von Maus-PF4/Heparin-Komplexen 

führte ohne die Verwendung eines Adjuvants wie z.B. Freund`s Adjuvants zu hohen Antikör-

pertitern [125]. Die Antikörper wurden somit de novo gebildet und die möglichen Nebenwir-

kungen eines Adjuvants wie Entzündungsherde, Abzesse und Fieber vermieden. Die mehrfa-

che retrobulbäre Injektion ist jedoch invasiv und verursacht ein Gewebetrauma, welches sich 

immunstimulierend auswirken kann. Mäuse wurden mit der Trägerlösung PBS bzw. dem 

Modellantigen Ovalbumin behandelt, um auszuschließen, dass die Bildung der Antikörper 

durch das Gewebetrauma allein und nicht spezifisch durch das Antigen hervorgerufen wurde 

[160]. PBS und Ovalbumin induzierten keine anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion und die 

im Serum der Maus-PF4/Heparin-immunisierten Mäuse enthaltenen PF4/Heparin-

spezifischen Antikörper reagierten nicht mit dem Ovalbumin (Abbildung 3.2). Diese Ergeb-

nisse bestätigten die Spezifität des verwendeten Immunisierungsmodells.  

Maus-PF4 kann nicht in ausreichend großer Menge aus murinen Thrombozyten isoliert wer-
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den sondern muss rekombinant hergestellt werden. Rekombinante Maus-PF4-Präparate von 

verschiedenen Herstellern wurde getestet. Hierbei zeigten sich unterschiedliche Kinetiken der 

anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion nach systemischer Immunisierung. So war die  

Immunantwort, die durch Heparin und Maus-PF4 der Firma PeproTech induziert wurde,  

wesentlich schwächer und kürzer als die Immunantwort, die durch Heparin und Maus-PF4 der 

Firma Chromatec hervorgerufen wurde (Abbildung 3.1C und D; Abbildung 3.3). Eine mögli-

che Ursache könnte in unterschiedlichen Reinigungsverfahren liegen. Das PF4-Präparat der 

Firma Chromate hatte mit 60.0 EU/mg einen deutlich höheren Endotoxinwert als das PF4-

Präparat der Firma PeproTech (21.1 EU/mg). Eine Kontamination mit Endotoxinen kann zu 

einer erhöhten Stimulation verschiedener Zellen des Immunsystems führen [161, 162]. 

Die spezifische Erkennung von Neoepitopen im Komplex ist eine Voraussetzung für den  

pathogenen Charakter der anti-PF4/Heparin-Antikörper. Es ist bekannt, dass humane, Throm-

bozyten-aktivierende anti-PF4/Heparin-Antikörper unterschiedliche Epitope innerhalb der 

Human-PF4/Heparin-Komplexe erkennen [8, 38, 163]. Bisher wurde jedoch in keiner Studie 

direkt untersucht, ob die Epitope zwischen Mensch und Maus bzw. anderen Tierarten konser-

viert sind und ob anti-PF4/Heparin-Antikörper unterschiedlicher Spezies die gleichen Epitope 

erkennen. Um erste Aussagen über die Epitop-Spezifität der murinen und humanen anti-

PF4/Heparin-Antikörper treffen zu können, wurde die Kreuzreaktiviät der Antikörper gegen 

Maus- bzw. Human-PF4/Heparin-Komplexe analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass murine 

Serumantikörper spezifisch gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe gerichtet sind und nicht mit 

Human-PF4/Heparin-Komplexen kreuzreagieren (Abbildung 3.4A). Dies lässt vermuten, dass 

die systemische Immunisierung mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen Antikörper gegen Epito-

pe generiert, die bei der Formierung der Human-PF4/Heparin-Komplexe nicht ausgebildet 

werden. Berücksichtigt man, dass murine anti-PF4/Heparin-Antikörper Thrombozyten bei 

einer geringen Heparin-Konzentration aktivieren [164], kann davon ausgegangen werden, 

dass die entstandenen Antikörper pathogene Eigenschaften besitzen. Die unterschiedliche 

Epitop-Spezifität der Antikörper basiert wahrscheinlich auf der speziesabhängigen Aminosäu-

resequenz des PF4 (Abbildung 1.1). Dies schließt jedoch nicht aus, dass die immunologischen 

Mechanismen, die zur Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörper führen, in der Maus und 

im Mensch vergleichbar sind. Um zu untersuchen, ob die Antikörperbindung an PF4/Heparin-

Komplexe ebenfalls im Falle von humanen Antikörpern speziesabhängig ist, wurde der muri-

ne Fluid-Phase ELISA auf das humane System übertragen. Die Analyse ergab, dass in huma-

nen Seren anti-PF4/Heparin-Antikörper vorhanden waren, die im Gegensatz zu murinen
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anti-PF4/Heparin-Antikörpern gegen Epitope gerichtet waren, die vermutlich speziesunab-

hängig in PF4/Heparin-Komplexen ausgebildet werden (Abbildung 3.4B). Diese Beobachtung 

konnte lediglich nach Verwendung von humanen Seren mit Thrombozyten-aktivierenden  

Antikörpern gemacht werden. Die geringen OD-Werte lassen jedoch vermuten, dass nur ein 

geringer Anteil der im Plättchen-aktivierenden Serum enthaltenden Antikörper kreuzreagierte 

und das PF4/Heparin-spezifische Antikörper im Serum enthalten sein müssen, die oligoklonal 

unterschiedliche Epitope erkennen. Andererseits interagierten nicht-pathogene humane Anti-

körper im Serum von ELISA+/HIPA--Patienten nicht mit Maus-PF4/Heparin (Abbildung 

3.5B). Die unterschiedlichen Ergebnisse bezüglich der Epitop-Spezifität humaner und muriner 

anti-PF4/Heparin-Antikörper enthaltender Seren deuten darauf hin, dass die Proteinsequenz 

direkten Einfluss auf die strukturelle Ausbildung der pathogenen Neoepitope nimmt [165]. 

