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1. Zusammenfassung  

Ein Einfluss von regulatorischen T-Zellen (Tregs) auf die Pathogenese der Arthritis 

wurde in vielen Tiermodellen beobachtet, dennoch ist das Wissen über Tregs und 

ihre Funktion in vivo lückenhaft. Die Rolle der Tregs sollte daher im Modell der 

G6PI-induzierten Arthritis eingehender analysiert werden.  
 

Um den Einfluss der Tregs auf die G6PI Arthritis in vivo untersuchen zu können, 

wurden die CD25 positiven Tregs mit einem entsprechenden Antikörper (PC61) 

depletiert. Diese Depletion führte zu einer Exazerbation und Chronifizierung der 

Arthritis, während in Kontrolltieren eine spontane Remission der Erkrankung nach 30 

Tagen beobachtet wurde. Nur in den depletierten Tieren waren am Ende der 

Untersuchungen in den betroffenen Gelenken Destruktionen und Ankylosen 

nachweisbar. Zur Klärung der zugrunde liegenden Mechanismen wurde in weiteren 

Experimenten der Treg Einfluss auf die humorale und zelluläre Immunantwort in Milz 

und drainierenden Lymphknoten untersucht.  

Mit durchflusszytometrischen Messungen wurde der prozentuale Anteil BrdU+ Zellen 

bestimmt, wodurch die Proliferation von T- und B-Zellen in vivo analysiert werden 

konnte. Die zusätzliche Färbung von Foxp3 ermöglichte die Unterteilung der CD4+ T-

Zellen in Foxp3- Effektor-T-Zellen (Teffs) und Foxp3+ Tregs. Detailliertere Analysen 

der zellulären Immunantwort wurden mit durchflusszytometrischen Unterschungen 

der Expression von Oberflächenmolekülen und der Sekretion von Zytokinen 

durchgeführt. Es zeigte sich, dass passend zu den beobachteten klinischen Effekten 

nach Depletion deutlich mehr Teffs proliferierten als in der Kontrollgruppe. Zudem 

produzierten diese Effektorzellen größere Mengen IL-17, das von entscheidender 

Bedeutung für die Arthritisinduktion war. In Übereinstimmung damit fand sich bei 

Analyse der Expression kostimulatorischer Moleküle, wie beispielsweise ICOS, ein 

stärkerer Aktivierungszustand der Teffs in depletierten Tieren.  

Bei Analyse der humorale Immunantwort ergab sich keine deutlich verstärkte 

Proliferation der B-Zellen nach Depletion. Mit Hilfe von ELISA-Messungen konnte 

allerdings im Vergleich zu Kontrolltieren ein starker Anstieg der antigenspezifischen 

Immunglobulinproduktion während des Krankheitsverlaufes gefunden werden. 

Die Untersuchung der Treg Population ergab einige bemerkenswerte Ergebnisse. So 

zeigten BrdU Experimente, dass sowohl in depletierten als auch in Kontrolltieren die 

Tregs bereits während der Induktionsphase der Erkrankung stark proliferierten. Diese 
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Proliferation trat nach Depletion verstärkt auf, so dass bereits zum Höhepunkt der 

Arthritis kein deutlicher Unterschied in der Frequenz Foxp3+ Zellen zwischen beiden 

Gruppen mehr nachweisbar war. Passend zur diesen Daten ergab die Analyse der 

Expression von Oberflächenmolekülen einen verstärkten Aktivierungszustand der 

Tregs nach Depletion.  
 

Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass Tregs eine wichtige Rolle in der 

Limitierung der G6PI Arthritis spielen. Nach Depletion wurden bereits zu Beginn der 

Erkrankung massiv proliferierende und stark aktivierte Tregs nachgewiesen, die 

allerdings Exazerbation und Chronifizierung der Arthritis nicht verhindern konnten. 

Meine Ergebnisse lassen vermuten, dass Tregs bereits zum Zeitpunkt der Induktion 

einer Immunanwort in ausreichender Frequenz vorhanden sein müssen, um eine 

suppressive Wirkung zu gewährleisten. Die bloße Anwesenheit aktivierter und 

proliferierender Tregs würde demnach keine Schlussfolgerung auf ihre Funktionalität 

erlauben.  

Diese Untersuchungen könnten Pathogenesevorgänge der Rheumatoiden Arthritis 

erklären, denn in Gelenken von RA-Patienten konnten solche scheinbar 

„hyperaktivierten“ Tregs nachgewiesen werden.  
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2. Einleitung  

2.1. Die Rheumatoide Arthritis 

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist mit einer Häufigkeit von 0,5 bis 1 % der 

Bevölkerung westlicher Industrienationen die häufigste entzündlich-rheumatische 

Erkrankung. Sie kann zwischen dem 3. und 80. Lebensjahr auftreten mit einem 

Gipfel in der 5. Lebensdekade. Frauen sind zwei bis dreimal häufiger betroffen als 

Männer (zusammengefasst in Alamanos und Drosos 2005). Typisch für die RA ist ein 

schubförmiger Verlauf mit symmetrischem Befall der Gelenke. Prädilektionsstellen 

sind dabei Handgelenke, Metacarpophalangeal (MCP)- und Metatarsophalageal-

gelenke (MTP), sowie die proximalen Interphalagealgelenke (PIP) an Hand und Fuß, 

die distalen Interphalagealgelenke (DIP) bleiben meist ausgespart. Im späteren 

Verlauf können auch weitere Gelenke betroffen sein (Lee und Weinblatt 2001). Erste 

klinische Zeichen der Erkrankung sind Schmerzen und Morgensteifigkeit der 

Gelenke, später kommt es aufgrund von Umbauvorgängen am Gelenk und den 

periartikulären Strukturen zu Deformitäten und Versteifungen bis zum kompletten 

Verlust der Gelenksfunktion (Abb. 1). Extraartikuläre Manifestationen, wie 

Rheumaknoten, Nieren- und Gefäßbeteiligungen, sind häufig bei RA zu finden (Lee 

und Weinblatt 2001) und gehen mit einer erhöhten Morbitität und Mortalität einher 

(Turesson et al. 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Gelenksdestruktionen bei Rheumatoider Arthritis. Nach langjährigem chronischen Verlauf 
der Erkrankung können typische Veränderungen an den betroffenen Gelenken auftreten. Durch 
Destruktion der Handwurzelknochen und Subluxation der MCP-Gelenke kommt es zur Ulnardeviation 
der Hände. Schäden an Gelenkskapseln und an den Strecksehnen führen zu den sogenannten 
Schwanenhals- und Knopflochdeformitäten der Finger. Im Röntgenbild sind vergleichend 
Knochendestruktionen und Deformierungen betroffener Gelenke dargestellt (Quellen: NIH, Steiner 
und Smolen, 2003) 
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Sowohl Ursache als auch Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis sind bis heute 

nicht vollständig geklärt (Überblick in Firestein 2003, McInnes und Schett 2007). 

Histologisch findet man während der Entzündung der Synovialmembran einen 

aggressiven Pannus, der neben T- und B-Zellen auch neutrophile Granulozyten und 

Makrophagen enthält. Des Weiteren kommt es durch die Proliferation von 

Synoviozyten und Synovialmakrophagen, den Effektorzellen der RA, zu einer 

Hyperplasie der inneren Synovialmembran.  

Welche Prozesse zum Beginn der entzündlichen Reaktionen im Gelenk führen, ist 

unklar. Diskutiert wird beispielsweise eine Aktivierung von Makrophagen und 

neutrophilen Granulozyten durch Immunkomplexe aus Anitkörpern und 

gelenkspezifischen Antigenen oder durch bakterielle Antigene (van der Heijden et al. 

2000). Denkbar wäre auch eine Aktivierung des Komplementsystems durch 

Immunkomplexe (Neumann et al. 2002). Aktivierte Zellen des angeborenen 

Immunsystems sezernieren eine Reihe proinflammatorischer Zytokine, wie IL-1, IL-6, 

IL-15, IL-18, TNF-α und GM-CSF (McInnes und Liew 2005). Eine wichtige Rolle in 

den entzündlichen Prozessen spielen T-Zellen, denn die Behandlung mit einem anti-

CTLA-4 Antikörper führt zur deutlichen Besserung der klinischen Symptomatik 

(Kremer et al. 2003, Smolen et al. 2007). Die Assoziation der Erkrankung mit einigen 

MHCII Haplotypen spricht ebenfalls für eine wichtige Rolle von T-Zellen 

(zusammengefasst in Weyand et al. 1998, Jawaheer et al. 2002). Diese 

autoreaktiven T-Zellen könnten im Gelenk durch die Sekretion von Zytokinen wie 

IFN-γ und IL-17 (siehe 2.3.1) die entzündlichen Prozesse vorantreiben. Sie führen 

zur Aktivierung von Synoviozyten, die durch die Sekretion degradierender Enzyme, 

wie beispielsweise Matrixmetalloproteinasen (MMP), die Destruktion von Knochen 

und Knorpel auslösen (Huber et al. 2006). Autoantikörper gegen gelenksspezifische 

Antigene sind bekannt (Bugatti et al. 2007), in ungefähr 70 % aller RA-Patienten sind 

gegen IgG1 gerichtete IgM Antikörper, sogenannte Rheumafaktoren (RF), 

nachweisbar (Franklin et al. 1957). Daneben sind gegen citrullinierte Peptide 

gerichtete Antikörper (anti-CCP) bekannt.  Der Nachweis von RF und anti-CCP 

Antikörpern ist ein wichtiges diagnostisches Kriterium für die RA (Rantapää-Dahlqvist 

et al. 2003). Für die  Bedeutung von B-Zellen sprechen die deutlichen 

therapeutischen Effekte nach Behandlung mit dem anti-CD20 Antikörper Rituximab 

(Edwards et al. 2004, Cohen et al. 2006). Diskutiert werden neben der 
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Antikörperproduktion auch eine Reihe weiterer antikörperunabhängiger 

B-Zellfunktionen (Bugatti et al. 2007).  

 

Die Therapie der Rheumatoiden Arthritis ist symptomatisch, eine Heilung ist derzeit 

nicht möglich. Daher sind die Ziele der Therapie eine Unterdrückung der Entzündung 

und der destruktiven Prozesse im Gelenk bei gleichzeitigem Erhalt der 

Gelenkfunktion und möglichst großer Mobilität des Patienten. Neben den 

Basistherapeutika (DMARDs) finden auch NSAR und Kortikosteroide in der Therapie 

der RA Anwendung. Neuere Therapieansätze bieten die sogenannten Biologicals, 

zumeist blockierende monoklonale Antikörper, die gegen verschiedene Strukturen 

und Mediatoren des Immunsytems gerichtet sind. Allerdings treten bei dieser extrem 

teuren Behandlung häufiger durch Infektionen bedingte Komplikationen auf. 

Gegenstand zukünftiger Forschung sollte es daher sein, die Ätiologie der RA besser 

zu verstehen, um eine gezieltere Therapie zu ermöglichen. Einen Überblick über 

derzeitige und zukünftige Therapieansätze gibt Smolen und Steiner (Smolen und 

Steiner 2003, Smolen et al. 2007). 

 

2.2. Tiermodelle der Rheumatoiden Arthritis 

2.2.1. Die G6PI-induzierte Arthritis 

Es gibt eine Vielzahl von etablierten Tiermodellen, die sich mit der Entschlüsselung 

der Pathogenese der RA beschäftigen. Die Glukose-6-Phopshat Isomerase (G6PI) 

induzierte Arthritis stellt ein neueres Modell dar, bei dem ein ubiquitär vorkommendes 

Enzym in genetisch nicht veränderten Tieren eine organspezifische 

Autoimmunerkrankung auslöst (Schubert et al. 2004). 

DBA/1 Mäuse werden mit G6PI in komplettem Freund’schen Adjuvanz (CFA) 

subkutan am Schwanzansatz immunisiert. Die Mäuse entwickeln mit einer Inzidenz 

von 100 % einen stets gleich bleibenden Verlauf der Arthritis. Am 9. Tag nach 

Immunisierung zeigen sich erste Zeichen der Entzündung in Form von Rötung und 

Schwellung. Das Maximum der Erkrankung liegt zwischen Tag 14 und 15 und klingt 

bis zum Tag 30 ab. Es sind vor allem die Sprunggelenke der Vorder- und 

Hinterpfoten, sowie Metacarpal- bzw. Metatarsal- und Interdigitalgelenke betroffen. 

Histologisch findet sich ein massiver Pannus der Synovialmembran, sowie starke 

Knochen- und Knorpeldestruktionen.  
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Untersuchungen zeigen, dass in der G6PI Arthritis T-Zellen und B-Zellen eine 

wichtige Rolle spielen. Im Gegensatz zu anderen etablierten Modellen, findet man 

einen deutlich stärkeren Einfluss von CD4+ T-Zellen. So zeigen Experimente mit 

einem depletierenden  anti-CD4 Antikörper, dass CD4+ T-Zellen nicht nur in der 

Induktionsphase, sondern auch in der Effektorphase eine entscheidende Rolle 

spielen (Schubert et al. 2004). Ein Zusammenhang mit den MHCII Haplotypen H2q 

und H2p konnte gezeigt werden (Bockermann et al. 2005).  

Bei der Untersuchung der B-Zellen findet man schon früh eine starke Produktion von 

Antikörpern aller Subklassen gegen G6PI. Am stärksten ist IgG1 vertreten. Es konnte 

bisher durch Transfer von Serum oder verschiedener Antikörperkombinationen keine 

Arthritis in Empfängermäusen ausgelöst werden (Schubert et al. 2004), was in 

einigen anderen Arthritismodellen möglich ist. Für eine Beteiligung von B-Zellen 

spricht jedoch, dass in µMT-Mäusen, die keine B-Zellen besitzen, eine Arthritis nicht 

ausgelöst werden kann (Bockermann et al. 2005). Auch der Verlust von FcγR wirkt 

sich protektiv auf die G6PI Arthritis aus (Schubert et al. 2004).  

Obwohl eine Publikation die Bedeutung von G6PI als RA-Autoantigen postulierte 

(Schaller et al. 2001), konnten detailliertere Folgestudien dies nicht bestätigen 

(Schubert et al. 2002, Matsumoto et al. 2003, Kamradt und Schubert 2005). Die G6PI 

Arthritis bietet einige Vorteile für die Untersuchung pathogenetischer Mechanismen 

der Rheumatoiden Arthritis: Man findet einen vergleichbaren Gelenksbefall und ein 

ähnliches histologisches Bild wie in der RA, zudem bietet die einfache Handhabung 

und der stets gleiche Verlauf der Arthritis gute Untersuchungsmöglichkeiten.  

Im Gegensatz zu einigen anderen Modellen scheinen CD4+ Zellen in der 

Pathogenese der G6PI Arthritis eine große Rolle zu spielen. Die spontane Remission 

der Erkrankung und erste Vorarbeiten geben Hinweise, dass regulatorische T-Zellen 

von Bedeutung sein könnten. Daher ist dieses Modell sehr gut für die Untersuchung 

von CD4+ Effektorzellen und CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen geeignet.  

 

2.2.2. Andere Tiermodelle der Rheumatoiden Arthritis  

Es gibt eine Vielzahl weiterer Tiermodelle, in denen eine der RA ähnlichen Arthritis 

ausgelöst werden kann (zusammengefasst in Tabelle 1). Die Arthritis wird in den 

Tieren auf unterschiedliche Art induziert oder die Tiere erkranken spontan aufgrund 

genetischer Modifikationen. 
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Tab.1: Übersicht verschiedener Arthritismodelle 
 

 

Substanzvermittelt 

Modell Referenz 

G6PI G6PI Arthritis (Schubert et al. 2004) 

CII Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) (Courtenay et al. 1980) 

mBSA Antigen-induzierte Arthritis (AIA) (Brackertz et al. 1977) 

Streptokokken Zellwand Streptokokken-Zellwand-Arthritis (Koga et al. 1985) 

Genetisch   

Kreuzung K/BxN (Kouskoff et al. 1996) 

Mutation SKG (ZAP 70) (Sakaguchi et al. 2003) 

 MRL-lpr (Hang et al. 1982) 

 gp130 (Atsumi et al. 2002) 

Transgen TNF-α (Keffer et al. 1991) 

 IL-1 (Niki et al. 2001) 

 HTLV-1 (Iwakura et al. 1991) 

Knock-out IL-1R Antagonist (IL-1Ra) (Horai et al. 2000) 

 

Eine Möglichkeit der Induktion besteht in der Immunisierung der Mäuse mit einem 

speziellen Antigen. Dies wurde zuvor bereits für die G6PI Arthritis beschrieben, das 

bekannteste Beispiel ist aber die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) (Cho et al. 2007). 