Unabhängig von der PF4/Heparin-induzierten Immunantwort in der Maus könnte die Verifi-

kation der Ergebnisse durch die Analyse einer größeren Probenmenge an humanen Seren 

möglicherweise die Labordiagnostik bei Patienten mit Verdacht auf HIT verbessern.  

Die Kernfrage zu Beginn dieser Arbeit war, welche immunologischen Prozesse für die  

untypischen Charakteristika der PF4/Heparin-induzierten Immunantwort verantwortlich sind. 

Diese weist sowohl beim Menschen als auch bei der Maus Merkmale der primären und  

sekundären Immunantwort auf. So führt die Aktivierung des Immunsystems durch 

PF4/Heparin beispielsweise zu einer ungewöhnlich frühen Produktion von anti-PF4/Heparin-

Antikörpern der Klassen IgM und IgG [122], während die Ausbildung eines immunologi-

schen Gedächtnisses nicht stattfindet [121]. Weiterhin ist die Produktion der anti-

PF4/Heparin-Antikörper nur transient. Ein Vergleich unterschiedlicher Antikörper nach einer 

Herz-Bypass-Operation zeigte, dass nach ca. 4 Monaten im Gegensatz zu anti-Diphteria To-

xin IgG und anti-Tetanus Toxin IgG nur noch ein stark verminderter Titer von humanen anti-

PF4/Heparin-IgG messbar war [123].  

Um die immunologischen Voraussetzungen der Produktion von anti-PF4/Heparin-

Antikörpern zu definieren war ein Teil dieser Arbeit anhand eines zu etablierenden standardi-

sierten Mausmodells der Immunreaktion, die Maus-PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen auf 

zellulärer Ebene zu charakterisieren.  

Zu Beginn der Untersuchung wurde hierfür der klassische Solid-Phase ELISPOT verwendet, 

der vor einigen Jahren für die PF4/Heparin-induzierte Immunreaktion im humanen System 

etabliert worden war [127]. Wie beim ELISA traten hier zunächst erhebliche technische 

Schwierigkeiten auf. Anders als im humanen System war die Spotintensität sehr gering und
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die einzelnen Spots konnten nicht klar voneinander getrennt werden. Das größte Problem  

bestand jedoch darin, dass es nicht möglich war B-Zellen mit Spezifitäten für PF4/Heparin 

und freies PF4 zu unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Problem durch die 

Übertragung des zuvor etablierten Fluid-Phase Prinzips nach verschiedenen Anpassungs- und 

Adaptionsschritten auf das ELISPOT-Verfahren gelöst. Hiermit gelang erstmalig der direkte 

Nachweis von PF4/Heparin-spezifischen Zellen in der Maus. Die folgenden Ergebnisse  

konnten nach Analyse von unbehandelten und PF4/Heparin-immunisierten Tieren mittels der 

etablierten Nachweisverfahren erzielt werden: 

1. Es konnten erstmals natürliche PF4/Heparin-spezifische IgM-sezernierende B-Zellen 

in der Milz von nicht-immunisierten Mäusen nachgewiesen werden (Abbildung 3.6B). 

Dies weist daraufhin, dass die PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen wahrscheinlich ein 

Bestandteil des angeborenen Immunsystems sind.  

2. PF4/Heparin-spezifische, IgG-sezernierende B-Zellen wurden nach der systemischen 

Immunisierung von Wildtypmäusen mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen detektiert 

(Abbildung 3.6). In nicht-immunisierten Kontrollmäusen wurden hingegen keine anti-

PF4/Heparin-IgG-Zellen erfasst. Dies lässt vermuten, dass natürliche PF4/Heparin-

spezifische IgG-sezernierende B-Zellen erst im Rahmen der Immunisierung zur Anti-

körperproduktion angeregt werden oder dass der Antikörperklassenwechsel der anti-

PF4/Heparin-IgM zu -IgG erst durch PF4/Heparin induziert wird. Inwieweit ein Klas-

senwechsel stattfindet ist Gegenstand aktueller Untersuchungen, in denen nach Akti-

vierung mit Zytokinen Klassen und Subklassen der Antikörper bestimmt werden. 

Maus-PF4/Heparin-spezifische B-Zellen wurden nach der systemischen Immunisie-

rung lediglich in der Milz, aber nicht im Knochenmark oder der Peritonealhöhle loka-

lisiert (Abbildung 3.7C und D). Diese Zellen zeigten nur eine kurze Lebensdauer von 

wenigen Tagen. Die PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen konnten lediglich zwischen 

Tag 4 und 6, aber zu keinem späteren Zeitpunkt in der Milz detektiert werden. Dies 

korreliert mit den oben beschriebenen serologischen Analysen, in denen anti-

PF4/Heparin-Antikörper nur zwischen Tag 6 und 15 des untersuchten Zeitraums 

nachgewiesen werden konnten. Die kurze Lebensspanne der PF4/Heparin-spezifischen 

Zellen könnte möglicherweise auch im humanen System dafür verantwortlich sein, 

dass anti-PF4/Heparin-Antikörper nach 50 bis 80 Tagen nicht mehr detektiert werden 

können [122, 126].  

3. Der Fluid-Phase ELISPOT ermöglicht eine Aussage über den Anteil der PF4/Heparin- 
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spezifischen B-Zellen in der Milz. So lag der Anteil der spezifischen PF4/Heparin-IgG 

und -IgM-sezernierenden Zellen bei 25% bzw. 7% (Abbildung 3.7A und B). Bei 

Phosphorylcholin-behandelten Mäusen wurde eine vergleichbare Menge von T-Zell-

unabhängigen, Antigen-spezifischen B-Zellen in der Milz nachgewiesen [166]. Dieser 

Befund ist von großer Bedeutung, da Mz-B- und B1-Zellen als "innate-like" Zellen zu 

einem frühen Zeitpunkt der Immunantwort in der Lage sind ohne T-Zell-Hilfe IgG-

Antikörper zu sezernieren [82, 110, 167]. Die primäre IgG-Antwort spricht somit  

dafür, dass es sich bei der PF4/Heparin-induzierten Antikörperproduktion möglicher-

weise um eine TI-Immunantwort handelt.  

Um die aus den oben genannten Ergebnissen (natürlich vorkommende PF4/Heparin-

spezifische B-Zellen und schnelle IgG-Antwort) abgeleitete Hypothese, dass PF4/Heparin-

spezifische B-Zellen eine Rolle bei der TI-Immunantwort spielen, zu bestätigen, wurde die 

Immunantwort gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe in T-Zell-defizienten-Mäusen untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass C57BL/6-Mäuse T-Zell-unabhängig zu der Produktion von anti-

PF4/Heparin-Antikörpern fähig sind (Abbildung 3.9C und D). Zusammen mit einer Studie an 

Patienten, bei denen anti-PF4/Heparin-IgG/IgM-Antikörper nach einer Lebertransplantation 

und der Suppression der TD-Immunmechanismen detektiert werden konnten, bestätigen die 

Ergebnisse eine TI-Immunantwort gegen PF4/Heparin-Komplexe [168]. Dies steht im Gegen-

satz zu der Beobachtung, dass T-Zell-defiziente nude (nu)/nu-Balb/c-Mäuse, im Unterschied 

zu Balb/c-Wildtypmäusen keine anti-PF4/Heparin-Antikörper produzieren können [164]. Die 

Diskrepanz ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass die homozygote Deletion im 

Founder mutation of the nude 1 (Foxn1)-Gen, die den Phänotyp der nu/nu-Nacktmäuse  

hervorruft, einen Mausstamm-spezifischen Einfluss auf das Immunsystem der nu/nu-Balb/c-

Mäuse ausübt. 

Es konnte bereits anhand von Xenoantikörpern bewiesen werden, dass der Knockout von 

Foxn1 in Abhängigkeit von dem genetischen Hintergrund der Mäuse zu unterschiedlichen 

Phänotypen führt [169]. So wurde beobachtet, dass die für die Produktion dieser Antikörper 

essentielle Interaktion zwischen Mz-B-Zellen und Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) ledig-

lich in nu/nu-C57BL/6-Mäusen stattfindet. In nu/nu-Balb/c-Mäusen wird die Interaktion  

unterbunden. Neben Foxn1 gibt es eine Reihe weiterer Gene, deren Knockout in Abhängig-

keit von den genetischen und immunologischen Hintergründen der Mausstämme zu unter-

schiedlichen Phänotypen führt. Eines dieser Gene ist Programmed cell death protein 1 (Pd1), 

dessen Knockout in C57BL/6-Mäusen eine Lupus-ähnliche proliferative Arthritis und 
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Glomerulonephritis auslöst während in Balb/c-Mäusen eine Dilatative Kardiomyopathie  

entsteht [170, 171]. Um zu überprüfen, ob der homozygote Knockout in nu/nu-Balb/c-Mäusen 

einen zellulären immunologischen TI-Mechanismus verhindert, sollte die PF4/Heparin-

induzierte Immunantwort in zukünftigen Experimenten zwischen nu/nu-C57BL/6- und -

Balb/c-Mäusen verglichen werden. In Bezug auf die zelluläre Interaktion bzw. Kommunikati-

on zwischen PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen und weiteren Zellpopulationen kann unter-

anderem die Rolle der NK-Zellen und neutrophilen Granulozyten in transgenen Mäusen  

analysiert werden. Ein mögliches Mausmodell wäre die IL-15 Knockout-Maus [172], in der 

die Homöostase der NK-Zellen durch den Verlust der Interaktion zwischen dem Zytokin  

IL-15 und dem Rezeptor IL-15α gestört ist. Dies führt zu einer deutlichen Reduktion der  

NK-Zellen. Weiterhin kann die Interaktion zwischen PF4/Heparin-spezifischen Zellen und 

neutrophilen Granulozyten in der CXCR2-Knockout-Maus [173] untersucht werden. Die 

Mäuse haben durch den Verlust des IL-8-Rezeptors CXCR2 einen Defekt in der Rekrutierung 

von neutrophilen Granulozyten. Eine alternative Möglichkeit wäre die in vivo Depletion der 

Zellpopulation durch den Ly6G-spezifischen monoklonalen Antikörper 1A8 [174]. Die  

Bindung des Antikörpers führt zu der Aktivierung des Immunsystems, wodurch die  

Granulozyten zerstört werden. Die Depletion ist ebenfalls für die Entfernung der Marginalzo-

nen Makrophagen und Marginal Metallophilic Makrophagen eine geeignete Alternative zu 

transgenen Mausmodellen, wobei keine monoklonalen Antikörper sondern Clodronat-haltige 

Liposomen verwendet werden. Das Clodronat, gefangen in den Makrophagen, zerstört den 