Nach Immunisierung suszeptibler Mausstämme mit Kollagen II (CII) in Freund’schem 

Adjuvanz wird eine Arthritis induziert (Courtenay et al. 1980). Nachteile dieses 

Modells sind das Fehlen eines einheitlichen Protokolls für die Induktion und der 

variable Krankheitsbeginn. Die B-Zellen sind von entscheidender Bedeutung in der 

CIA, ein Transfer von Serum aus erkrankten Tieren kann in nicht-suszeptiblen 

Stämmen ebenfalls eine Arthritis auslösen (Stuart und Dixon 1983, Englert et al. 

1986, Holmdahl et al. 1990). Allerdings kann ohne die für die „B-Zellhilfe“ wichtigen 

CD4+ T-Zellen keine Arthritis induziert werden.  Experimente zeigten, dass durch die 

frühzeitige Behandlung mit einem T-Zellspezifischen Antiserum (Brahn und Trentham 

1984) oder einem depletierenden anti-CD4 Antikörper (Ranges et al. 1985) die 

Entwicklung einer Arthritis verhindert wurde. Auch das Komplementsystem (Morgan 

et al. 1981, Reife et al. 1991) und Fcγ-Rezeptoren (Kleinau et al. 2000) spielen in der 

Pathogenese der CIA eine wichtige Rolle.  
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Durch verschiedene genetische Manipulationen kann eine Arthritis induziert werden, 

wodurch die beteiligten Mechanismen näher untersucht werden können. So kann 

beispielsweise durch die transgene Überexpression von humanem TNF (Keffer et al. 

1991), IL-1 (Niki et al. 2001) oder durch Ausschalten des IL-1Ra (Horai et al. 2000), 

einem antagonistischen Rezeptor von IL-1, in Mäusen eine Arthritis induziert werden. 

Eine Mutation von gp130, einem transmembranen Rezeptorteil, erhöht die 

Sensitivität gegenüber dem proinflammatorischen Zytokin IL-6 (Atsumi et al. 2002) 

und löst eine Arthritis aus. Diese Modelle spiegeln die Bedeutung unterschiedlicher 

Zytokine für die Entwicklung der Arthritis wider. Neben diesen induzierbaren 

Arthritiden gibt es auch Modelle in denen sich eine Arthritis spontan entwickelt. Auf 

die Bedeutung von T-Zellen verweist ein Modell in SKG Mäusen. Eine Mutation von 

ZAP-70, einem wichtigen Molekül in der Signaltransduktion von T-Zellen, führt zur 

Entwicklung einer chronischen Arthritis (Sakaguchi et al. 2003). Das bekannteste 

Modell einer spontanen Arthritis ist das K/BxN-Modell: Mäuse mit einem transgenen 

T-Zellrezeptor (TZR), der kreuzreaktiv für ein G6PI Epitop ist, werden mit NOD 

Mäusen gekreuzt. Diese weisen ein besonderes MHCII Allel auf, in dessen Kontext 

das Antigen den transgenen T-Zellen präsentiert werden muss, damit die Tiere 

innerhalb von 4 bis 5 Wochen nach der Geburt eine schwere, chronische Arthritis 

entwickeln.  Werden CD4+ T-Zellen frühzeitig mit einem anti-CD4 Antikörper 

blockiert, entwickelt sich erst nach Absetzen der Behandlung eine Arthritis (Kouskoff 

et al. 1996). Dass B-Zellen eine zentrale Rolle in der Pathogenese spielen, zeigt das 

Fehlen von Arthritiszeichen in B-Zelldefizienten K/BxN/µMT-Mäusen (Kouskoff et al. 

1996). K/BxN Mäuse entwickeln hohe Antikörpertiter gegen G6PI. Der Transfer von 

Serum oder Antikörperkombinationen aus erkrankten Tieren reicht aus, um eine 

Arthritis in Empfängermäusen zu induzieren (Korganow et al. 1999). Dies spricht für 

eine wichtige Rolle von Antikörpern in der Entstehung der Arthritis. Auch FcγR (Corr 

und Crain 2002, Ji et al. 2002), Komplement (Ji et al. 2002) und neutrophile 

Granulozyten (Wipke et al. 2004) sind für die Pathogenese unerlässlich. An diesem 

Modell kann man vor allem die Rolle von B-Zellen und Antikörpern für die 

Arthritisentstehung näher untersuchen. Die zahlreichen Antikörper, die man beim 

Menschen finden kann (Rheumafaktoren, anti-CCP) und die erfolgreiche anti-CD20 

Behandlung sprechen für die Rolle von B-Zellen in der RA-Pathogenese (Edwards et 

al. 2004, Cohen et al. 2006). 
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Wie in der Vielzahl von Tiermodellen gezeigt wurde, spielen unterschiedliche 

Mechanismen und Zellpopulationen in der Pathogenese eine Rolle. Denkbar wäre, 

dass bei Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises einzelne Mechanismen 

unterschiedlich stark beteiligt sind.  Die Möglichkeit, in den verschiedenen Modellen 

Einzelaspekte der Arthritispathogenese zu untersuchen, ermöglicht eine Erweiterung 

des Verständnisses der RA und eine Entwicklung neuer Therapieansätze.  

 

2.3. CD4+ T-Zellen in der Pathogenese der Rheumtoiden Arthritis 

Für die Entwicklung von T-Zellvermittelten Immunantworten ist die Aktivierung und 

Proliferation der T-Zellen von entscheidender Bedeutung. Neben der 

Antigenerkennung am TZR sind zusätzlich Rezeptorbindungen von 

kostimulatorischen Molekülen und Zytokinen erforderlich. Durch diese Signale wird 

eine Reihe biochemischer Prozesse induziert, wodurch die T-Zellen proliferieren und 

sich in Effektorzellen (Teffs) differenzieren. Im Zuge dieser Abläufe werden 

zahlreiche Moleküle, welche Homing, Aktivierung und Überleben der Zellen 

vermitteln, auf der Zelloberfläche exprimiert (Frauwirth und Thompson 2002, 

McKinstry et al. 2007). Aufgrund ihrer spezifischen Expression können diese 

Moleküle für die Charakterisierung verschiedener T-Zellpopulationen genutzt werden. 

Einige dieser Moleküle sollen im Folgenden kurz beschrieben werden. CD62L 

(L-Selektin) ist ein Molekül, das überwiegend auf naiven T-Zellen exprimiert wird. Es 

ist verantwortlich für die Einwanderung in sekundär-lymphatische Organe über HEVs 

(Manolios et al. 1991). Nachdem in diesen Organen die antigenspezifische 

Aktivierung der T-Zellen erfolgt ist, wird CD62L von der Oberfläche abgespalten 

(Yang et al. 2006, Latham et al. 2005). Im Gegensatz dazu werden auf aktivierten 

T-Zellen andere Moleküle, beispielsweise Chemokinrezeptoren wie CCR6 exprimiert, 

die eine Auswanderung in das entzündete Gewebe ermöglichen (Hirota et al. 2007b). 

Zusätzlich können auf der Oberfläche weitere Moleküle nachgewiesen werden, die 

über die entsprechenden Bindungen eine Verstärkung der T-Zellaktivierung 

vermitteln. Dazu zählen unter anderem CD69 (Sancho et al. 2005, Latham et al. 

2005) und CD134 (OX40) (Sugamura et al. 2004, Horai et al. 2004). Auch die zur 

B7-Rezeptorfamilie gehörenden Moleküle ICOS und PD-1 werden verstärkt auf 

aktivierten T-Zellen exprimiert. Durch ICOS Stimulation kann die T-Zellspezifische 

Zytokinproduktion verstärkt werden. In verschiedenen Tiermodellen zu Arthritis, MS 
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und Diabetes wurde die Rolle von ICOS in der Pathogenese untersucht 

(zusammengefasst in Greenwald et al. 2005). Beispielsweise kann in der CIA durch 

Blockade der ICOS-ICOSL Interaktion die Erkrankung deutlich gemildert werden 

(Iwai et al. 2002). ICOS-/- Mäuse zeigen keinerlei Zeichen einer Erkrankung (Nurieva 

et al. 2003). Das zur gleichen Familie gehörende Molekül PD-1 ist im Gegensatz 

dazu an der Abschaltung von Immunantworten beteiligt, wie aus dem 

autoimmunähnlichen Phänotyp von PD-1-/- Mäusen geschlossen werden konnte 

(Okazaki und Honjo 2006, Keir et al. 2007).  

 

Neben der Expression von Oberflächenmolekülen können T-Zellen auch durch die 

Produktion von Effektorzytokinen charakterisiert werden. Schon vor über 20 Jahren 

wurde postuliert, dass Teffs, basierend auf ihrem Zytokinprofil, in  Th1 und Th2 

Zellen eingeteilt werden können (Mosmann et al. 1986). Th1 Zellen produzieren 

vorrangig IFN-γ und sind an der Abwehr intrazellulärer Erreger beteiligt. Th2 Zellen 

sind durch die Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 gekennzeichnet und spielen bei 

der Abwehr parasitärer Infektionen eine Rolle. Allerdings kann sich die adaptive 

Immunabwehr auch nachteilig auf den Organismus auswirken, denn diese Zellen 

sind auch für die Entstehung von Autoimmunität (Th1) und Allergien (Th2) 

verantwortlich (Steinman 2007, Bettelli et al. 2007b). Inzwischen konnten weitere 

Subpopulationen mit distinkten Effektorfunktionen beschrieben werden (Übersicht in 

Abb. 2), dazu zählen die follikulären Th Zellen (Tfh), die für die „B-Zellhilfe“ in den 

Keimzentren der sekundär-lymphatischen Organe zuständig sind (Reinhardt et al. 

2006), sowie die im Folgenden ausführlicher beschriebenen Th17 Zellen und Tregs.  
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Abb. 2: Vereinfachtes Schema der verschiedenen CD4

+
 T-Zellsubpopulationen. Bislang wurden 

die fünf hier gezeigten T-Helferzellpopulationen in vivo beschrieben, Grundlage für die Inhalte dieser 
Abbildung ist der derzeitige Kenntnisstand. Soweit bekannt, sind auslösende Trigger und die 
entsprechenden APC-Rezeptoren aufgeführt. Aktivierte APCs sezernieren ein variables Muster 
unterschiedlicher Zytokine, wodurch sich aus naiven T-Zellen die verschiedenen Subpopulationen 
entwickeln. Die induzierenden Zytokine sind schwarz dargestellt, während hemmende Zytokine rot 
abgebildet sind (ret.acid = retinoic acid). Die charakterisierenden Transskriptionsfaktoren der T-
Zellpopulationen sind jeweils im Zellkern angegeben. Die für die Funktion wichtigen Effektorzytokine 
sind unterhalb der unterschiedlichen Th Zellen aufgelistet. Inhalte aus: (Laurence et al. 2007, 
Stockinger und Veldhoen 2007, Bettelli et al. 2007b, Kleinschek et al. 2007, Collison et al. 2007, 
Niedbala et al. 2007, Brüstle et al. 2007, Jankovic und Trinchieri 2007, Wan und Flavell 2007, 
Chackerian et al. 2007, LeibundGut-Landmann et al. 2007, Mucida et al. 2007). 

 

2.3.1. Die Th17 Zellen 

Die Th17 Zellen werden durch die Produktion von IL-17 charakterisiert, wobei neben 

verschiedenen IL-17 Formen (Kolls und Linden 2004) auch TNF-α, GM-CSF (Infante-

Duarte et al. 2000) IL-21 (Bettelli et al. 2007a) und IL-22 (Liang et al. 2006) gebildet 

werden. Unter in vitro Kulturbedingungen induziert die Kombination von TGF-β und 

IL-6 die Generierung von Th17 Zellen (Veldhoen et al. 2006, Mangan et al. 2006, 

Bettelli et al. 2006), während der Zusatz von  IL-2  zu dieser Kombination die 

Entstehung von Th17 Zellen blockiert (Laurence et al. 2007). Für die Stabilität der 

Th17 Zellen wird IL-23 benötigt (Bettelli et al. 2007a), während IL-27 die Produktion 

von IL-17 limitiert (Korn et al. 2007a). Auch IFN-γ blockiert die Funktion der Th17 
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Zellen, was zahlreiche Beschreibungen der Exazerbation von 

Autoimmunerkrankungen in IFN-γ-/- und IFN-γR-/- Mäusen erklärt (zusammengefasst 

in Steinman 2007). Jüngste Publikationen zeigen, dass Th17 Zellen eine zentrale 

Rolle in der Pathogenese von Autoimmunmodellen, wie beispielsweise CIA und EAE, 

spielen (zusammengefasst in Steinman 2007, Weaver et al. 2007). Vor allem für 

Arthritismodellen ist die entscheidende Effektorfunktion von IL-17 bekannt. IL-17 

kann unter anderem die Expression von Wachstumsfaktoren und Chemokinen in 

Synoviozyten steigern und die Neubildung und Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten zum Gelenk fördern. Es führt zudem zur verstärkten Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1 und IL-6, sowie von 

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) in Synoviozyten, und trägt so entscheidend zur 

Knorpeldestruktion bei. Es hat einen positiven Einfluss auf die 

Osteoklastenneubildung und -aktivierung, was eine Zerstörung des Knochens zur 

Folge hat (zusammengefasst in Lubberts et al. 2005a, Weaver et al. 2007, Lubberts 

2007). 

IL-17 kann im Gelenk bei Patienten mit RA nachgewiesen werden (Chabaud et al. 

1998, Kotake et al. 1999, Ziolkowska et al. 2000), wobei der bloße Nachweis von IL-

17 noch keine Aussagen über die Rolle dieses Zytokins in der Pathogenese der RA 

zulässt. Untersuchungen in Arthritismodellen konnten in IL-17-/- Mäusen (Nakae et al. 

2003a) oder nach Blockade mit einem anti-IL-17 Antikörper (Lubberts et al. 2004, 

Koenders et al. 2005, Irmler et al. 2007) eine deutliche Besserung des klinischen 

Bildes zeigen. Wegen der detaillierten tierexperimentellen Beobachtungen könnte 

der Einsatz gegen Th17 Zellen in Zukunft einen wichtigen therapeutischen Ansatz 

darstellen. 

 

2.3.2.  Regulatorische T-Zellen (Treg) 

Eine der größten Leistungen des Immunsystems ist es, die Vielfalt pathogener 

Antigene zu erkennen und gleichzeitig Autoimmunreaktionen zu verhindern, also 

zwischen körperfremden und körpereigenen Antigenen zu unterscheiden. Es gibt 

eine Reihe wichtiger Mechanismen, die für die Entstehung dieser Selbsttoleranz von 

Bedeutung sind. Einer dieser Mechanismen ist die aktive Suppression autoreaktiver 

T-Zellen durch regulatorische T-Zellen. Erstmals postuliert wurde dies vor über 30 

Jahren, nachdem man zeigen konnte, dass eine Thymusentfernung bei Mäusen 3 
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Tage nach Geburt zu schweren Autoimmunerkrankungen führte (Überblick in 

Bonomo et al. 1995). Erst Mitte der 90’er Jahre wurden die regulatorischen T-Zellen 

durch Shimon Sakaguchi detaillierter untersucht. Dieser zeigte, dass CD4+ Zellen mit 

supprimierenden Eigenschaften  die α-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) exprimierten 

(Sakaguchi et al. 1995).  

In den letzten Jahren hat das Interesse und die Kenntnis um regulatorische T-Zellen 

stark zugenommen. Man unterteilt diese Zellen in natürlich vorkommende und 

adaptive regulatorische T-Zellen (Bluestone und Abbas 2003).  Unter den adaptiven 

regulatorischen Zellen werden verschiedene T-Zellpopulationen zusammengefasst, 

die durch unterschiedlichste Stimulationen generiert werden können (Wan und 

Flavell 2007, Shevach 2006). Inwieweit diese regulatorischen Zellpopulationen in 

vivo eine Rolle spielen, bleibt jedoch fraglich.  

Die natürlich vorkommenden CD4+CD25+Foxp3+ regulatorischen T-Zellen (im 

Folgenden als Tregs bezeichnet) werden im Thymus als eigenständige 

Subpopulation generiert (Bluestone und Abbas 2003, Itoh et al. 1999). Es wurde 

postuliert, dass das TZR-Repertoire der Tregs wesentlich stärker auf Autoantigene 

ausgerichtet ist als das von Teffs (Jordan et al. 2001, Hsieh et al. 2006, Hsieh et al. 

2004). Neuere Untersuchungen konnten unter den Tregs jedoch nicht mehr 

autoreaktive Zellen nachweisen als in anderen Zellpopulationen (Pacholczyk et al. 