Zellmetabolismus und induziert die Apoptose der Zellen [175]. Der Befund der ELISPOT-

Experimente der vorliegenden Arbeit, dass ausschließlich die Milz die Nische für murine 

PF4/Heparin-spezifische B-Zellen bereitstellt, wurde durch die Ergebnisse der Maus-

PF4/Heparin-Immunisierung von Mäusen, denen durch einen operativen Eingriff die Milz 

entfernt wurde, bestätigt. Splenektomierte Mäuse bildeten im Gegensatz zu Kontrollmäusen 

keine humorale Immunantwort gegen PF4/Heparin-Komplexe aus (Abbildung 3.8C-F). Die 

Untersuchung von Mäusen, bei denen die Immunisierung am Tag der Splenektomie begonnen 

wurde und von Mäusen, bei denen die Immunisierung erst sechs Tage nach der Splenektomie 

begonnen wurde, lässt vermuten, dass B1-Zellen bzw. Fo-B-Zellen nicht an der Produktion 

von anti-PF4/Heparin-Antikörpern nach Immunisierung mit Maus-PF4/Heparin-Komplexen 

beteiligt sind bzw. spezifische Signale aus der Milz für die B-Zell-Aktivierung benötigen. 

Splenektomierte Mäuse besitzen lediglich B1- und Fo-B-Zellen, da Mz-B-Zellen der Maus, 

anders als beim Menschen nur in der Milz von Nagetieren lokalisiert sind [89]. Damit sind
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B1- und Fo-B-Zellen als Produzenten der anti-PF4/Heparin-Antikörper nach systemischer 

Immunisierung ausgeschlossen. Dies gilt sowohl für B1a-Zellen als auch für B1b-Zellen. Die 

Lebensspanne der B1a-Zellen hängt im Gegensatz zu B1b-Zellen von Überlebenssignalen aus 

der Milz ab [64]. Dies bedeutet, dass Mäuse, deren Immunisierung am Tag der Splenektomie 

begonnen hat B1a-, B1b- und Fo-B-Zellen besaßen. Mäuse, deren Immunisierung hingegen 

sechs Tage nach der Splenektomie begonnen hat, wiesen eine reduzierte Anzahl an B1a-

Zellen auf. Damit bleiben Mz-B-Zellen als wahrscheinliche Zellpopulation für die 

PF4/Heparin-induzierte Antikörperantwort übrig. Der Befund, dass Mz-B-Zellen die verant-

wortliche B-Zellpopulation im systemischen Immunisierungsmodell sind, wurde zeitgleich 

durch Zheng et al. beschrieben [176]. Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe belegen, dass die Inak-

tivierung von dem Gen Neurogenic locus notch homolog protein 2 (Notch2) und der damit 

einhergehende Verlust von Mz-B-Zellen [177] zu einer starken Reduktion der Immunantwort 

gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe führt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nur der 

Transfer von Wildtyp-Mz-B-Zellen, aber nicht von Wildtyp-Fo-B-Zellen in B-Zell-defiziente 

Mäuse zu der Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern der Isotypen IgG2b und IgG3 

führt [176]. 

Mz-B-Zellen, die neben den B1-Zellen ebenfalls als "innate-like" Zellen bezeichnet werden, 

können aufgrund ihrer Eigenschaften sowohl an TD- als an TI-Immunmechanismen beteiligt 

sein [178-180]. Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, ist die Immunantwort 

gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe T-Zell-unabhängig. Daher muss ein alternativer Mecha-

nismus für die Aktivierung der PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen verantwortlich sein. Diese 

Hypothese wird durch in vitro Studien untermauert, die zeigen, dass naive B-Zellen  

beispielsweise durch CpG-Oligodesoxynukleotide zur Produktion von anti-PF4/Heparin-

IgM/IgG-Antikörpern angeregt werden können. Die Mitogen-induzierte proinflammatorische 

Antwort führt sowohl in vitro als auch in vivo zum Zusammenbruch der B-Zell-Toleranz und 

der Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern [181]. Im Unterschied zu der systemischen 

Immunisierung wurden durch die in vitro Stimulation naive B-Zellen jedoch nicht nur in der 

Milz, sondern auch im Knochenmark und der Peritonealhöhle zur Produktion von anti-

PF4/Heparin-Antikörpern angeregt (Abbildung 3.10). Aufgrund dessen kann zum bisherigen 

Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, dass unter anderen immunstimulatorischen Bedin-

gungen in vivo neben den Mz-B-Zellen weitere B-Zellpopulationen in die Immunantwort  

gegen PF4/Heparin-Komplexe involviert sind. Wie bereits für die in vivo Untersuchungen 

beschrieben, war eine direkte Identifikation der PF4/Heparin-spezifischen B-Zell-
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Population(en) trotz aufwändiger Anreicherungsverfahren nicht möglich. Es wird daher  

vermutet, dass die PF4/Heparin-spezifischen Zellen für die Sezernierung der Antikörper eine 

bestimmte Nische benötigen, in der beispielsweise B-Zellstimulierende Zytokine wie B cell 

activating factor (BAFF) und a proliferation inducing ligand (APRIL) vorhanden sind [167]. 

Eine Möglichkeit der CpG-abhängigen B-Zellstimulation ist die Aktivierung der TLR-9/ 

Myeloid differentiation primary response gene 8 (MyD88)-Signalkaskade (Abbildung 4.1A) 

[182]. Diese Kaskade ist sowohl in den Klassenwechsel von IgM- zu IgG-Antikörpern [183-

185] als auch in die erhöhte Expression von dem BAFF/APRIL-Rezeptor Transmembrane 

Activator and Cyclophilin Ligand Interactor (TACI) involviert und spielt somit eine wesentli-

che Rolle in der B-Zellantwort gegen TI-Antigene [186-189]. Diesbezüglich konnte bereits 

bei der Autoimmunerkrankung systemischer Lupus erythematodes gezeigt werden, dass die 

Kombination des B-Zellüberlebensfaktors BAFF und die CpG-induzierte Expression von 

TACI zu einer Aktivierung von anti-dsDNA-Autoantikörpern führt [190, 191].  

Es ist denkbar, dass die Zellpopulation(en), die allein durch CpG zur Produktion von anti-

PF4/Heparin-Antikörpern angeregt werden, ebenfalls durch PF4/Heparin-Komplexe aktiviert 

werden, was zu einem höheren Antikörpertiter und einem prothrombotischen Zustand führt 

[154]. Der TI-Mechanismus, der die PF4/Heparin-induzierte Aktivierung der B-Zellen  

auslöst, ist bisher nicht im Detail bekannt. Survana und Kollegen zeigten, dass die spezifi-

schen B-Zellen im Rahmen der PF4/Heparin-induzierten Immunantwort nicht durch die  

klassische Toll-ähnliche Rezeptor (Toll-like receptor; TLR)/MyD88-Signalkaskade aktiviert 

werden [192]. In vivo Untersuchungen in MyD88-Knockout-Mäusen, denen aufgrund einer 

Deletion eines Exons das TLR-Adapterprotein MyD88 fehlt, ergaben, dass die Serokonversi-

on nach Exposition mit PF4/Heparin-Komplexen MyD88-unabhängig ist.  

Aufgrund dieses Befundes und des Molekulargewichts der PF4/Heparin-Komplexe von 

>100kDa sowie der repetitiven Epitope der Komplexe [12, 193], kann die Hypothese aufge-

stellt werden, dass PF4/Heparin-Komplexe TI-2-Antigene sind (Abbildung 4.1B) [114, 122, 

194-196]. Diese Antigene sind in der Lage, B-Zellen über die Quervernetzung der BCR und 

einer Sarcoma (Src)-abhängigen Signalkaskade zur Antikörperproduktion anzuregen [197-

199]. Die Bindung von PF4/Heparin-Komplexen als TI-2-Antigene an den BCR könnte  

weiterhin erklären, warum Patienten nach einer Re-exposition mit Heparin keine stärkere und 

schnellere Immunantwort zeigen, da die Quervernetzung des BCR wahrscheinlich nicht zu 

der Aktivierung von IgG-Gedächtniszellen führt [103, 200, 201].  

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem Fluid-Phase ELISA ein 
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Verfahren etabliert, welches die Detektion von spezifischen anti-PF4/Heparin-Antikörpern 

der Klassen IgM und IgG in der Maus und beim Menschen erlaubt. Die Antikörperproduktion 

im Mausmodell war PF4/Heparin-spezifisch und konnte nicht durch ein Gewebetrauma oder 

ein anderes Antigen ausgelöst werden. Unter der Verwendung von unterschiedlichen rekom-

binanten Maus-PF4-Präparaten wurden zwei sehr ähnliche Kinetiken der Antikörperprodukti-

on ermittelt, die beide die in der Literatur beschriebene frühzeitige und transiente Produktion 

der murinen Antikörper nach Maus-PF4/Heparin-Behandlung bestätigten [43, 164].  

Die Übertragung des Fluid-Phase Prinzips auf den ELISPOT ermöglichte den Nachweis der 

PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen. Während in nicht-immunisierten Mäusen bereits 

PF4/Heparin-IgM-spezifische B-Zellen Antikörper sezernierten, wurden PF4/Heparin-IgG-

spezifische B-Zellen erst durch die systemische Immunisierung zur Antikörperproduktion 

angeregt. In beiden Fällen befanden sich die spezifischen B-Zellen in der Milz. Die Zellen 

hatten im murinen und möglicherweise auch im humanen System eine kurze Lebensdauer und 

produzieren Antikörper gegen PF4/Heparin-Komplexe T-Zell-unabhängig und Milzzellen-

abhängig. In vitro konnten die PF4/Heparin-spezifischen Zellen neben der Milz auch in dem 

Knochenmark und der Peritonealhöhle stimuliert werden.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, bilden die notwendige Grundlage, um die beschrie-

benen hypothetischen Signalwege, die zur Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern füh-

ren, in zukünftigen Studien zu verifizieren. 
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Abbildung 4.1: Zwei Wege zur Generierung von anti-PF4/Heparin-Antikörpern. 

(A) Mitogen-vermittelte Antikörperproduktion. Die Ergebnisse der in vitro Studie lassen im 
Zusammenhang mit externen Untersuchungen darauf schließen, dass TI-1-Antigene (z.B. CpG) 
durch die Aktivierung eines unbekannten Zelloberflächenrezeptors unterschiedlicher B-Zell-
Subpopulationen der Milz, der Peritonealhöhle und des Knochenmarks eine Signalkaskade an-
schaltet. Diese führt wahrscheinlich zu einer erhöhten Expression des BAFF/APRIL-Rezeptors 
TACI. Die vermehrte Bindung von BAFF und APRIL an den Rezeptor könnte zu der Produkti-
on der anti-PF4/Heparin-Antikörpern führen.  
(B) PF4/Polyanion-vermittelte Antikörperproduktion. Die Ergebnisse der in vivo Studie so-
wie Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen lassen vermuten, dass PF4/Polyanion-Komplexe 
TI-2-Antigenen sind, die BCRs auf der Oberfläche von Mz-B-Zellen quervernetzten. Dieser 
Vorgang aktiviert wahrscheinlich eine Signalkaskade, welche ebenfalls die Expression von  
TACI aktiviert und zu der Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern führt. 
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5 Zusammenfassung 
Heparin ist ein häufig verwendetes Medikament, das zur Prophylaxe und Therapie von 