2007). 

 

Charakterisierung von Tregs 

Lange Zeit war die Detektion der Tregs nur über die Expression von CD25 möglich. 

Dieses Molekül ist aber nicht spezifisch für Tregs, da es auch auf aktivierten Teffs 

vorkommt (Knoechel et al. 2005). Die Suche nach weiteren Markern zur spezifischen 

Charakterisierung der Tregs ist daher von großem Interesse. Einen großen 

Fortschritt brachte die Entdeckung des Transskriptionsfaktors Foxp3 (forkhead family 

transcription factor), welcher im Moment als Goldstandard in der Detektion 

regulatorischer T-Zellen gilt (Hori et al. 2003, Fontenot et al. 2003, Khattri et al. 

2003). Eine Mutation im Foxp3 Gen konnte bereits 2001 für scurfy-Mäuse 

nachgewiesen werden (Brunkow et al. 2001). Diese Tiere entwickeln 

Autoimmunreaktionen mit massiven Lymphozytenproliferationen, Entzündungen in 

Haut und Leber (Godfrey et al. 1991) und zeigen eine erhöhte Produktion 

proinflammatorischer Zytokine (Kanangat et al. 1996). Mehrere Arbeitsgruppen 
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konnten zeigen, dass Foxp3 vorrangig von CD4+CD25+ T-Zellen gebildet wird und 

eine entscheidende Bedeutung für die Stabilität und Funktion der Tregs hat (Hori et 

al. 2003, Fontenot et al. 2003, Khattri et al. 2003). Beispielsweise kann die 

Expression von CD25 durch retrovirale Transduktion von Foxp3 in CD4+CD25- 

T-Zellen induziert werden, zudem zeigen diese Zellen suppressive Eigenschaften 

(Hori et al. 2003, Fontenot et al. 2003). In Foxp3-/- Mäusen zeigt sich ein scurfy 

ähnlicher Phänotyp (Fontenot et al. 2003, Khattri et al. 2003). Auch in späteren 

Arbeiten konnte durch die induzierbare Depletion von Foxp3 ein vergleichbares Bild 

mit massiven autoimmunen Reaktionen ausgelöst werden (Lahl et al. 2007, Kim et 

al. 2007, Scott-Browne et al. 2007).  

Prinzipiell ist Foxp3 zur Detektion regulatorischer T-Zellen gut geeignet, da aber der 

Transskriptionsfaktor im Zellkern vorkommt und die Zellen zur Anfärbung 

permeabilisiert werden müssen, stehen sie für vitale Untersuchungen anschließend 

nicht mehr zur Verfügung. Einen neueren Ansatz zur Untersuchung von  vitalen 

Tregs bieten Foxp3-Knock-in Mäuse, bei denen die Foxp3 Expression mit der 

Synthese von GFP (green fluorenscent protein) gekoppelt wird. Folglich kann man in 

diesen Tieren die Tregs jederzeit in vivo sichtbar machen (Fontenot et al. 2005b).  

Die Funktion von Foxp3 ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen. Bereits bekannt 

ist, dass Foxp3 durch die Interaktion mit dem Transskriptionsfaktor NFAT, einem 

zentralen Regulator in der Aktivierung von T-Zellen, die Produktion von IL-2, IFN-γ 

und IL-4 unterdrückt (Bettelli et al. 2005) und die Expression von CD25 und CTLA-4 

auf den Tregs hochregulieren kann (Wu et al. 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Darstellung der Moleküle zur 
Charakterisierung von aktivierten Tregs. 
Gezeigt sind einige Moleküle die zur 
Charakterisierung der Tregs verwendet werden 
können. Das wichtigste Oberflächenmolekül ist 
CD25, die α-Kette des IL-2 Rezeptors. Die 
Kombination von CD25 und dem Folatrezeptor 
4 (FR4) ist eine Möglichkeit Tregs selektiv 
darzustellen. Die GITR Expression scheint sehr 
spezifisch für Foxp3+ Tregs zu sein. Für die 
Identifizierung von Tregs ist der 
Transskriptionsfaktor Foxp3 derzeit der 
Goldstandard. Eine Reihe weiterer Moleküle 
werden nach Aktivierung in unterschiedlichem 
Ausmaß auf der Oberfläche von Tregs 
gefunden. Inhalte aus: (Yi et al. 2006, 
Raimondi et al. 2006, Yamaguchi et al. 2007, 
Fontenot et al. 2005a). 
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Neben CD25 werden eine Reihe weiterer Oberflächenmoleküle wie CTLA-4, GITR 

und FR4, vorrangig auf Tregs exprimiert (Abb. 3).  

Für CTLA-4 wird eine wichtige Rolle in den Zellkontakt abhängigen, supprimierenden 

Mechanismen der Tregs vermutet. In CTLA-4–defizienten Mäusen, sowie nach 

Blockade von CTLA-4 in vivo, kommt es zur Entwicklung organspezifischer 

Autoimmunerkrankungen (Read et al. 2006, Liu et al. 2001). Ein denkbarer 

Effektormechanismus wäre die direkte Hemmung von Teffs durch die Kompetition 

von CTLA-4 und CD28 mit den Bindungspartnern CD80/86 (Paust et al. 2004). 

Zusätzlich könnte diese Bindung auch einen direkten modulierenden Einfluss auf den 

Aktivierungszustand der APCs vermitteln (Misra et al. 2004). Eine weitere Funktion 

von CTLA-4 ist die Beinflussung des Tryptophanstoffwechsels in APCs durch die 

Induktion des Enzyms IDO sein, was zur Deaktivierung von Teffs führen könnte 

(Fallarino et al. 2006). 

Im Gegensatz zu CTLA-4 hat GITR einen hemmenden Einfluss auf die Funktion der 

Tregs. Die Applikation eines agonistischen anti-GITR Antikörpers führt in vitro zu 

stärkeren Immunantworten (McHugh et al. 2002) und in vivo zur Unterdrückung der 

Suppressionsfähigkeit von Tregs (Shimizu et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, 

dass GITR selektiv auf CD25+Foxp3+ und CD25-Foxp3+ Zellen exprimiert wird. Die 

Depletion von GITRhigh Zellen führte zu schwereren autoimmunen Reaktionen als die 

Depletion mit CD25 (Ono et al. 2006). Die Expression von GITR korreliert mit der von 

Foxp3, allerdings ist GITR allein für die Identifizierung von Tregs nicht geeignet, da 

es sich bislang auf den Zellen nur schwach anfärben lässt. Eine aktuelle Arbeit zeigt, 

dass neben GITR auch die Koexpression von CD25 und FR4 auf der Zelloberfäche 

sehr charakteristisch für Tregs ist. Einen funktionell wichtigen Aspekt von FR4 

zeigten Experimente, in denen die in vivo Applikation eines depletierenden anti-FR4 

Antikörpers zu einer deutlichen Reduzierung Foxp3+ Zellen führt. Bei einer frühen 

Behandlung 10 und 20 Tage nach Geburt kommt es zu einer Gastritis und Zystitis 

(Yamaguchi et al. 2007). 

Auch weitere Moleküle werden auf der Oberfläche der Tregs gefunden, wobei die 

Expression aktivierungsabhängig verstärkt wird. Das Integrin CD103 wird auf einer 

Subpopulation Foxp3+ Tregs exprimiert, die ins periphere, mukosale Gewebe 

auswandern können. Eine Theorie besagt, dass diese Zellen stärkere 

supprimierende Eigenschaften besitzen als CD103- Tregs (Lehmann et al. 2002, 

Huehn et al. 2004). 
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In 90 % aller Foxp3+ T-Zellen wird PD-1 ebenso wie CTLA-4 im Zytoplasma 

gefunden, nach Aktivierung ist die Expression von PD-1 auf der Zelloberfläche von 

Tregs nachweisbar (Raimondi et al. 2006). Als Marker zur Detektion vitaler Tregs ist 

PD-1 aufgrund der intrazellulären Lokalisation ähnlich problembehaftet wie Foxp3. 

Das zur gleichen Rezeptorfamilie gehörende Molekül ICOS kann ebenfalls auf Tregs 

gefunden werden (Fontenot et al. 2005a).  

CD134 wird im Ruhezustand auf Tregs exprimiert , nach Aktivierung wird es auf Teffs 

wie auch Tregs hoch reguliert (Vu et al. 2007). Neuere Untersuchungen konnten 

zeigen, dass die Bindung des CD134 Liganden zu gegensätzlichen Effekten in Teffs 

und Tregs führt (Vu et al. 2007, Kroemer et al. 2007, Takeda et al. 2004). 

Ebenfalls nach Aktivierung ist das Lymphozyten-Aktivierungsgen 3 (LAG-3) auf 

Tregs zu finden (Huang et al. 2004), das MHCII Moleküle bindet. In LAG-3-/- Mäuse 

mit einer eingeschränkten MHCII Bindungsfähigkeit, ebenso wie in Wildtypmäuse 

nach Blockade mit einem anti-LAG-3 Antikörper ist die Treg Funktion stark 

eingeschränkt (Huang et al. 2004). 

 

Die Bedeutung von IL-2 und TGF-β β β β für Tregs 

Untersuchung von in vitro Kulturen zur Entstehung von Tregs zeigen einen wichtigen 

Einfluss des Zytokinmilieus: Die Rolle von IL-2 wurde lang Zeit kontrovers diskutiert, 

denn erste Arbeiten postulierten, dass IL-2 nach antigenspezifischer Stimulation zur 

Proliferation von Tregs führte, aber gleichzeitig ihre supprimierenden Fähigkeiten 

unterdrückte (Takahashi et al. 1998, Thornton und Shevach 1998). Andererseits gibt 

es Hinweise aus weiteren in vitro Experimenten, dass die  supprimierende Funktion 

der Tregs nach Zusatz eines neutralisierenden anti-IL-2 Antikörpers gestört werden 

konnte (Thornton et al. 2004). Es ist bereits seit längerem bekannt, dass IL-2-/- 

(Sadlack et al. 1993) oder IL-2R-/- Mäuse (Suzuki et al. 1995, Willerford et al. 1995) 

Autoimmunphänomene entwickeln. Durch eine Reihe von in vivo Experimenten 

wurde die Rolle von IL-2 präziser charakterisiert. Denkbar wäre ein Einfluss von IL-2 

auf die Entwicklung regulatorischer T-Zellen im Thymus, auf das Überleben der 

Tregs in der Peripherie oder auch eine Bedeutung für die suppressiven 

Eigenschaften der Tregs. Elegante Experimente konnten mit Hilfe von IL-2 oder 

IL-2R defizienten Mäusen, sowie durch Applikation eines blockierenden anti-IL-2 

Antikörpers zeigen, dass dieses Zytokin einen deutlichen Einfluss auf die Anzahl der 

Tregs in den sekundär-lymphatischen Organen hatte. Man fand eine massive 
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Reduktion der Zellzahl Foxp3+ Zellen bei gleichbleibender Teff Anzahl. Die Bildung 

der Tregs im Thymus war kaum verändert und auch ihre supprimierende Funktion in 

vitro war nicht eingeschränkt. Es fand sich aber eine deutlich verminderte 

Proliferation der Tregs in der Peripherie (Fontenot und Rudensky 2005, Setoguchi et 

al. 2005, D'Cruz und Klein 2005). Da Tregs selber kein IL-2 produzieren können, 

stellt sich die Frage, welche Zellen für die Produktion von IL-2 verantwortlich sind. 

Zum größten Teil handelt es sich hierbei um CD4+CD25low Teffs (Setoguchi et al. 

2005). Nach Aktivierung von Teffs wäre somit sichergestellt, dass eine ausreichende 

Treg Antwort ebenfalls induziert wird. Im Sinne eines negativen Feedback-

Mechanismus würde dabei die Expansion der Teffs limitiert werden. Diskutiert wird, 

ob Tregs dies durch den Verbrauch von IL-2 ermöglichen können (de la Rosa et al. 

2004, Pandiyan et al. 2007). 

Für das antiinflammatorische Zytokin TGF-β wird vermutet, dass es einen Einfluss 

auf die Proliferation und Funktion der Tregs hat. So zeigten TGF-β-/- Mäuse ähnliche 

Autoimmunreaktion wie Foxp3-/- Tiere, zudem war die Zellzahl Foxp3+ Zellen in der 

Peripherie, nicht aber im Thymus, deutlich reduziert (Marie et al. 2005). Einige in vitro 

Arbeiten zeigten, dass TGF-β in nicht-regulatorischen CD4+CD25- T-Zellen die 

Expression von Foxp3 induziert, diese Zellen zeigten dann suppressive 

Eigenschaften (Chen et al. 2003, Fu et al. 2004, Park et al. 2004). Denkbar wäre, 

das TGF-β an der Homeostase der Tregs unter anderem durch Induktion von Zellen 

mit regulatorischen Eigenschaften in der Peripherie beteiligt ist. 

Bemerkenswerterweise blockierte TGF-β in Kombination mit proinflamatorischen 

Zytokinen, wie IL-6 und IL-1 die Entstehung von Tregs und führte stattdessen zur 

Generierung von Th17-Effektorzellen (Stockinger und Veldhoen 2007, Bettelli et al. 

2007a).  

 

Suppressionsmechanismen der Tregs 

Über die Effektorfunktion von Tregs ist bislang wenig bekannt. Zahlreiche in vitro 

Untersuchungen zeigten, dass Tregs unter Kulturbedingungen anerg sind und die 

Proliferation von aktivierten Teffs effizient unterdrücken konnten (Thornton und 

Shevach 1998, Takahashi et al. 1998, Kuniyasu et al. 2000, Itoh et al. 1999, 

Apostolou et al. 2002). In neueren Untersuchungen stellte sich jedoch heraus, dass 

diese Versuche die in vivo Situation nicht widerspiegeln, denn mit Hilfe von BrdU 
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Färbungen konnte gezeigt werden, dass Tregs in vivo stark proliferierten (Korn et al. 

2007b, O'Connor et al. 2007). Dies könnte für die Aufrechterhaltung eines 

funktionsfähigen, homeostatischen Treg-Pools nötig sein (Gavin et al. 2002, Fisson 

et al. 2003). Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Tregs zur Proliferation 

Antigenkontakt benötigen (Walker et al. 2003, Klein et al. 2003) und die Erkennung 

von MHC-Antigenkomplexen für das Überleben der Tregs wichtig war. In MHCII-/- 

Mäusen kam es zu einer deutlichen Reduzierung Foxp3+ Zellen im Thymus und der 

Peripherie (Shimoda et al. 2006, Bochtler et al. 2006), transferierte CD25+ Zellen 

konnten in diesen Mäusen nicht proliferieren (Gavin et al. 2002). Die verbliebenen 

Foxp3+ Zellen in MHC-/- Mäusen besaßen suppressive Eigenschaften (Shimoda et al. 

2006, Bochtler et al. 2006). Untersuchungen mit LAG-3 zeigten zusätzlich einen 

Einfluss der Erkennung von MHC-Antigenkomplexen auf die Treg-Funktion (siehe 

oben (Huang et al. 2004). 

 

Weitere Untersuchungen zeigten, dass antigenspezifische Tregs stärker 

supprimierende Eigenschaften hatten als naive Tregs (Tarbell et al. 2004), so konnte 

der frühzeitige Transfer von antigenspezifischen Tregs die Entstehung einer 

Erkrankung unterdrücken, während Tregs mit einem polyklonalen TZR-Repertoire 

dazu nicht oder nur in geringerem Umfang in der Lage waren (Tang et al. 2004, Hori 

et al. 2002, Jaeckel et al. 2005, Ohata et al. 2007). Nach der initialen 

antigenspezifischen Aktivierung konnten Tregs zudem auch Teffs anderer Spezifität 

supprimieren (Mahnke et al. 2003, Thornton und Shevach 1998, Takahashi et al. 

1998).  