Thrombosen eingesetzt wird. Eine unerwünschte Nebenwirkung des Heparins ist die Heparin-

induzierte Thrombozytopenie (HIT), die paradoxerweise mit potentiell lebensbedrohlichen 

arteriellen und venösen Gefäßverschlüssen assoziiert ist. Die Erkrankung wird durch die Bil-

dung von Thrombozyten-aktivierenden Antikörpern der Klasse Immunglobulin G (IgG) aus-

gelöst. Diese sind gegen Komplexe aus dem Thrombozytenprotein Plättchenfaktor 4 (PF4) 

und Heparin gerichtet. Die zugrunde liegende B-Zell-vermittelte Immunität entspricht nicht 

der klassischen Immunantwort und führt zu einer frühzeitigen und transienten Produktion von 

anti-PF4/Heparin-Antikörpern der Klassen IgM und IgG.  

In der vorliegenden Arbeit wurden die B-Zellen, die an der Produktion von anti-PF4/Heparin-

Antikörpern beteiligt sind, identifiziert. Hierfür wurden die Mäuse systemisch mit 

PF4/Heparin-Komplexen immunisiert. Das Vorliegen einer Immunantwort wurde durch den 

Nachweis der Antikörperproduktion mittels eines neu entwickelten Fluid-Phase ELISA nach-

gewiesen. Der Einsatz von rekombinanten Maus-PF4/Heparin-Komplexen zeigte, dass die 

beim Menschen für die HIT charakteristisch frühe und transiente Antikörperproduktion auch 

im Mausmodell auftritt. Diese Immunantwort war spezifisch für PF4/Heparin-Komplexe und 

konnte nicht durch andere unspezifische Reize wie ein Gewebetrauma oder dem Modellanti-

gen Ovalbumin ausgelöst werden.  

Der Nachweis der anti-PF4/Heparin-Antikörper-sezernierenden B-Zellpopulation(en) wurde 

durch die Etablierung des Zell-spezifischen Enzym-gekoppelten Immun-Spot Tests  

(ELISPOT) auf der Fluid-Phase Basis – Detektion der PF4/Heparin-Antikörper-Komplexe in 

der löslichen Phase – ermöglicht. Unterschiedliche Gewebe/Kompartimente (Milz, Knochen-

mark, Peritonealhöhle) von naiven, nicht-immunisierten und PF4/Heparin-immunisierten 

Mäusen wurden mit diesem Assay auf das Vorliegen von PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen 

untersucht. Während in nicht-immunisierten Mäusen ausschließlich B-Zellen nachgewiesen 

werden konnten, die anti-PF4/Heparin-Antikörper der Klasse IgM produzierten, wurden in 

immunisierten Mäusen sowohl kurzlebige PF4/Heparin-spezifische IgM (7%)- als auch IgG 

(25%)-sezernierende B-Zellen detektiert. Die spezifischen Zellen befanden sich in beiden 

Fällen in der Milz. Dieses Gewebe dient als Nische für follikuläre, Marginalzonen (Mz)- und 

B1-B-Zellen, wobei sie im Fall der Mz-B-Zellen die einzige Überlebensnische darstellt. Den 

Hauptanteil der Antikörper-produzierenden Milzzellen bilden die follikulären B-Zellen, deren



Zusammenfassung 

 

78 

Antikörperproduktion T-Zell-abhängig ist. Als Hauptquelle der anti-PF4/Heparin-Antikörper 

konnte diese Zellpopulation ausgeschlossen werden, da T-Zell-defiziente Mäuse nach der 

Behandlung mit PF4/Heparin weiterhin spezifische Antikörper produzierten. Normale Mäuse, 

denen vor der PF4/Heparin-Behandlung die Milz und somit die Mz-B-Zellen operativ entfernt 

wurden, konnten hingegen keine anti-PF4/Heparin-Antikörper mehr bilden. Dies zeigt, dass 

B1-Zellen allein nicht ausreichend sind, um die anti-PF4/Heparin-Antikörperproduktion zu 

induzieren, und dass Mz-B-Zellen für die Immunantwort notwendig sind.  

Der Mechanismus, der die Aktivierung der PF4/Heparin-spezifischen Mz-B-Zellen auslöst, ist 

bisher nicht im Detail bekannt. Jedoch konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die in 

vitro Stimulation von B-Zellen mit Mitogenen wie CpG und SAC antigenunabhängig zur 

Produktion von anti-PF4/Heparin-Antikörpern führt. Dies lässt vermuten, dass neben dem 

Kontakt mit dem Antigen auch andere immunstimulatorische Faktoren in die Induktion der 

Immunantwort gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe involviert sind.  
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6 Summary 
Heparin is frequently used for the prophylaxis and treatment of thrombosis. A side effect of 

heparin is the heparin-induced thrombocytopenia (HIT), which is paradoxically associated 

with potentially life-threatening arterial und venous occlusions. The disease is caused by the  

formation of platelet-activating antibodies of the immunoglobulin G (IgG) class. These anti-

bodies are directed against complexes of the platelet protein platelet factor 4 (PF4) and hepa-

rin. The underlying B-cell-mediated immunity is not a classical immune response and leads to 

an early and transient production of anti-PF4/heparin antibodies of the IgM and IgG class.  