 

Ungeklärt bleibt die Frage, an welchem Ort Tregs im Verlauf einer Erkrankung 

wirken. In vielen Autoimmunmodellen konnten Tregs in den entzündeten Organen 

gefunden werden (Nguyen et al. 2007, Morgan et al. 2005, Frey et al. 2005), wobei 

im gut zu untersuchenden EAE Modell ein deutlicher Anstieg während der 

Remissionsphase zu verzeichnen war (McGeachy et al. 2005, Korn et al. 2007b, 

O'Connor et al. 2007). Diese Ergebnisse ließen die Schlussfolgerung zu, dass Tregs 

primär während der Remissionsphase im entzündeten Gewebe von Bedeutung 

waren, möglicherweise könnten sie aber bereits während der Induktionsphase in 

sekundär-lymphatischen Organen wirken.  
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Auch wie die Suppression durch Tregs vermittelt wird, ist noch weitgehend 

unbekannt. Es werden Zell-Zellkontakte, Zytokinproduktion in Tregs und Zytotoxizität 

als mögliche Effektormechanismen unterschieden (zusammengefasst in Miyara und 

Sakaguchi 2007). In ersten in vitro Suppressionsversuchen war die Unterdrückung 

der Teff Proliferation  durch Tregs Zellkontakt abhängig, nach Trennung der Zellen 

durch eine semipermeable Membran war keine Suppression mehr möglich (Thornton 

und Shevach 1998, Takahashi et al. 1998). Für Tregs wurden vor allem Zellkontakt 

abhängige Mechanismen postuliert. Eine Möglichkeit stellte membrangebundenes 

TGF-β dar, dass man auf Tregs beim Menschen und auch auf natürlich 

vorkommenden Tregs in der Maus fand (Nakamura et al. 2001, Oida et al. 2006). 

Auch die Untersuchungen von CTLA-4 und LAG-3 haben zur Möglichkeit 

zellkontaktabhängiger Suppressionsmechanismen von Tregs beigetragen (siehe 

oben). Neuere Untersuchungen ließen die Sekretion des Zytokins IL-35 als 

Effektormechanismus in Foxp3+ Tregs vermuten. IL-35 ist ein Heterodimer aus Ebi3 

und IL-12α. Tregs aus Ebi3-/- oder IL-12α-/- Mäusen zeigten in vitro reduzierte 

suppressive Eigenschaften und  konnten in vivo die Entstehung einer Transfer-Colitis 

im Gegensatz zu Wildtyp-Tregs nicht verhindern (Collison et al. 2007). Für die CIA 

konnte gezeigt werden, dass die in vivo Applikation von rekombinantem IL-35 die 

IL-17 Produktion unterdrückte und zur Besserung der Erkrankung führte (Niedbala et 

al. 2007). Die Transskription von Ebi3 wird durch Foxp3 reguliert wird (Collison et al. 

2007). Für einen Einfluss von Zytokinen als Effektormechanismus sprechen die 

antiinflammatorischen Zytokine  IL-10 und TGF-β, welche von induzierbaren 

T-Zellpopulationen mit supprimierenden Eigenschaften sezerniert werden können 

(Bluestone und Abbas 2003, Paust und Cantor 2005). In der Heilungsphase von 

Infektions- und Autoimmunmodellen konnte die Existenz IL-10 produzierender Zellen 

nachgewiesen werden (McGeachy et al. 2005, Korn et al. 2007b, Jankovic et al. 

2007, Taylor et al. 2006, Anderson et al. 2007), detaillierte Untersuchungen zeigten, 

dass in Infektionsmodellen IL-10 von Foxp3- Zellen produziert wurde (Jankovic et al. 

2007, Taylor et al. 2006, Anderson et al. 2007, Baumgart et al. 2006, Scott-Browne 

et al. 2007).  

Ein weiterer Effektormechanismus könnte sein, dass Tregs Effektorzellen direkt töten 

können. Humane Tregs setzten Perforin und Granzym A frei und könnten dadurch 

die Apoptose in Zielzellen auslösen (Grossman et al. 2004). Auch andere Arbeiten 
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konnten zeigen, dass Tregs über Granzym B perforin-abhängig oder unabhängig T- 

und B-Zellen töten konnten (Zhao et al. 2006, Gondek et al. 2005). Letztendlich 

können zum heutigen Zeitpunkt die Effektormechanismen der Tregs weder durch 

direkte Zell-Zellkontakte, Zytokinproduktion oder Zytotoxitzität alleine erklärt werden. 

Inwieweit diese Mechanismen in vivo von Bedeutung sind ist ebenfalls noch unklar. 

Denkbar wäre, dass in vivo verschiedene Treg Subpopulationen existieren, welche 

unterschiedliche Effektormechanismen nutzen könnten. 

 

Tregs im Menschen 

Die Charakterisierung von Tregs im Menschen ist wesentlich komplizierter als in der 

Maus. Eine klare Trennung zwischen FOXP3+CD25+ Tregs und FOXP3-CD25- Teffs, 

ist schwierig, denn ein großer Anteil CD4+ T-Zellen ist CD25int, aber nur CD25high 

Zellen zeigen regulatorische Eigenschaften. Die Expression von FOXP3 im 

Menschen ist nicht so stabil wie in der Maus (Ziegler 2006). Daher ist die Suche nach 

weiteren Markern zur genaueren Charakterisierung von Tregs beim Menschen sehr 

wichtig. Neuere Arbeiten postulierten,  dass CD27 und CD127 zur Trennung von 

Tregs und Teffs genutzt werden könnten. So soll CD27 selektiv auf Tregs exprimiert 

werden (Ruprecht et al. 2005), während CD127 nur auf Teffs vorkommt (Seddiki et 

al. 2006). Allerdings wurde nach Aktivierung auch auf den Effektoren CD127 

herunterreguliert, so dass dieser Marker nicht uneingeschränkt zur Trennung von 

Teffs und Tregs genutzt werden kann (Shevach 2006). 

Trotz des Problems der genauen Charakterisierung von Tregs im Menschen lieferte 

gerade FOXP3 einen wichtigen Hinweis für ihre Bedeutung, denn  beim seltenen 

X-chromosomal vererbten IPEX-Syndrom liegt eine Mutation im FOXP3-Gen vor. Es 

entwickelt sich eine Erkrankung, ähnlich der murinen scurfy-Mutation, so fand man 

unter anderem Diabetes, Thyroiditis, CED, Dermatitis, Nahrungsmittelallergien und 

schwere Infektionen (zusammengefasst in Torgerson und Ochs 2007). Bei vielen 

humanen Autoimmunerkrankungen konnten Defekte von CD4+CD25high Tregs 

gefunden werden, so zum Beispiel bei Patienten mit Multipler Sklerose (Viglietta et 

al. 2004), Diabetes mellitus Typ I (Lindley et al. 2005), Psoriasis (Sugiyama et al. 

2005), und Myastenia gravis (Balandina et al. 2005). Bei Patienten mit Rheumatoider 

Arthritis fand man Tregs in der Synovialschleimhaut (Cao et al. 2003, de Kleer et al. 

2004, Ruprecht et al. 2005, Möttönen et al. 2005, van Amelsfort et al. 2004), was 

daraufhin deuten könnte, dass sie für die Regulation der Entzündungsprozesse im 
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Gelenk eine wichtige Rolle spielen. Eine Vermehrung der FOXP3+ Treg-Population 

innerhalb der PBMC wurde nach anti-TNF-α Antikörpertherapie bei Patienten mit RA 

gefunden (Nadkarni et al. 2007). Dennoch ist das Wissen um humane Tregs derzeit 

gering, zumal die Untersuchungsmöglichkeiten im Menschen sehr begrenzt sind. Ein 

möglicher therapeutischer Ansatz könnte in der Expansion von Tregs bestehen, um 

Selbsttoleranz eventuell wieder herzustellen. Eine Expansion von humanen Tregs in 

vitro und in vivo ist möglich (Levings et al. 2001,1Battaglia et al. 2005). Erste 

Versuche mit in vitro antigenspezifisch expandierten Tregs wurden nach 

Transplantationen durchgeführt, um Abstoßungsreaktionen zu unterdrücken 

(Nishimura et al. 2004, Battaglia und Roncarolo 2006). Eine Bedeutung für die 

Behandlung von Autoimmunerkrankungen ist allerdings unklar. Eine weitere 

Erforschung der Funktion von Tregs in Tiermodellen ist daher unerlässlich.  
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3. Ziele der Arbeit  

Regulatorische T-Zellen stellen einen wichtigen Mechanismus zur Aufrechterhaltung 

der Toleranz gegenüber Autoantigenen dar. Ihre große Bedeutung konnte in vielen 

Tiermodellen für Autoimmunerkrankungen unter anderem durch 

Depletionsexperimente gezeigt werden.  

 

Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss der Tregs auf die Pathogenese der G6PI Arthritis 

zu untersuchen. Vorteile dieses Modells gegenüber anderen Arthritismodellen waren 

die einfache Handhabung, der stets gleiche Verlauf der Arthritis, sowie die spontane 

Remission der Erkrankung. 

Um die Rolle der Tregs zu untersuchen, sollten in DBA/1 Mäuse CD4+CD25+ Tregs 

mit einem anti-CD25 Antikörper depletiert werden. Die klinischen Effekte dieser 

Depletion sollten durch die tägliche Beurteilung des Schweregrades der Arthritis und 

Gewichtsmessungen dokumentiert werden. Zusätzlich sollten im Verlauf der Arthritis 

histologische Untersuchungen von Vorder- und Hinterpfoten erkrankter Tiere 

durchgeführt werden. 

Neben den klinischen Auswirkungen sollte der Einfluss der Depletion auf die zelluläre 

und humorale Immunantwort nach G6PI Immunisierung untersucht werden.  

Zur Beurteilung der zellulären Immunantwort sollte die Proliferation von Lymphozyten 

gemessen werden, da dies ein wichtiger Maßstab für ihren Aktivierungszustand ist. 

Mögliche Unterschiede nach Depletion sollten festgestellt werden. Zunächst sollte 

die Proliferation in vitro durch den Einbau von [3H]-Thymidin untersucht werden. Im 

Folgenden sollte durch Applikation von BrdU die in vivo Proliferation verschiedener 

Lymphozytenpopulationen analysiert werden. Zusätzlich sollten 

durchflusszytometrische Analysen der Expression von Oberflächenmolekülen und 

der Zytokinproduktion in Effektorzellen durchgeführt werden, da es nach 

antigenspezifischer Aktivierung der Zellen zu charakteristischen Veränderungen im 

Expressionsmuster der Zellen kommt. Die Produktion von Zytokinen in Effektorzellen 

ist ein wichtiger Maßstab zur Beurteilung der Stärke einer zellulären Immunantwort 

und ihr Nachweis ermöglicht die Unterscheidung verschiedenen Zellpopulationen 

anhand ihres spezifisches Zytokinmusters. 

Zur Beurteilung des Einflusses der Depletion auf die humoralen Immunantwort sollte 

die antigenspezifische Antkörperproduktion gemessen werden. Hierfür sollte zu 
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verschiedenen Zeitpunkten Serum von erkrankten Tieren gewonnen und im ELISA 

auf die Produktion unterschiedlicher Immunglobulinsubtypen untersucht werden. 

 

Über das Verhalten von Tregs in vivo ist bisher wenig bekannt, daher sollte in 

weiteren Untersuchungen der Effekt der Depletion auf die Tregpopulation untersucht 

werden. Hierzu sollten Dauer und Stärke der Depletion durch 

durchflusszytometrische Messung der Expression von CD25 und Foxp3 analysiert 

werden. Weiterhin sollte die Proliferation der Tregs in vivo durch den Nachweis der 

BrdU-Inkorporation gemessen werden, sowie die Expression verschiedener 

Oberflächenmoleküle auf Foxp3+ Zellen, um den Aktivierungszustand dieser Zellen 

besser charakterisieren zu können.  
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4. Material und Methoden 

4.1. Material 

4.1.1.  Versuchstiere 

Für alle Tierexperimente wurden DBA/1-Mäuse im Alter von 6 bis 10 Wochen 

verwendet. Die Tiere stammten aus dem Institut für Versuchstierkunde der FSU 

Jena. Die Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen (Hell-Dunkel-

Rhythmus von 12 Stunden; Fütterung mit Altromin-Pellets # 1326, Wasser ad libitum) 

unter SPF (Spezifiziert Pathogen Frei) Bedingungen. 

 

Die Manipulationen an den Versuchstieren wurden durch dafür qualifizierte Personen 

durchgeführt. Alle Tierversuche waren vom Thüringer Landesverwaltungsamt 

genehmigt (Reg-Nr.: 02-005/06). 

 

4.1.2. Chemikalien und Enzyme 

Ampicillin      Roth, Karlsruhe 

2β-Mercaptoethanol    Invitrogen, Karlsruhe 

BCA Assay™     Pierce, Rockford 

Bovines Serum Albumin (BSA)   Roth, Karlsruhe 

Bromo-5`Desoxyuridin (BrdU)   Sigma, Taufkirchen 

BrdU Kit™      BD, Heidelberg 

Brefeldin A      Sigma, Taufkirchen 

4`,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid Molecular Probes, Karlsruhe 

Diethylether      Fischer, Wiesbaden 

Ethanol (70 %)     Serva, Heidelberg 

Ethidium Monoazide (EMA)   Molecular Probes, Karlsruhe Fetales 

Kälberserum (FCS)     Sigma, Taufkirchen 

Foxp3 Kit™      eBioscience, San Diego 

Glycerin      Roth, Karlsruhe 

Wasserstoffperoxid     Merck, Darmstadt 

HEPES      PAA, Coelbe 

IL-17 ELISA Kit™     R&D, Wiesbaden 

Imidazol      Sigma, Taufkirchen 

Komplettes Freund’sches Adjuvanz (CFA) Sigma, Taufkirchen 
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Nickel–Nittritotetraacetat Superflow  Qiagen, Hilden 

o-Phenylendiamin     Sigma, Taufkirchen 

Paraformaldehyd     Sigma, Taufkirchen 

Penicillin/Streptomycin Lösung   PAA, Coelbe 

RPMI 1640 mit L-Glutamin    PAA, Coelbe 

Esel anti-Ziege IgG Peroxidase   Santa Cruz Biotech, Santa Cruz 

Streptavidin-Peroxidase     Roche,Grenzach-Wyhlen 

Saponin      Sigma, Taufkirchen 

Trypanblau      Sigma, Taufkirchen 

Tween 20      Fluka, Neu-Ulm 

[3H]-Thymidin     GE Healthcare, Freiburg 

 

4.1.3.  Medien, Puffer und Lösungen 

Zellkulturmedien 

Kulturmedium (KM)   RPMI-1640     

     10 % FCS      

     100 mM HEPES     

     50 µM 2-Mercaptoethanol    

     100 U/ml Penicillin     

     100 µg/ml Streptomycin 

  

Waschmedium (WM)   RPMI-1640      

     1 % FCS     

     100 mM HEPES    

 

LB-Medium     1 % Pepton /Trypton    10,0 g 

     0,5 % Hefeextrakt      5,0 g 

     1 % Natriumchlorid    10,0 g 

     in 1 l H2O lösen und autoklavieren 
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Puffer und Lösungen für FACS-Analysen  

PBS 10x (1l)    36,9 mM NaCl    80,0 g 

     2,7 mM KCl       2,0 g 

     1,5 mM KH2PO4      2,0 g 

     7,9 mM Na2HPO4 x 2H2O   14,2 g 

PBA (1l)    PBS / 0,5% BSA / 0,02% Azid 

     10 % BSA      50 ml 

     10 % Azidlösung       2 ml 

     mit 1x PBS auf 1l auffüllen. 

     

     Erylysepuffer (1l)   0,01 M KHCO3      1,0 g 

      0,15 M NH4Cl      8,3 g 

      0,1 mM EDTA    200 µl  

2 % PFA    2 g Paraformaldehyd 

     in 100 ml PBS 

5 % Saponin-Stock   5 g Saponin 

     in 100 ml 1x PBS lösen. 

0,5% Saponin/PBA   100 ml 5 % Saponin-Stock 

     mit PBA auf 1l auffüllen 

      

Puffer für ELISA 

 

Coating-Buffer, pH 9,6  Na2CO3       1,6 g 

     NaHCO3       2,4 g 

     mit ddH2O auf 1l auffüllen    

Blocking-Buffer (1l)   BSA         20 g 

     mit 1x PBS auf 1l auffüllen    

Washing-Buffer (1l)   Tween 20      0,5 ml 

mit 1x PBS auf 1l auffüllen    

Phosphat-Citrat-Puffer, pH 5,0 0,2 M Na2HPO3            25,7 ml 

     0,1 M Zitronensäure           24,3 ml 

     mit ddH2O auf 50 ml auffüllen   
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3 N H2SO4    konz. H2SO4             8,45 ml 

     in 80 ml ddH2O geben 

und auf 100 ml auffüllen 

  

Puffer für die Herstellung von rekombinate humanen G6PI 

 

Lysispuffer (1 l):   50 mM NaH2PO4 x H2O     6,9 g 

300 mM NaCl           14,54 g 

10 mM Imidazol    0,68 g 

 

 

Waschpuffer (1 l):   50 mM NaH2PO4 x H2O     6,9 g 

300 mM NaCl           14,54 g 

20 mM Imidazol     1,36 g 

 

 

Elutionspuffer (1 l):   50 mM NaH2PO4 x H2O     6,9 g 

300 mM NaCl           14,54 g 

150 mM Imidazol    10,2 g 

 

 

4.1.4. Verbrauchsmaterialien 

Zellsieb 70 µm     BD Falcon, Heidelberg 

Schraubdeckelgefäße    Greiner, Solingen 

Sarstedt, Nümbrecht 

FACS®-Röhrchen;      BD Falcon, Heidelberg 

Vivaspin      Vivascience, Göttingen 

Szintillationsflüssigkeit    Perkin-Elmer, Rodgau-Jügesheim 

Filterplatten      Perkin-Elmer, Rodgau-Jügesheim 

Versiegelungsfolie     Perkin-Elmer, Rodgau-Jügesheim 

Acrylküvetten      Roth, Karlsruhe 

ELISA Platten, Maxisorp    Nunc, Wiesbaden 

Kulturplatten      Greiner, Solingen 

Objektträger und Deckgläser   Roth, Karlsruhe 



Material und Methoden 
 

28 

4.1.5.  Geräte, Software 

β-Szintillationszähler    Perkin-Elmer, Rodgau-Jügesheim 

Durchflußzytometer, LSR II   BD Biosciences, Heidelberg 

DiVa Software      BD Biosciences, Heidelberg 

FlowJo Version 8     Tree Star, Ashland, Oregon 

ELISA Messgerät, SLT Spectra   Tecan, Berlin 

ELISA Waschgerät     Tecan, Berlin 

GraphPad Prism     GraphPad, San Diego 

Megafuge 1.0R, Heraeus (Rotor #2704)  Heraeus, Hanau 

Heraeus Biofuge     Heraeus, Hanau 

CO2-Inkubator     Heraeus, Hanau 

Mikroskop      Zeiss, Jena 

Neubauer-Zählkammer     Roth, Karlsruhe 

Pipetten in verschiedenen Größen  Eppendorf, Hamburg 

Präparationsbesteck    Aeskulap, Tuttlingen 

Sterilbank HeraSafe    Heraeus, Hanau 

Ultraschallgerät     Bandelin Electronics, Berlin 

 

4.1.6.  Antikörper 

 

Antikörper für durchflusszytometrische Analysen 

Tab 2: Verwendete Antikörper für die Oberflächenfärbung  

Antikörper Markierung Klon Isotyp Herkunft 

anti-CD4 
APC-

Alexa750  
RM4-5 rat IgG2a  eBiosciences 

anti-CD4 PacBlue GK1.5 rat IgG2b Labor 

anti-CD3 PE 145-2C11 ham IgG eBiosciences 

anti-CD8α PerCP 53-6.7 rat IgG2a BD Pharmingen 

anti-B220 Dy495 RA3-6B2 rat IgG2a Labor 

anti-CD25 bio 7D4 rat IgM  BD Pharmingen 

anti-CD69 FITC H1.2F3 ham IgG1 BD Pharmingen 

anti-PD1 PE J43 ham IgG BD Pharmingen  

anti-CD62L PE-Cy7 MEL-14 rat IgG2a eBioscience 

anti-CD134 bio OX-86 rat IgG1 BD Pharmingen 
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anti-GITR bio (BAF524) goat IgG R&D Systems 

anti-CD103 FITC 2E7 ham IgG BD Pharmingen 
     

Streptavidin APC   BD Pharmingen 

Streptavidin  PerCP   BD Pharmingen 

Streptavidin PE-Cy7   eBioscience 

 

Tab 3: Verwendete Antikörper für die intrazelluläre Färbung 

Antikörper Markierung Klon Isotyp Herkunft 

anti-ICOS dig 12A7 rat IgG1 RKI 

anti-IFN-γ FITC XMG1.2 rat IgG1 eBioscience 

anti-IL-17 PE TC11-

18H10.1 

rat IgG1 BD Pharmingen 

anti-TNF-α FITC MP6-XT22 rat IgG1 eBioscience 

anti-IL-6 FITC MP5-20F3 rat IgG1 R&D Systems 

anti-IL-13 PE 38213 ratIgG2b RKI,R&D Systems 

anti-FoxP3 APC FJK-16 rat IgG2a eBioscience 

anti-FoxP3 PacBlue FJK-16 rat IgG2a eBioscience 

anti-BrdU FITC 3D4 m IgG1 BD Pharmingen 

anti-dig  FITC  she IgFab Roche 

 

Tab 4: Antikörper für die Blockierung und die Isotypenkontrollen 

Antikörper Markierung Klon Isotyp Herkunft 

anti-Fc-Rezeptor   2.4G2/75 rat IgG2b  DRFZ 

rat IgG    Jackson 

Immunoresearch 

Isotyp PE na rat IgG1 ebioscience 

Isotyp FITC na rat IgG1 ebioscience 

Isotyp APC A95-1 rat IgG2b BD Pharmingen 
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Antikörper für isotypspezifischen ELISA 

Tab 5: Verwendete Antikörper für den Isotypspezifischen ELISA (Konzentrationen  

  sind als Verdünnung der Stock-Konzentration des ELISA-Kits angegeben) 

Antikörper Konzentration (Klon) Herkunft 

goat anti-m IgM 1:1000 M6157 Sigma 

goat anti-m IgG1 1:1000 M5532 Sigma 

goat anti-m IgG2a 1:1000 M5657 Sigma 

goat anti-m IgG2b 1:1000 M5782 Sigma 

goat anti-m IgG3 1:1000 M5907 Sigma 

don anti goat IgG POD 1:3000 K2706 Santa Cruz  

 

Antikörper für IL-17 ELISA 

Tab 6: Verwendete Antikörper für den IL-17  ELISA 

Antikörper Konzentration Klon Isotyp Herkunft 

anti-IL-17  

(Capture) 

2 µg/ml 50101  rat IgG2a R&D 

Systems 

anti-IL-17-bio 

(Detection) 

200 ng/ml (BAF421) goat IgG R&D 

Systems 

 

Antikörper für Zellkultur 

Tab 7: Verwendete Antikörper für die Zellkultur 

Antikörper Klon Isotyp Herkunft 

anti-CD3 145-2C11 hamIgG Labor 

anti-CD28 37.51 hamIgG Labor 

 

Antikörper für in vivo Behandlungen 

 Tab 8: Verwendete Antikörper für die in vivo Behandlung 

Antikörper Klon Isotyp Herkunft 

anti-CD25 PC61 rat IgG1 Labor, RKI 

 

(RKI: Robert-Koch-Institut Berlin,  Labor: Im eigenen Labor hergestellt, DRFZ: 

 Deutsches Rheumaforschungszentrum Berlin, na: nicht angegeben, m: Maus,  

 rat: Ratte, ham: Hamster, goat: Ziege, don: Esel, she: Schaf) 
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4.2. Methoden 

4.2.1. Herstellung von rekombinantem humanen G6PI (huG6PI) 

Für die Produktion von G6PI wurde der E.coli Stamm BL21, welcher mit humanem 

G6PI in den Vektor pQE100 transformiert worden war, verwendet. Dieser Vektor 

wurde von David Schubert kloniert und zur Verfügung gestellt. Für die Vorkultur 

wurden 100ml LB-Medium mit 100µg/ml Ampicillin und dem E.coli Stamm angeimpft 

und über Nacht bei 37°C und 200 rpm im Schüttler kultiviert. Am nächsten Tag wurde 

ein Liter LB-Medium, welches zuvor mit  Ampicillin versetzt wurde, mit der Vorkultur 

angeimpft. Vor Zugabe von Ampicillin zum Medium wurden 2ml für die spätere 

Messung am Photometer zur Tarierung abgenommen. Die Kultur wurde nun 

weiterhin im Schütler bei 37°C und 200rpm inkubiert und gelegentlich 2ml 

entnommen und am Photometer bei 600 nm gemessen, bis die Optische Dichte (OD) 

0,6 bis 0,7 betrug. Die Induktion zur G6PI-Synthese erfolgte durch die Zugabe von 

2mM Isopropyl-Thio-β-D-Galactopyranosid (IPTG), wodurch die Transskription des 

G6PI-Gens ermöglicht wurde. Zur Proteinexpression verblieb die Kultur für weitere  3 

Stunden im Schüttler  bei 37°C und 200rpm, anschließend wurde die 

Bakteriensuspension bei 4°C und 5000rpm (GS-3 Rotor) für 15 Minuten zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und das Bakterienpellet bei – 20°C eingefroren. 

Alle weiteren Schritte der G6PI-Aufreinigung erfolgten auf Eis. Das Pellet wurde 

zunächst in 20ml Lysispuffer resuspendiert und die Zellen anschließend durch 

Ultraschall aufgeschlossen. Das Lysat wurde bei 4°C und 12000rpm (SS-34 Rotor) 

für 45 Minuten zentrifugiert, der Überstand abgenommen und mit Lysispuffer auf ein 

Volumen von 140ml verdünnt. Als nächstes erfolgte die Aufreinigung auf einer Ni-

NTA-Säule (Säulenvolumen: 5ml). Diese wurde zunächst mit 150ml Lysispuffer 

äquilibriert. Die Proteinlösung wurde auf die Säule gegeben, dabei bildeten die 

Histidinreste des His6-tag, die am N-Teminus des G6PI überexprimiert werden, 

Chelatkomplexe mit den Ni2+ und blieben in der Matrix gebunden. Anschließend 

wurde die Säule mit 150ml Waschpuffer gewaschen und das Protein mit 40ml 

Elutionspuffer von der Säule getrennt, da der hohe Anteil an Imidazol im 

Elutionspuffer das Protein aus seiner Bindung verdrängt. Das Eluat wurde in einen 

Dialyseschlauch überführt, der zuvor mit ddH2O aufgekocht wurde, und über Nacht 

bei 4°C gegen PBS dialysiert. Zur Aufkonzentration wurde die dialysierte 

Proteinlösung in Vivaspin-Röhrchen überführt und zentrifugiert. Die Bestimmung der 
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Konzentration erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit. Die G6PI-Lösung wurde mit 

PBS auf eine Konzentration von 5mg/ml eingestellt, anschließend sterilfiltriert und bei 

-20°C eingefroren. 

 

4.2.2.  Immunisierung der Mäuse 

Für die Immunisierung wurde eine Emulsion aus komplettem Freundschen Adjuvans 

(CFA) und der Proteinlösung mit G6PI hergestellt, mit der Endkonzentration von 

2mg/ml G6PI. Hierfür wurde die Proteinlösung je nach Stockkonzentration mit PBS 

verdünnt und mit dem gleichen Volumen CFA gemischt. Das Gemisch wurde für 

einige Sekunden mit Ultraschall behandelt, bis eine weiße, feste Emulsion entstand. 

Diese Emulsion wurde luftblasenfrei in eine Spritze aufgezogen. Je 100µl der 

Emulsion wurden nach gründlicher Desinfektion links und rechts an der 

Schwanzbasis subkutan injiziert. Die Mäuse wurden somit mit 400µg G6PI 

immunisiert. Anschließend wurden die Mäuse in die Käfige zurückgesetzt und einige 

Zeit auf Veränderungen der Vitalitätszeichen beobachtet. Am Tag 9 nach der 

Immunisierung traten erste klinische Zeichen der Arthritis auf. 

 

4.2.3.  Behandlung der Mäuse mit anti-CD25 Antikörper 

Die verwendeten Antikörper vom Klon PC61 wurden auf eine Konzentration von 

2mg/ml eingestellt, und hierfür gegebenenfalls mit PBS verdünnt. Den Mäusen wurde 

am Tag 11 und 8 vor der Immunisierung jeweils 200µl der Antikörperlösung 

intraperitoneal injiziert, so dass eine Maus mit insgesamt 800µg des Antikörpers 

behandelt wurde. Den Kontrolltieren wurde PBS appliziert (Im Folgenden als 

unbehandelt bezeichnet). 

 

Der erstmals 1985 beschriebene anti-CD25 Antikörper PC61 (Lowenthal et al. 1985) 

ist vom IgG1 Subtyp, erkennt ein Epitop im Bereich der Antigenbindungsstellen des 

IL-2R und verhindert die Bindung von IL-2. Ein weiterer anti-CD25 Antikörper, der 

Klon 7D4, ist vom IgM Subtyp. In vitro Versuche konnten zeigen, dass dieser ein 

Epitop außerhalb der Antigenbindungsstelle erkennt (Malek et al. 1983) und sich 

besser für den durchflusszytometrischen Nachweis der IL-2Rα Expression eignet 

(Couper et al. 2007). Der zumeist für in vivo Behandlungen verwendete PC61 hat 

eine deutlich depletierende Eigenschaft, während die in vivo Effekte von 7D4 strittig 
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sind (Couper et al. 2007, Kohm et al. 2006). Wegen der depletierenden Wirkung von 

PC61 habe ich diesen Antikörper für die in vivo Behandlung verwendet. Da 7D4 ein 

anderes Epitop erkennt, eignet er sich zur Überprüfung des Depletionserfolges. 

 

4.2.4.  Beurteilung des Schweregrades der Arthritis 
 

 

 

 

 

Abb. 4: Schweregrad der entzündlichen Veränderungen in der G6PI Arthritis. Beispielhaft für den 
verwendeten Index sind Hinterpfoten mit den unterschiedlichen Schweregraden der entzündlichen 
Veränderungen dargestellt. 0: keine entzündlichen Erscheinungen, 1: leichte Rötung und Schwellung, 
2: ausgeprägte Schwellung und Rötung, 3: massive Schwellung und starke Rötung mit Rhagaden. 

 

Im Verlauf der Arthritis kam es zur Ausbildung typischer Entzündungszeichen mit 

Rötung und Schwellung im Bereich der distalen Gelenke von Vorder- und 

Hinterpfoten. Betroffen waren vor allem die Hand- und Fußwurzelgelenke, die 

Sprunggelenke, sowie die distalen Finger- bzw. Zehengelenke. Die makroskopisch 

sichtbaren Zeichen der Entzündung wurden in einem einfachen Index zur 

Berurteilung der Arthritisschwere herangezogen (Abb. 4). Jede Pfote wurde einzeln 

beurteilt und je nach Ausprägung der Entzündungszeichen ergab sich hierbei ein 

Punktwert von 0 bis 3. Bei einem Wert von 0 traten keine sichtbaren  

Entzündungszeichen auf, eine 1 entsprach einer leichten Schwellung und Rötung, 

die 2 einer deutlich ausgeprägten Schwellung und starken Rötung und ein Punktwert 

von 3 wurde bei massiver Schwellung und Rötung vergeben, wobei ein zusätzliches 

Kriterium das Auftreten von Rhagaden sein konnte. Die Punktwerte jeder einzelnen 

Pfote wurden addiert, so dass sich für jede Maus ein maximaler Score von 12 

ergeben konnte. Zur ursprünglichen Beschreibung des Scores (Schubert et al. 2004) 

wurde aufgrund der schwereren Erkrankung nach Depletion ein Punktwert von 3 

eingeführt. 

Zusätzlich wurde der Gewichtsverlust jeder Maus im Verlauf der Erkrankung 

gemessen. Die Mäuse wurden hierfür individualisiert und das Ausgangsgewicht am 

Tag 0 vor der Immunisierung gemessen. Danach wurden die Mäuse täglich 

gewogen. Der Gewichtsverlust ergab sich dabei als prozentualer Anteil vom 

Ausgangsgewicht. 

0                                          1                                          2                                           3 



Material und Methoden 
 

34 

4.2.5.  Histologie 

Für die histologische Untersuchung wurden die Mäuse an den entsprechenden 

Tagen durch zervikale Dislokation getötet. Die Tiere wurden mit 70%igem Ethanol 

eingesprüht und anschließend wurden die Vorder- und Hinterpfoten präpariert. 

Hierbei wurde das Fell soweit wie möglich entfernt. Die Pfoten wurden in eine 4%ige 

Formalinlösung überführt und für mindestens eine Woche fixiert. Die gesamte 

weitere Aufarbeitung wurde von Frau Gabriele Fernahl am Institut für Pathologie der 

Charité in Berlin durchgeführt. Dort wurden auch die Hämatoxylin und Eosin 

gefärbten Gewebeschnitte von Dr. Lars Morawietz verblindet begutachtet und 

bewertet. 

Für die histologische Bewertung der Arthritis wurde der zuvor verwendete Score 

(Schubert et al. 2004) modifiziert: für jede Pfote wurde ein Punktwert von 0 bis 4 

vergeben, je nach Stärke der entzündlichen Reaktion. Eine 0 wurde bei einem 

Gelenk ohne entzündliche Veränderungen vergeben, eine 4 entsprechend für 

massivste entzündliche Infiltrationen. Insgesamt konnte ein Tier durch Addition der 

Punkte aller 4 Pfoten einen Wert von maximal 16 erreichen. 