In the present thesis, the B cells that are involved in the production of anti-PF4/heparin anti-

bodies were characterized in a mouse model. For this purpose, mice were systemically  

immunized with PF4/heparin complexes. The immune response was monitored by the detec-

tion of antibody production by a newly developed Fluid-phase ELISA. Complexes of recom-

binant mouse PF4 and heparin induced an early and transient antibody production, character-

istic for HIT in humans, occurs also in the mouse model. This immune response was specific 

for PF4/heparin complexes and could not be triggered by other non-specific stimuli such as 

tissue trauma or the model antigen ovalbumin. 

The detection of the B-cell population(s) secreting anti-PF4/heparin antibodies was enabled 

by the establishment of the cell-specific enzyme-linked immunosorbent spot tests (ELISPOT), 

which used the fluid phase principle – detection of PF4/heparin-antibody complexes in the 

fluid phase –. Different tissues/compartments (spleen, bone marrow, peritoneal cavity) of  

naive, non-immunized mice and PF4/heparin-immunized mice were examined with this assay 

for the presence of PF4/heparin-specific B cells. 

While in non-immunized mice only B cells were detected, which produced anti-PF4/heparin 

antibodies of the IgM class, in immunized mice both short-lived PF4/heparin-specific IgM 

(7%)- and IgG (25%)-secreting B cells were determined. In both cases the specific cells were 

located in the spleen. This tissue harbors follicular, marginal zone (Mz) and B1 B cells, 

whereby the spleen is the only survival niche for Mz B cells.  

The greatest fraction of antibody-secreting splenocytes are follicular B cells, which produce 

antibodies in a T cell dependent manner. As main source of the anti-PF4/heparin antibodies 

this cell population could be excluded since T cell-deficient mice treated with PF4/heparin 

produced anti-PF4/heparin antibodies. In contrast, normal mice lacking the spleen and
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thereby Mz B cells were no longer able to produce anti-PF4/heparin antibodies. This indicates 

that B1 cells alone are not sufficient to induce the specific immunity and that Mz B cells are 

necessary for the PF4/heparin-induced immune response.  

The mechanism that triggers the activation of the PF4/heparin-specific Mz B cells is not 

known in detail, yet. However, in this thesis it was shown that an in vitro stimulation of  

B cells with mitogens such as CpG and SAC led antigen-independently to the production of 

anti-PF4/heparin antibodies. This suggests that in addition to the antigen contact also other 

immune-stimulatory factors are involved in the induction of the immune response against 

mouse PF4/heparin complexes. 
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8 Anhang  

 

Abbildung 8.1: Titrationsreihe von murinen anti-PF4/Heparin-Antikörperseren. 
Seren von Maus-PF4/Heparin-behandelten Mäusen (Tag 8; n=3) wurden bei unterschiedlichen 
Verdünnungen (1:100; 1:200; 1:400; 1:800; 1:1000; 1:2000; 1:4000) auf die Bindung von anti-
PF4/Heparin-IgG (A)- und -IgM (B)-Antikörpern gegen Maus-PF4/Heparin-Komplexe  
(M-PF4/UFH) mittels Fluid-Phase ELISA getestet. 
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Abbildung 8.2: Detektion der murinen PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen mittels Solid-Phase ELISPOT 
                           nach systemischer Immunisierung. 

Splenozyten, CD19+ B-Zellen des Knochenmarks und Suspensionszellen der Peritonealhöhle 
von nicht-immunisierten (Tag 0) und Maus-PF4/Heparin (M-PF4/UFH)-immunisierten Mäusen 
(Tag 6, 11, 15 und 29) wurde im Solid-Phase ELISPOT eingesetzt. Der Anteil der  
Pan-IgG/IgM-sezernierenden B-Zellen (Total: Reihe 1, 3 und 5; Zelldichte: 0,6x105 Zel-
len/Kavität) und PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen (Reihe 2, 4 und 6; Zelldichte: 1,3x105, 
5x105 und 10x105 Zellen/Kavität) wurde detektiert. 
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Abbildung 8.3: Anreicherung von Kompartiment-spezifischen Zellpopulationen. 
(A) Murine CD19+ B-Zellen des Knochenmarks wurden mit dem Mouse CD19 Positive Selec-
tion Kit angereichert. Der Anteil der IgG-sezernierenden Knochenmarkzellen wurde vor (links; 
Zelldichte: 8x104 Zellen/Kavität) und nach der Selektion (rechts; Zelldichte: 8x104 Zel-
len/Kavität) im Solid-Phase ELISPOT detektiert.  
(B) Suspensionszellen der Peritonealhöhle wurden mit (oben) bzw. ohne (unten) die adhärenten 
peritonealen Zellen (Zelldichte: 6x104 Zellen/Kavität) für die Detektion von IgG- und IgM-
sezernierenden B-Zellen im Solid-Phase ELISPOT verwendet. Die Suspensionszellen wurden 
durch die Inkubation der peritonealen Zellen für 1 h bei 37°C angereichert.  
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Abbildung 8.4: Detektion der murinen PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen mittels Fluid-Phase ELISPOT  
                           nach systemischer Immunisierung. 

Milzzellen, Knochenmarkszellen und Suspensionszellen der Peritonealhöhle von nicht-
immunisierten (Tag 0) und Maus-PF4/Heparin (M-PF4/UFH)-immunisierten Mäusen (Tag 6, 
11, 15 und 29) wurde im Fluid-Phase ELISPOT eingesetzt. Der Anteil der Pan-IgG/IgM-
sezernierenden B-Zellen (Total: Reihe 1, 3 und 5; Zelldichte: 1,3x105 Zellen/Kavität) und 
PF4/Heparin-spezifischen B-Zellen (Reihe 2, 4 und 6; Zelldichte: 2,5x105 Zellen/Kavität) wurde 
detektiert. 
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Abbildung 8.5: Versuchsablauf der Maus-PF4/Heparin-Immunisierung von splenektomierten Mäusen 
                             und die Auswirkung auf einzelne B-Zell-Populationen.  