 

4.2.6.  Gewinnung von Zellen aus Milz und Lymphknoten 

Die Mäuse wurden durch zervikale Dislokation getötet und der Körper mit 70%igem 

Ethanol besprüht. Anschließend wurden die Mäuse seziert, so dass die Milz und 

inguinalen Lymphknoten entnommen werden konnten. Die Organe wurden in ein 

70µm Zellsieb überführt, mit Hilfe eines Stempels zerrieben und in Kulturmedium 

(KM) aufgenommen. Die Suspension wurde bei 1300rpm (Haereus Megafuge) und 

4°C für 6 Minuten zentrifugiert, das Pellet resuspendiert und mit Kulturmedium (KM) 

aufgefüllt. Nach anschließender Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Zählkammer 

wurde die Suspension auf die gewünschte Konzentration eingestellt. Nach der 

Resuspension erfolgte die Lyse der Erythrozyten durch Zugabe von 2ml Lysispuffer, 

die nach ca 30 Sekunden durch Zugabe von 30ml Kulturmedium gestoppt wurde. 

Nach erneuter Zentrifugation der Zellsuspension wurde das Zellpellet mit 

Kulturmedium resuspendiert und nach Bestimmung der Zellzahl auf die gewünschte 

Konzentration eingestellt. 
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4.2.7.  Gewinnung von Blutserum 

Die Mäuse wurden durch zervikale Dislokation getötet, der Körper mit 70%igem 

Ethanol besprüht und auf einer Unterlage fixiert. Anschließend wurden die Mäuse 

seziert und das Herz freipräpariert. Eine Spritze mit einer 20 G Kanüle wurde in den 

Ventrikel oder das Atrium eingeführt, das Blut abgesaugt und in ein Eppendorfgefäß 

überführt. Anschließend wurde bei 1500rpm (Biofuge) und 4°C für 15 Minuten 

zentrifugiert. Das Serum wurde vorsichtig abpipettiert und konnte bei -70°C gelagert 

werden. 

 

4.2.8.  Messung der in vitro Proliferation mit [3H]-Thymidin 

Das Prinzip des [3H]-Thymidinproliferationsassays ist die Messung der Proliferation 

von Zellen nach Stimulation mit einem bestimmten Antigen durch die Aufnahme des 

radioaktiv markierten Nukleotids [3H]-Thymidin. Je stärker die Proliferation war, umso 

größer war auch der [3H]-Thymidineinbau. Nach Herstellung der 

Einzelzellsuspension, wie unter 4.2.5. beschrieben, wurden jeweils 4x105 Milzzellen 

in 100 µl Kulturmedium in einer 96-Well-Platte als Triplikate ausgesät. Zur 

Stimulation wurde eine Endkonzentration von 10µg/ml G6PI verwendet. Jeweils 

100µl der G6PI-Lösungen wurden zu den Zellen pipettiert, als Kontrolle diente 

Kulturmedium. Die Zellen wurden für 72 Stunden bei 37°C im Inkubator stimuliert. 

Für die letzten 18 Stunden wurde der Kultur zusätzlich 1µCi [3H]-Thymidin zugefügt 

und bis zum Ende bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mit Hilfe eines 

Zellerntegerätes auf Szintillationsfilterplatten transferiert. Den bei 65°C für 20 

Minuten getrocknet Filterplatten wurde Szintillationsflüssigkeit zugegeben. Die 

Filterplatten wurden versiegelt und im β-Szintillationszähler für 1 Minute pro Filter 

gemessen. Die Proliferation wurde  in counts per minute (cpm) angegeben. Die in 

vivo Profliferation jeder Maus ergab sich aus den Mittelwerten der Triplikate. 

Angegeben wurde der Mittelwert der Zellproliferation in depletierten- und 

Kontrolltieren. Die Fehlerbalken wurden als Standardfehler vom Mittelwert 

angegeben.  

 

4.2.9.  Messung der in vivo Proliferation mit BrdU 

Das Nukleotid Bromo-5´-Desoxyuridin (BrdU) ermöglicht die Untersuchung der 

Proliferation von Zellen in vivo durch den Einbau in die DNA sich teilender Zellen. 
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BrdU kann durch fluorochromgekoppelte Antikörper nachgewiesen und 

durchflusszytometrisch detektiert werden. Je größer dabei der Anteil der Zellen ist, 

die positiv für BrdU sind, umso stärker ist die Proliferation dieser Zellpopulation. 

Die Behandlung der Mäuse wurde am ersten Tag nach der Immunisierung  (s. 4.2.2) 

begonnen. Den Mäusen wurde 1mg BrdU intraperitoneal injiziert, anschließend 

erfolgte die Verabreichung von BrdU mit dem Trinkwasser. Hierbei wurden 0,8mg/ml 

BrdU in Wasser gelöst und mit 1% Glucose versetzt. Für 6 Tiere wurde dabei eine 

Wassermenge von 100ml veranschlagt. Zum Lichtschutz wurden die Trinkflaschen 

mit Aluminiumfolie umwickelt. Das Wasser wurde jeden 3. Tag gewechselt, am Tag 9 

nach Immunisierung wurden die Mäuse getötet und die Proliferation gemessen. Die 

Färbung mit fluorochromgekoppelten Antikörpern und die Analyse im 

Durchflusszytometer ist unter 4.2.10 näher beschrieben. 

 

4.2.10 . Durchflusszytometrie 

Grundlagen 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnten einzelne Zellen aufgrund der Expression 

von Oberflächenmolekülen oder der Produktion von Zytokinen unterschieden und 

charakterisiert werden. Hierzu wurden fluorochromgekoppelte monoklonale 

Antikörper für die Markierung der Zellen bzw. Zytokine verwendet. Umgeben von 

einem dünnen Flüssigkeitsstrom, passierten die Zellen dabei fokussierte 

Laserstrahlen unterschiedlicher Anregungswellenlängen. Die Analyse erfolgte 

anhand der Lichtstreuungseigenschaften der Zellen und den Fluoreszenzemissionen 

der gebundenen Antikörper. Die Streuung des Lichtes durch die Zellen ermöglichte 

die Trennung der Zellen nach Größe im Forward Scatter (FCS) und Granularität im 

Side Scatter (SSC). Nach Anregung mit dem Laser, absorbierte und emittierte jedes 

Fluorochrom das Licht bei einer bestimmten Wellenlänge besonders stark (Tabelle 

9). Dies ermöglichte die genaue Trennung der Zellen durch Bindung der gekoppelten 

Antikörper an die Oberflächenmoleküle oder Zytokine. Das gestreute und emittierte 

Licht wurde gefiltert und von Fotoverstärkerröhren verstärkt. Für einige 

Fluorochrome, die durch das gleiche Laserlicht angeregt wurden,  lagen die 

Wellenlängen des emittierten Lichtes nahe beieinander, eine Trennung der Signale 

war durch den Einsatz geeigneter Lang- und Bandpassfilter möglich. Zusätzlich 
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wurden die emittierten Signale der Laser zeitversetzt abgerufen. Die Auswertung der 

Daten erfolgte mit der FloJo® Software von TreeStar.  

 

      Tab 9: Absorbtions- uns Emissionsmaximum einiger Fluorochrome 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Oberflächenfärbung 
Für die Oberflächenfärbung wurden 1 x 106 Zellen aus der Milz- oder 

Lymphknotensuspension verwendet und in FACS-Röhrchen überführt. Die gesamte 

Färbung fand auf Eis und im Dunkeln statt. Die Zellen wurden zunächst mit PBA 

gewaschen und bei 1300rpm (Haereus Megafuge) und 4 °C für 6 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet resuspendiert. Zum 

Blockieren unspezifischer Bindungen von Antikörpern an Fc-Rezeptoren, wurden die 

Zellen mit Ratten IgG und anti-CD16/CD32 in PBA für 10 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurden die fluorochrommarkierten Antikörper in PBA für weitere 10 

Minuten zugefügt. Die Konzentration der eingesetzten Antikörper wurde zuvor 

austitriert. Danach wurden die Zellen erneut mit PBA gewaschen und zentrifugiert. 

Bei Verwendung biotinylierter oder digoxygienierter Antikörper, wurden 

streptavidingekoppelte Farbstoffe bzw. gegen Digoxygenin gerichtet 

Sekundärantikörper für 8 Minuten inkubiert und dann erneut mit PBA gewaschen. 

Isotypspezifische Antikörper wurden als Kontrolle verwendet, um die Stärke 

eventueller unspezifischer Bindungen der verwendeten Antikörper aufzuzeigen. 

Anschließend wurden die Zellen in 300µl PBA aufgenommen und am 

Durchflusszytometer (BD LSR II) analysiert.  

 

Intrazelluläre Färbung 

Für die intrazelluläre Färbung wurden Zellen aus Milz- und Lymphknoten zunächst  

für 6 Stunden stimuliert. Hierzu wurden 2 x 106 Zellen in 1ml in eine 48 Well-Platte 

überführt und mit 10µg/ml G6PI stimuliert. Als Positivkontrolle wurde den Zellen 

jeweils 1µg/ml anti-CD3 bzw anti-CD28 Antikörper zugesetzt, als Negativkontrolle 

Fluorochrom Absorbtionsmaximum Emissionmaximum 
Pacific Blue 410 nm 455 nm 
FITC 495 nm 519 nm 
PE 480 nm 578 nm 
APC 650 nm 660 nm 
PerCP 482 nm 678 nm 
PE-Cy5 480 nm 667 nm 
APC-Cy7  650 nm 785 nm 
Alexa-750 650 nm 775 nm 
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wurde den Zellen nichts zugefügt. Die Stimulation erfolgte für 6 Stunden im Inkubator 

bei 37°C. Nach 1 Stunde wurden 5µg/ml Berfeldin A zu den Zellen gegeben, um die 

Sekretion von Zytokinen aus dem Golgi-Apparat zu unterbinden. Nach der 

Stimulation wurden die Zellen in FACS-Röhrchen überführt, mit PBA gewaschen und 

die Oberflächenfärbung wie zuvor beschrieben durchgeführt. Die gesamte Färbung 

wurde auch auf Eis und in Dunkelheit durchgeführt. Vor der intrazellulären Färbung 

mussten die Zellen zunächst fixiert werden. Dazu wurden die Zellen mit PBS 

gewaschen und nach Resuspension des Zellpellets mit 1ml 2%igem Paraformaldeyd 

für 30 Minuten fixiert. Anschließend wurden die Zellen erneut mit PBS und dann mit 

einem  saponinhaltigem Puffer (0,05% Saponin in PBA) gewaschen, um die 

Zellmembran zu permeabilisieren. Nach der Resuspension wurden die Zellen zur 

Blockade unspezifischer Bindungen mit Ratten IgG und anti-CD16/CD32 in 

Saponinpuffer für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die 

fluorochrommarkierten Antikörper für 10 Minuten zugefügt und anschließend mit 

Saponinpuffer gewaschen. Bei Bedarf erfolgte eine Inkubation mit 

Sekundärantikörpern für weitere 8 Minuten. Abschließend wurden die Zellen mit 

Saponinpuffer und danach mit PBA gewaschen. Nach Aufnahme der Zellen in 300µl 

PBA konnte die Messung am Durchflusszytometer (BD LSR II) erfolgen. 

 

Foxp3-Färbung 

Die Foxp3- und BrdU-Färbungen unterscheiden sich von den bisher beschriebenen 

intrazellulären Färbungen, da hierfür zusätzlich eine Permeabilisierung der 

Zellkernwand nötig war. Für die Foxp3-Färbung wurden 1 bis 2 x 106 Zellen 

verwendet. Die benötigten Puffer und Foxp3-Antikörper wurden von eBioscience 

bezogen. Die Oberflächenfärbung wurde wie bereits beschrieben durchgeführt. Die 

Zellen wurden mit 1ml der frisch angesetzten Fixations/Permeabilsierungs-Lösung 

von eBioscience für 30 Minuten auf Eis fixiert, anschließend mit PBS und dann mit 

1ml des Permeabilsierungspuffers von eBioscience gewaschen. Nach der 

Resuspension wurden die Zellen zur Blockade unspezifischer Bindungen mit Ratten 

IgG und anti-CD16/CD32 in Permeabilisierungspuffer für 10 Minuten auf Eis 

inkubiert. Danach wurden die fluorochrommarkierten Antikörper für Foxp3, sowie bei 

Bedarf für Zytokine, dazugegeben und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen 

wurden zweimal mit 1ml Permeabilisierungspuffer gewaschen und in 300µl PBA für 

die Messung aufgenommen. 
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BrdU-Färbung 

Puffer und Antikörper für die BrdU-Färbungen wurden von BD bezogen. Da BrdU 

und Foxp3 in Kombination gefärbt wurden, entwickelten wir ein eigenes Protokoll für 

diese Färbung. Es wurden 2 x 106 Milzzellen für die Färbung verwendet. Die 

Oberflächenfärbung wurde wie bereits beschrieben durchgeführt. Die Zellen wurden 

mit 1ml der Fixations/Permeabilisierungs-Lösung des Foxp3-Kits von eBioscience für 

30 Minuten auf Eis fixiert, und mit 1ml des Permeabilisierungspuffers von 

eBioscience gewaschen. Anschließend wurde zu jeder Probe 100µl der 

CytopermPlus-Lösung von BD gegeben, für 10 Minuten auf Eis inkubiert, gewaschen 

und nochmals für 5 Minuten mit 1ml der Fixations/Permeablisierungslösung von 

eBioscience behandelt. Zu jeder Probe wurde 100µl DNAse gegeben und für 

mindestens 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Wie bereits für die Foxp3-Färbung 

beschrieben, wurden die Zellen nach Resuspension zur Blockade unspezifischer 

Bindungen mit Ratten IgG und anti-CD16/CD32 für 10 Minuten auf Eis inkubiert und 

anschließend die Antikörper für BrdU und Foxp3 für 30 Minuten hinzugefügt. Die 

Zellen wurden zweimal mit 1ml Permeabilisierungspuffer gewaschen und in 300µl 

PBA für die Messung aufgenommen. 

 

Lebend-Tot-Exklusion 

Membranen toter Zellen können unspezifisch Antikörper binden, was zu einer 

Verfälschung der Messdaten führen würde. Für alle durchgeführten Färbungen 

sollten daher bereits tote Zellen mit Hilfe einer Lebend-Tot-Exklusion von den 

Messungen ausgeschlossen werden. Für die Oberfächenfärbungen wurde hierfür der 

Farbstoff DAPI verwendet. Dieser Farbstoff passiert die Membranen toter Zellen, und 

interkaliert mit der DNA dieser Zellen. Die intakte Membran lebender Zellen kann 

DAPI nicht durchdringen. Der Farbstoff wurde den Proben in einer Konzentration von 

10µM kurz vor der Messung am Durchflusszytometer hinzugefügt. 

 

Für die intrazellulären Färbungen wurde der Farbstoff EMA verwendet. DAPI war für 

diese Färbungen nicht geeignet, da die Zellen permeabilisiert werden mussten (siehe 

oben). DAPI würde somit alle Zellen anfärben, was eine Identifizierung bereits vor 

Fixierung toter Zellen unmöglich machen würde. 

Während der Oberflächenfärbung wurde EMA den Proben in einer Konzentration von 

1µg/ml zugefügt und für 10 Minuten auf Eis unter Lichtexposition inkubiert. Durch den 
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Einfluss des Lichtes kam es zu stabilen kovalenten Bindungen zwischen EMA und 

der DNA bereits permeabilisierter, also toter Zellen. Anschließend wurden die Zellen 

gewaschen und die Färbung wie oben beschrieben weiter durchgeführt. Bei 

Auswertung zeigte sich, dass nach in vitro Stimulation ungefähr 3 % der CD4+ Zellen 

EMA+ waren und dass mit oder ohne EMA keine Unterschiede in den Frequenzen 

der Zytokinproduktion messbar waren. Daher wurde in den hier gezeigten 

Experimenten auf eine Lebend-Tot-Exklusion mit EMA verzichtet. 

 

Auswertung der Daten mit der FlowJo Software 

Zunächst wurde im Forward Scatter und Side Scatter die Lymphozytenpopulation 

markiert (Abb. A). Als Viabilitätstest für die Oberflächenfärbung erfolgte während der 

Messung eine Lebend-Tot-Exklusion mit DAPI. Die toten Zellen wurden bei der 

Auswertung aus der zuvor markierten Lymphozytenpopulation für die weitere 

Untersuchung ausgeschlossen (Abb. B). Anschließend konnten verschiedene 

Lymphozytensubpopulationen durch die Expression von Oberflächenmolekülen mit 

Hilfe monoklonaler Antikörper dargestellt und ihr prozentualer Anteil quantifiziert 

werden (Abb. C+D). Diese markierten Populationen konnten eingegrenzt werden, so 

dass eine detaillierte Analyse ausschließlich dieser Zellen möglich war. 
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Abb. 5a: Vorgehen bei der Auswertung von Oberflächenfärbungen. Abb. A zeigt den  Forward 
und Side Scatter, indem zunächst die Lymphozytenpopulation isoliert wurden. Von den markierten 
Lymphozyten wurden mit Hilfe von DAPI bereits tote Zellen ausgeschlossen (Abb. B). Die 
Lymphozyten wurden anschließend in B220+ und CD3+ Zellen unterteilt (Abb. C). Im Folgenden 
konnten die CD3+ Zellen in CD8+ und CD4+ Zellen getrennt werden (Abb. D). 

 

Für die intrazellulären Färbungen wurde zunächst die Lymphozytenpopulation 

markiert (Abb. E). Bei den weiteren Untersuchungen waren nur die CD4+ T-Zellen 

von Interesse (Abb. F). Für die intrazellulär untersuchten Moleküle zeigte sich oftmals 

keine klare Trennung der angefärbten Zellen von der nicht gefärbten Zellpopulation. 

Daher wurden Isotypkontrollen verwendet, mit deren Hilfe eine Einteilung der Dot-
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Plots in Quadranten möglich war (Abb. H). Somit konnten die Zielpopulationen von 

den restlichen Zellen abgegrenzt werden. Anhand der Abb. G soll beispielhaft erklärt 

werden, wie diese Daten ausgewertet wurden. Im oberen linken Quadranten eines 

Dot-Plots sind dabei die CD25+, im oberen rechten Quadranten die CD25+Foxp3+ 

(doppelpositiven) und im unteren rechten Quadranten die Foxp3+ Zellen dargestellt. 

Die Gesamtzahl der CD25+ Zellen ergibt sich aus der Addition der beiden oberen 

Quadranten, die Gesamtzahl der Foxp3+ Zellen aus der Addition der beiden rechten 

Quadranten. 
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Abb. 5b: Vorgehen bei der Auswertung von intrazellulären Färbungen. Im Forward und Side 
Scatter wurde zunächst die Lymphozytenpopulation isoliert (Abb. E). Da die Zytokinproduktion in CD4+ 
Zellen untersucht werden sollte, wurden nur diese Zellen berücksichtigt (Abb. F). Abb. G zeigt 
beispielhaft eine Färbung von CD25 gegen Foxp3 in den CD4+ Zellen. Abb. H zeigt die 
dazugehörende Isotypkontrolle. 

 

4.2.11. Isotypspezifischer ELISA 

Der ELISA wurde verwendet, um die G6PI-spezifischen Immunglobulin-Subklassen 

zu bestimmen. Für die Bestimmung wurden 96-Well-ELISA Mikrotiter-Platten mit 

5µg/ml G6PI in Coating-Buffer beladen. Pro Well wurden 50µl der G6PI-Lösung 

pipettiert und in einer feuchten Kammer über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend 

wurden die Platten dreimal mit dem ELISA-Washer mit Washing-Buffer (0,05% 

Tween 20/PBS) gewaschen. Um freie Proteinbindungsplätze zu besetzten,  wurden 

200µl/Well Blocking-Buffer (2% BSA/PBS) pipettiert und für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem Waschen, 

wurden 50µl/Well der Serumverdünnungen (Tabelle 10) als Duplikate aufgetragen 

und für 1 Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. 

Nach dem Waschen der Platten wurden die isotypspezifischen goat-anti-mouse 

Antikörper (Tabelle 3) in Washing-Buffer 1:1000 verdünnt und 50µl wurden jeweils in 

die entsprechenden Wells pipettiert und erneut für 1 Stunde in einer feuchten 

Kammer inkubiert 
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Tab 10: Schema der Serumverdünnungen (WB=Washing-Buffer) 

Nr Verdünnung  

V1 1:100 20µl Serum+1980µl WB 

V2 1:400 500µl V1 + 1500µl WB 

V3 1:1600 500µl V2 + 1500µl WB 

V4 1:6400 500µl V3 + 1500µl WB 

V5 1:25600 500µl V4 + 1500µl WB 

V6 1:102400 500µl V5 + 1500µl WB 

V7 1:409600 500µl V6 + 1500µl WB 

 

Nach dem Waschen wurde zur Detektion der mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelte 

donkey-anti-goat Antikörper verwendet. Dieser wurde 1:3000 in Washing-Buffer 

verdünnt, 50µl wurden zu jedem Well gegeben und anschließend 15 Minuten bei 

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach einem weiteren 

Waschschritt, wurden o-Phenylendiamin und Wasserstoffperoxid in Phosphat-Citrat-

Puffer gelöst. 50µl dieser Lösung wurden zu jedem Well gegeben. o-Phenylendiamin 

diente dabei als Substrat für die Peroxidase, Wasserstoffperoxid zur Auslösung der 

Farbreaktion. Die Reaktion musste in Dunkelheit stattfinden und wurde nach Bedarf 

mit 50µl/Well Schwefelsäure abgestoppt. Die Extinktion wurde in einem ELISA-

Reader bei 492 nm gemessen.  

 

4.2.12.  IL-17 ELISA 

Für die Bestimmung wurden 96-Well-ELISA Platten mit 50µl/Well des IL-17 Capture-

Antikörpers (2µg/ml in PBS) beladen. Die Platten wurden über Nacht bei 4°C 

inkubiert. Für alle weiteren Schritte wurden die Platten bei Raumtemperatur in einer 

feuchten Kammer inkubiert. Anschließend wurden die Platten dreimal mit Washing-

Buffer (0,05% Tween20/PBS) gewaschen. Zur Besetzung freier 

Proteinbindungsstellen wurden 200µl/Well Blocking-Buffer (1% BSA/PBS) pipettiert 

und für 1 Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Verdünnungen der 

Standards mit 50µl/Well pipettiert. Die höchste Standarkonzentration betrug 

1000pg/ml, danach wurde in 8 Verdünnungsschritten mit PBS jeweils 1:2 verdünnt. 

Für die Proben wurden 6 x 105 Zellen aus einer Milzsuspension entnommen, für 2 

Tage mit 10µg/ml G6PI oder 2µg/ml CD3 und 2,5µg/ml CD28 bei 37°C restimuliert 

oder unstimuliert belassen. Die Überstande wurden abgenommen, entsprechend den 
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Angaben in Tabelle 11 verdünnt und nach Auftragen der Proben auf die Platten für 2 

Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

Tab 11: Verdünnung der Proben 

Proben Verdünnungsfaktor 

Medium 1:1 

G6PI 1:4 

CD3/28 1:10 

 

Für die Detektion wurde der entsprechende IL-17 Antikörper mit Blocking-Buffer auf 

200ng/ml verdünnt. Die Platten wurden dreimal gewaschen und 50µl/Well des 

Detektions-Antikörpers pipettiert. Die Inkubation erfolgte für 2 Stunden. Nach einem 

erneuten Waschschritt wurde zur Detektion Streptavidin-Peroxidase  mit Blocking-

Buffer im Verhältnis 1:200 verdünnt. Anschließend wurden 50µl/Well der Peroxidase-

Lösung pipettiert und für 20 Minuten inkubiert. Die Platten wurden erneut gewaschen 

und die Farbreaktion wie für den Isotypspezifischen ELISA beschrieben (4.2.10) 

ausgelöst. Die Extinktion wurde ebenfalls bei 492 nm im Photometer gemessen. 

 

4.2.13.  Graphische und statistische Auswertung 

Die graphische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Für die 

statistische Berechnung wurde das Mann-Whitney Testverfahren verwendet, wobei 

jeder p-Wert  < 0,05  signifikant war (�: p= 0,01-0,05, �� :0,001-0,01, ���: <  

0,001), alle p-Werte >  0,05 galten als nicht signifikant (ns). 
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5. Ergebnisse 

5.1. Depletion CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen   

CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen (Tregs) sind von großer Bedeutung in der 

Limitierung von Entzündungsreaktionen bzw. bei der Entstehung von Toleranz 

gegenüber Autoantigenen.  Aus diesem Grund spielt die Erforschung des Einflusses 

von Tregs auf Autoimmunkrankheiten eine große Rolle. Um die Bedeutung von 

Tregs am Modell der G6PI Arthritis näher charakterisieren zu können, wurde die 

Mehrzahl dieser Zellen mit Hilfe des anti-CD25 Antikörpers PC61 depletiert. Für die 

Behandlung wurde jeweils 400 µg des depletierenden Antikörpers intraperitoneal am 

Tag 11 und 8 vor der Immunisierung mit G6PI injiziert.  
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Der Erfolg der Depletion wurde für Tag 0, dem Tag der Immunisierung, beispielhaft 

dargestellt (Abb. 6a). Gezeigt sind Dot-Plots von Zellen aus Milz (oben) und 

drainierenden, inguinalen Lymphknoten (unten). Die linken Plots zeigen Milzzellen 

aus Mäusen, die mit anti-CD25 Antikörper behandelt wurden, die rechten stellen 

Zellen aus unbehandelten Kontrollen dar. Gezeigt ist die Expression von CD25 und 

Foxp3 in CD4+ T-Zellen. Der Depletionseffekt war im gezeigten Beispiel deutlich zu 

erkennen, so betrug in der Milz die Zahl CD25+ Zellen 3,7 % in der depletierten Maus 

im Vergleich zu 10,9 % in der Kontrollmaus. Die Zahl der Foxp3+ Zellen in dem 

Abb. 6a: Depletionseffekt nach 
Behandlung mit einem anti-CD25 
Antikörper. Die Mäuse wurden am Tag -11 
und -8 vor der Immunisierung mit jeweils 400 
µg anti-CD25 Antikörper (PC61) behandelt 
oder unbehandelt belassen. Zur Kontrolle der 
Depletion wurden aus den Mäusen am Tag 
0, dem Tag der Immunisierung, Milz und 
inguinale Lymphknoten präpariert. Die 
daraus  gewonnenen Zellen wurden mit 
Antikörpern gegen CD4 und CD25 (7D4) 
gefärbt, fixiert und nach 
Kernpermeabilisierung gegen Foxp3 gefärbt. 
Die Analyse wurde im FACS durchgeführt. 
Gezeigt ist die Färbung von CD25 (y-Achse) 
gegen Foxp3 (x-Achse) in den CD4+ Zellen 
für jeweils eine depletierte Maus (linke Dot-
Plots) und eine Kontollmaus (rechte Dot-
Plots) in Milz (oben) und inguinalen 
Lymphknoten (unten). 
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behandelten Tier lag bei 6,6 %, in der Kontrollmaus bei 12,4 %. Den größten Anteil 

der Tregs machen CD25+Foxp3+ doppelpositive regulatorische T-Zellen aus. Deutlich 

sichtbar zeigten die Plots die Reduktion dieser Zellen auf 1,5 % nach Depletion im 

Vergleich zur Kontrolle (8,3 %). Der kleinere Teil CD25 oder Foxp3 einfachpositiver 

Zellen änderte sich hingegen kaum. In den drainierenden Lymphknoten war dieser 

Effekt in vergleichbarer Weise sichtbar. Auch hier fand man eine deutliche Reduktion 

der doppelpositiven Treg Zellen auf 1,8 % nach Depletion im Vergleich zu dem 

Kontrollwert von 8,2 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6b: Verlauf der Depletion regulatorischer T-Zellen. Die Mäuse wurden entweder mit PC61 
behandelt (schwarze Balken) oder als Kontrolle unbehandelt belassen (graue Balken) und 
anschließend immunisiert. An den Tagen 0, 6, 9, 12, 25 und 35 nach Immunisierung wurden Milz und 
inguinale Lymphknoten der Mäuse isoliert und die Expression von CD25 und Foxp3 in den CD4+ 
Zellen gemessen. Hierfür wurden die Zellen wie unter 6a beschrieben gefärbt. Gezeigt ist der 
prozentuale Anteil der CD25 (links), Foxp3 (mitte) und doppelpositiven (rechts) CD4+ Zellen. Die 
Balken für jeden gezeigten Tag ergeben sich aus den Mittelwerten von 3 bis 5 Tieren pro Gruppe. Die 
Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. 
 
 
Um Dauer und Stärke der Depletion zu untersuchen, wurde die Expression von 

CD25 und Foxp3 auf CD4+ T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der 

G6PI Arthritis gemessen. Das Balkendiagramm in Abb. 6b zeigt die CD25+, Foxp3+ 

und CD25+Foxp3+ Zellen unter den CD4+ T-Zellen. Die oberen Diagramme zeigen 

die Werte für die Milz, die unteren für die inguinalen Lymphknoten. In der Milz war 
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die Depletion CD25+ Zellen bis in die Induktionsphase (Tag 12) der G6PI Arthritis 

hinein erkennbar. Die Ausgangswerte am Tag 0 betrugen im Mittel 10,4 % in den 

Kontrolltieren und 4,5 % in den behandelten Tieren. Die Expression von CD25 stieg 

in beiden Gruppen bis zum Ende der Untersuchung am Tag 35 an, wobei der 

Depletionseffekt bis zum Tag 12 deutlich erkennbar blieb. So erreichte die 

Expression von CD25 in den Kontrollen am Tag 12 einen gemittelten Wert von 20,1 

%, während nach Depletion die Zahl CD25 exprimierender Zellen bei 15,4 % lag. 

Dies entsprach 20 Tage nach der letzten Behandlung mit dem anti-CD25 Antikörper 

einer verbleibenden Reduktion um 23 %. An den späteren Kinetiktagen hatten sich 

die Werte für depletierte- und Kontrolltiere bereits wieder angeglichen, am Tag 35 

zeigte sich tendenziell eher eine stärkere Expression von CD25 in den behandelten 

Mäusen.  

Für die Foxp3+ Zellen war der Depletionseffekt ebenfalls bis zum Tag 12 deutlich 

nachweisbar. An diesem Tag wurde in den Kontrollen das Maximum der Foxp3 

Expression mit 19,5 % erreicht, in den behandelten Tieren lag die Zahl Foxp3+ Zellen 

bei 14,6 %. Die Zahl Foxp3+ Zellen in den behandelten Tieren stieg bis zum Tag 25 

auf 20 % an und fiel im weiteren Verlauf wie bei den Kontrollen ab auf ca 15 % ab. 

Am deutlichsten war der Verlauf der Depletion bei den CD25+Foxp3+ Zellen zu 

erkennen. Am Tag 0 lag die Zahl der doppelpositiven Zellen bei 7,4 % in den 

Kontrollen und bei 1,7 % in den behandelten Mäusen. Die Expression blieb in den 

depletierten Tieren bis zum Tag 12 mit 9,8 % deutlich hinter den Kontrollen mit 16,2 

% zurück. Es zeigte sich bei den Kontrolltieren eine schnelle Reduktion der 

Expression nach Tag 12, während die Werte der behandelten Tiere bis zum Tag 25 

auf 13,4 % ansteigen, und dann langsam abfielen.  

In den inguinalen Lymphknoten war ein Depletionseffekt über einen längeren 

Zeitraum nachweisbar. In den Kontrollen stieg die Expression von CD25 von 7,4 % 

am Tag 0 kontinuierlich auf 15,5 % am Tag 35 an. Nach Depletion fand man einen 

Anstieg von 2,1 % am Tag 0 auf 16,9 % am Tag 35, wobei der Depletionseffekt bis 

zum Tag 25 deutlich erkennbar blieb. Noch deutlicher war der Effekt für die Foxp3+ 

und doppelpositiven Zellen. In den Kontrollen exprimierten 8,5 % der CD4+ Zellen am 

Tag 0 Foxp3 und nur 3,4 % in den behandelten Tieren. Die Expression stieg  in 

beiden Gruppen bis zum Tag 35 an, und erreichte 13,8 % in den Kontrollen und 11,4 

% nach Depletion. Ein Abfall der Expression während der Remissionsphase, wie in 
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der Milz, war in den Lymphknoten nicht zu beobachten. Die doppelpositiven Zellen 

zeigten einen ähnlichen Verlauf wie für die Foxp3 Expression beschrieben. 

 

5.2. Effekte der Depletion CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen auf   

 den Verlauf der G6PI Arthritis 

Im Folgenden wurden die Auswirkungen der Treg-Depletion auf die G6PI Arthritis 

untersucht. Abb. 7a zeigt den klinische Verlauf der G6PI Arthritis nach Depletion und 

in Kontrolltieren bis zum Tag 82 nach Immunisierung (obere Abbildung).  