(A) Die Immunisierung von splenektomierten Mäusen mit Maus-PF4/Heparin begann am Tag 
der Splenektomie (a.) oder sechs Tage nach der Splenektomie (b.). Anschließend wurde zu  
unterschiedlichen Zeitpunkten (1 Tag = erster Tag der Injektion) Serum gewonnen und im  
Fluid-Phase ELISA auf anti-PF4/Heparin-Antikörper getestet.  
(B) Peritoneale Zellen von unbehandelten Mäusen (links) und splenektomierten Mäusen (Tag 
6; rechts) wurden mit den anti-Maus-Antikörpern B220-PB, CD3ε-PerCP/Cy5.5, CD23-PE, 
CD21-FITC, CD5-AF647 und CD11b-BV605 gefärbt. Repräsentative Dot-Plots der durch-
flusszytometrischen Messungen von B220+ B-Zellen geben die prozentualen Anteile der  
Fo-B-Zellen (Fo; obere Reihe), B1-Zellen (B1; oberer Reihe) sowie B1a- und B1b-Zellen  
(untere Reihe; absolute Anzahl an B1a-Zellen: Unbehandelt, 3,6x105 vs. Splenektomie (Tag 
6), 0,7x105; absolute Anzahl an B1b-Zellen: Unbehandelt, 2,2x105 vs. Splenektomie (Tag 6), 
1,1x105) an. 
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Abbildung 8.6: β/δ TCR-/--Mäuse bilden keine T-Zellen.  
Im Anschluss an die Isolierung von peripheren Blutzellen von Wildtypmäusen (links) und  
β/δ TCR-/--Mäusen (rechts) wurden die Zellen mit den anti-Maus-Antikörpern B220-PB und 
CD3ε-PerCP/Cy5.5 gefärbt. Repräsentative Dot-Plots der durchflusszytometrischen Messungen 
zeigen die B- und T-Zellen. 
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Abbildung 8.7: In vitro Kultivierung von Zellen unterschiedlicher muriner Kompartimente. 

(A-C) Zum Zeitpunkt Tag 0 wurden 1x106 Zellen der Milz (A), des Knochenmarks (B) und der 
Peritonealhöhle (C) für die in vitro Kultur eingesetzt. An den Tagen 2, 3, 4 und 6 der Kultivie-
rung wurde die Zelldichte [%] bestimmt.  
(D) Die Auswirkung unterschiedlicher Mitogenkombinationen (CpG, PWM, SAC; CpG, PWM; 
CpG, SAC; PWM, SAC; SAC) auf die Aktivierung von Splenozyten einer nicht-immunisierten 
Maus wurde mittels Solid-Phase ELISPOT getestet. Hierbei wurde eine Zelldichte von 10x103 
Zellen/Kavität für die Detektion der IgG-sezernierenden B-Zellen (oben) und 0,6x103 Zel-
len/Kavität für die Detektion der IgM-sezernierenden B-Zellen (unten) eingesetzt.  
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Abbildung 8.8: B-Zellanreicherung durch das Mouse B Cell Enrichment Kit führt zum Verlust der 

     CD11b+ peritonealen B-Zellen. 
(A) Die B220+ B-Zellen der nicht-angereicherten (links) und angereicherten (rechts) peri-
tonealen Zellen wurden mit den anti-Maus-Antikörpern B220-PB, CD3ε-PerCP/Cy5.5 und 
Ly6G/C-PerCP/Cy5.5 sowie 7-AAD definiert.  
(B) Der Anteil der CD11b+ B-Zellen der nicht-angereicherten (links) und angereicherten 
(rechts) peritonealen B220+CD23-CD21- B-Zellen wurden anhand der anti-Maus-
Antikörper CD5-AF647 und CD11b-BV605 identifiziert. Der prozentuale Anteil der 
CD11b+ Zellen an der Gesamtpopulation der B-Zellen wurde in Form von repräsentativen 
Dot-Plots angegeben.  
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Abbildung 8.9: Anreicherung der Pan-B-Zellen der Milz und der Peritonealhöhle.  
(A, B) Nicht-angereicherte Splenozyten (A) und angereicherte Splenozyten (B) wurden mit den 
anti-Maus-Antikörpern B220-PB, CD3ε-PerCP/Cy5.5 und Ly6G/C-PerCP/Cy5.5 sowie 7-AAD 
eingegrenzt. Die vitalen B220+CD3ε-Ly6G/C- B-Zellen wurden mit den Markern CD23-PE und 
CD21-FITC in die Subpopulationen Fo- und Mz- und B1-B-Zellen unterteilt. Der prozentuale 
Anteil der Pan-B-Zellen an der Gesamtpopulation (1.) sowie der einzelnen B-Zellpopulationen 
der Pan-B-Zellen (2.) wurde in Form von repräsentativen Dot-Plots angegeben.  
(C, D) Die B220+ Zellen von nicht-angereicherte peritoneale Zellen (C) und angereicherte peri-
toneale Zellen (D) wurden wie unter (A, B) beschrieben ausgewählt (1.) und in die Subpopulati-
onen Fo- und B1-Zellen (2.) unterteilt. Bei den B1-Zellen wurde mit den Markern CD5-AF647 
und CD11b-BV605 zwischen den B1a- und B1b-Zellen unterschieden (3.). 
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