Die behandelten Mäuse wurden am Tag 11 und 8 vor Immunisierung mit jeweils 

400µg anti-CD25 Antikörper behandelt (schwarze Kurve) oder unbehandelt belassen 

(graue Kurve), und anschließend mit 400µg G6PI subkutan immunisiert. Von jeder 

Maus wurden ab dem Tag der Immunisierung die klinische Zeichen der Entzündung 

dokumentiert.  

In den Kontrolltieren waren erste Zeichen der entzündlichen Veränderungen an den 

Gelenken am Tag 9 nach Immunisierung zu beobachten, am Tag 13 erreichte die 

Entzündung das Maximum mit einem klinischen Index von 8  (siehe auch Fotos in 

Abb. 7b). Anschließend waren die Entzündungszeichen wieder rückläufig, so lag der 

gemittelte Index am Tag 40 nur noch bei 2. Mit einigen Schwankungen fiel der Index 

weiterhin stetig. Ab Tag 46  waren Entzündungszeichen kaum mehr zu beobachten.  

Nach Depletion der Tregs waren erste Entzündungszeichen ebenfalls am Tag 9 nach 

Immunisierung erkennbar. Es zeigte sich eine deutliche Chronifizierung der Arthritis,  

so lag der Index am Tag 40 noch bei 8. Am Tag 44 fiel der Index auf 6 und blieb 

anschließend unter Schwankungen bis zum Ende der Messung nahezu konstant. Am 

Tag 81 lag der Index immernoch bei einem Wert von 4. Es zeigte sich, dass die 

Arthritis nach Depletion nicht nur chronifizierte, sondern die Mäuse zudem wesentlich 

schwerer erkrankten. Dies wurde an einer massiveren Schwellung und Rötung, 

sowie teilweiser Rhagadenbildung der betroffenen Gelenk deutlich (siehe Fotos in 

Abb. 7b). Für diese schwersten Entzündungszeichen wurde ein neuer Indexwert von 

3 eingeführt, so dass jedes Tier ein Maximum von 12 erreichen konnte.  

Ein weiteres Experiment, in dem dieser neue Index verwendet wurde, ist in Abb. 7a 

(unten links) dargestellt. Die bereits vermutete Exazerbation der Arthrits nach 

Depletion zeigte sich deutlich. Für die Kontrollgruppe wurde eine vergleichbarer 

Verlauf wie zuvor beobachtet. Das Maximum der Entzündungszeichen wurde mit 7,5  
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am Tag 14 nach Immunisierung beobachtet, anschließend kam es zu einem 

kontinuierlichem Abfall auf 0,3 bis zum Ende der Messung.  Nach Depletion 

erkrankten die Mäuse am gleichen Tag wie die Kontrollen, wurden allerdings 

schwerer krank. Das Maximum der Entzündung wurde am Tag 12 mit einem Index 

von 12 erreicht. Nachdem die Tiere für weitere 3 Tage diesen Wert beibehielten, fiel 

der Index anschließend langsamer als bei den Kontrollen und erreichte am Ende der 

Messung noch einen Wert von 4,3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 7a: Klinischer Verlauf der G6PI-induzierten Arthritis nach Depletion regulatorischer T- 
Zellen. Die Kurven mit den schwarzen Quadraten stellen die mit PC61 behandelten Tiere, die Kurven 
mit den grauen Quadraten die Kontrollgruppen dar. Die obere Abbildung zeigt den klinischen Verlauf 
bis zum Tag 82 nach Depletion mit dem ursprünglichen Index für den Schweregrad der Arthritis. Für 
jede Pfote wurde ein Punktwert von 0 bis 2 vergeben, so dass ein Maximalwert von 8 pro Tier erreicht 
werden konnte. Auf der y-Achse ist der Mittelwert des klinischen Index für alle Tiere einer Gruppe 
dargestellt. Auf der x-Achse sind die Tage gezeigt. Um den schwereren Verlauf nach Depletion zu 
berücksichtigen, wurde ein dritter Indexpunkt pro Pfote vergeben, so dass jedes Tier einen maximalen 
Punktwert von 12 erreichen konnte. Die untere linke Abbildung zeigt den klinischen Verlauf mit diesem 
neuen Index bis Tag 34 nach Immunisierung. Zusätzlich wurden diese Tiere jeden Tag gewogen. Die 
untere rechte Abbildung zeigt die Gewichtskurve. Auf der y-Achse ist das Gewicht in Prozent 
dargestellt, auf der x-Achse die Tage. Das Gewicht am Tag 0 stellt den Ausgangswert als 100 % dar. 
Das Gewicht jedes weiteren Tages wurde auf diesen Ausgangswert bezogen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der Kontrollmäuse (graue Kurve) und der depletierten Tiere (schwarze Kurve). In der 
oberen Abbildung ergeben sich die Mittelwerte aus  5 Tieren pro Gruppe. Die Mittelwerte der beiden 
unteren Abbildungen ergeben sich aus 3 Tieren in der depletierten Gruppe und 4 Tieren bei den 
Kontrollen. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar. 
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Als zusätzlicher Parameter zum Index wurden die Mäuse täglich gewogen (Abb. 7a 

unten rechts). Die Kurve zeigt den gemittelten, prozentualen Anteil des Gewichtes 

vom Ausgangsgewicht der Mäuse am Tag der Immunisierung. Für die Kontrolltiere 

(graue Kurve) zeigte sich ein rascher Abfall des Gewichtes mit einem Tiefpunkt von  

87,1 % am Tag 15 nach Immunisierung. Anschließend stieg das Gewicht 

entsprechend dem Rückgang der Entzündungszeichen an und erreichte am Tag 30 

106,6 % des Ausgangsgewichtes. Nach Depletion der Tregs zeigte sich im Vergleich 

ein stärkerer Abfall des Gewichtes. Die größte Gewichtsreduktion auf 80,6 % des 

Ausgangsgewicht wurde am Tag 18 nach Immunisierung gemessen. In der 

Kontrollgruppe betrug das Gewicht an diesem Tag bereits wieder 92,3 %. Bis zum 

Ende der Messung erreichten die Tiere nach Depletion das Ausgangsgewicht nicht 

mehr. Die Mäuse nahmen langsamer als in der Kontrollgruppe wieder zu und 

erreichten am Tag 30 im Mittel nur 91,1 % des Ausgangsgewichtes, was einer 

Gewichtsdifferenz von 15,5 % zwischen Kontrollgruppe und behandelter Gruppe 

entsprach. Das Gewichtsverhalten spiegelte somit den klinischen Verlauf der Arthritis 

in beiden Gruppen sehr gut wieder. 

 

Zur Verdeutlichung des klinischen Verlaufes sind in Abb. 7b beispielhaft Fotos von 

Mäusebeinen am Tag 15, zum Höhepunkt der Arthritis (oben) und am Tag 82 (unten) 

gezeigt. Die Fotos zeigen jeweils die Hinterpfoten einer depletierten Maus (links) und 

einer Kontrolle (rechts). Die Kontrollmaus am Tag 15 zeigte eine starke Schwellung, 

vor allem im Bereich des Sprunggelenkes und des Mittelfußes. Die Stärke der 

Schwellung entsprach im verwendeten Indexsystem einem Punktwert von 2 (siehe 

auch Material und Methoden 4.2.4).  

Die Pfote der depletierten Maus war deutlich stärker geschwollen und gerötet, 

zusätzlich fanden sich, wie im Bereich des Sprunggelenkes erkennbar, tiefe 

Rhagaden. Diese Pfote entsprach einem Punktwert von 3 im Index. Die unteren 

Bilder zeigen die Hinterpfoten einer depletierten- und einer Kontrollmaus am Tag 80 

nach Immunisierung. An der Pfote des Kontrolltieres waren keinerlei 

Entzündungszeichen mehr erkennbar, auch zeigten sich keine Einschränkungen in 

der Beweglichkeit der Pfote. Im Gegensatz dazu war die Pfote der depletierten Maus 

am Tag 80 noch leicht geschwollen. Bemerkenswert war die massive 

Funktionseinschränkung der Pfote, die in dem gezeigten Winkel völlig versteift war. 
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Diese starke Deformierung der Pfoten war nur nach Depletion und der daraus 

folgenden Chronifizierung der Arthritis erkennbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7b: Beurteilung der Arthritisschwere. Gezeigt sind repräsentative Beispiele von Hinterpfoten 
erkrankter Mäuse am Tag 15 (oben) und 82 (unten) nach Immunisierung mit 400µg G6PI. Zum 
Höhepunkt der Erkrankung zeigten sich nach Behandlung mit PC61 neben massiven Schwellungen 
und Rötungen auch Rhagaden an den entzündeten Pfoten (links oben), die Rötung und Schwellung 
der Pfoten von Kontrolltieren waren schwächer ausgeprägt (rechts oben). Nach Depletion endete der 
chronische Verlauf der Erkrankung in einer Versteifung der betroffenen Gelenke (links unten, 
Einsteifung des Gelenks im gezeigten Winkel). Die Gelenke der Kontrolltiere blieben nach Abheilung 
frei beweglich (rechts unten). 
 
 
In den histologischen Untersuchungen fanden sich ebenfalls deutliche Unterschiede 

zwischen den behandelten Tieren und den Kontrollen. Abb. 7c zeigt repräsentative 

HE gefärbte Gelenkschnitte unterschiedlicher Vergrößerungen einer depletierten 

Maus und einer Kontrollmaus am Tag 30 (oben) und 82 (unten) nach Immunisierung. 

In beiden Tieren waren am Tag 30 entzündliche Infiltrate erkennbar, wobei sich nach 

Depletion  eine massivere Entzündung im Gelenk nachweisen ließ. Für Tag 82 sind 

repräsentative Schnitte aus zwei Mäusen nach Depletion gezeigt. Im Kontrolltier 

ließen sich kaum mehr Entzündungszeichen nachweisen, während nach Depletion, 

je nach Schwere der beobachteten Entzündungszeichen, histologisch noch leichte 

bis starke entzündliche Infiltrate erkennbar waren.  
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Abb. 7c: Histologische Darstellung. Gezeigt sind repräsentative HE gefärbte Gelenkschnitte in 50x, 
100x und 200x Vergrößerung (von links nach rechts) von behandelten- oder Kontrolltieren am Tag 30  
und 82 nach Immunisierung. Nach Behandlung mit PC61 fand sich an Tag 30 ein stärkeres 
entzündliches Infiltrat (1. Reihe) als in den Kontrollen (2.Reihe). Für Tag 82 sind zwei Beispiele nach 
Depletion und eine Kontrolle gezeigt. In den behandelten Tieren fanden sich noch deutliche (3. Reihe) 
bis leichte (4.Reihe) entzündliche Infiltrate, während  im Kontrollbeispiel keine Zeichen von 
Entzündung nachweisbar waren (5.Reihe). 
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Die verblindete, histologische Beurteilung wurde von Dr. Morawietz in Berlin 

durchgeführt und in Abb. 7d dargestellt. Der erreichte Index jeder einzelnen Maus, 

sowie der Mittelwert für die depletierten- und die Kontrollgruppen wurde angegeben. 

Gezeigt sind Abbildungen für Tag 30 (links) und Tag 82 (rechts). Nach Depletion 

erreichten die Mäuse den maximal möglichen Wert von 16, die Kontrollgruppe 

erreichte im Mittel einen Index von 10,2. Am Tag 82 fanden sich in der depletierten 

Gruppe stärkere Schwankungen in den beobachteten Infitraten, wobei der Mittelwert 

bei 4,4 lag, während in der Kontrollgruppe mit einem gemittelten Index von 0,8 kaum 

Entzündung nachweisbar war. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7 d: Histologische Bewertung der Arthritisschwere. Gezeigt ist der histologische Index in 
depletierten- (schwarze Quadrate) und Kontrolltieren (graue Quadrate) am Tag 30 (links) und Tag 82 
(rechts). Je nach Stärke des entzündlichen Infitrates wurde für jede Pfote ein Punktwert von 0 bis 4 
vergeben, nach Addition konnte jede Maus einen Punktwert von maximal 16 erreichen. Dargestellt 
sind der Index für jede einzelne Maus sowie der Mittelwert beider Gruppen. 
 
 

5.3. Messung der in vitro Proliferation nach Treg Depletion 

Nach den beobachteten deutlichen klinischen Effekten der Treg Depletion sollten die 

genaueren immunologischen Mechanismen untersucht werden, die zur Exazerbation 

und Chronifzierung der Arthritis führten. Hierzu wurde die in vitro Proliferation von 

Milzzellen gemessen, da Tregs zumindest in vitro die Proliferation von Zellen 

supprimieren können. Abb. 8 zeigt die Proliferation isolierter Milzzellen am Tag 15, 

30 und 82 nach Immunisierung. Für die Messung wurden die Zellen zu den 

angegebenen Zeitpunkten mit 10µg/ml G6PI stimuliert oder unstimuliert belassen. 

Angegeben sind die counts per minute (cpm) ± SEM. Bereits die unstimulierten 

Zellen zeigten eine annähernd doppelt so starke Proliferation nach Depletion der 

Tregs, so zum Beispiel am Tag 15 mit 12911 ± 1264 im Vergleich zu den Kontrollen 
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mit 5924 ± 1021. Diese erhöhte Aktivierung nach Depletion konnte auch noch am 

Tag 82 gefunden werden.  

Nach Restimulierung mit G6PI nahm die Proliferation in beiden Gruppen stark zu. Am 

Tag 15 war die Proliferation in beiden Gruppen am stärksten, mit 65371 ± 2897 

proliferierten die Zellen nach Depletion deutlicher als die Kontrollen mit 51314 ± 

3761. Passend zur Chronifizierung der Arthritis fand man Zellen aus depletierten 

Tieren am Tag 35 noch eine doppelt so starke Proliferation mit  45193 ± 3255 im 

Vergleich zu den Kontrollen mit 23614 ± 4533. Anschließend fand sich ein deutlicher 

Rückgang der Depletion, aber nach Depletion proliferierten am Tag 82 mit 9337 ± 

987 noch viermal mehr Zellen als in der Kontrollgruppe mit 2219 ± 531.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 8: In Vitro Proliferation von Milzzellen nach Depletion der Tregs. Die Mäuse wurden 
entweder behandelt (schwarze Balken) oder unbehandelt (graue Balken) belassen. Jede Maus wurde 
mit 400 µg G6PI subkutan immunisiert. Am Tag 15, 30 und 82 nach Immunisierung wurden Milzzellen 
isoliert, für drei Tage mit 10 µg/ml G6PI stimuliert oder unstimuliert belassen. Für die letzten 18 
Stunden wurde [3H]-Thymidin zugesetzt. Gezeigt ist die Proliferation der Milzzellen in counts per 
minute (cpm) am Tag 15 (links), 30 (mitte) und 82 (rechts) nach Immunisierung. Die Balken für jeden 
Tag ergeben sich aus den Mittelwerten von 5 Tieren pro Gruppe. Die Fehlerbalken stellen den 
Standardfehler dar. 
 
 
Diese Untersuchungen konnten zeigen, dass die Depletion der Tregs zu einer 

stärkeren Proliferation von Zellen führte. Allerdings konnte mt dieser Methode nicht 

geklärt werden, um welchen Zelltyp es sich dabei handelte. Um dies näher zu 

untersuchen, wurden durchflusszytometrisch Oberflächenfärbungen durchgeführt, 

um verschiedene Lymphozytenpopulationen näher zu charakterisieren. Anhand der 

mittels Neubauer-Zählkammer zuvor bestimmten absoluten Zellzahlen konnten so 

die Werte für CD4+, CD8+ und B-Zellen näherungsweise berechnet werden. Abb. 9a 

zeigt beispielhaft eine Oberflächenfärbung für jeweils eine behandelte Maus und ein 

Kontrolltier am Tag der Immunisierung. Das Oberflächenmolekül CD25 wurde zur 

Kontrolle des Depletionseffektes bei jeder Färbung mitgemessen.  
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Abb. 9: Berechnung der absoluten Zellzahlen der Lymphozytenpopulationen. Die Mäuse wurden 
entweder behandelt (schwarze Balken) oder unbehandelt (graue Balken) belassen. Jede Maus wurde 
mit 400 µg G6PI subkutan immunisiert. An den Tagen 0, 6, 9, 12, 25, 35 und 82 wurde die Mäuse 
getötet, die Milzzellen isoliert, anschließend gegen B220, CD3, CD4, CD8 und CD25 gefärbt und im 
FACS analysiert. In Abb. 9a ist ein repräsentatives Beispiel einer solchen Färbung am Tag 0 für 
jeweils eine depletierte (oben) und eine Kontrollmaus (unten) gezeigt. Die linken Plots zeigen die 
Färbung B220 gegen CD3. Die mittleren Plots zeigen die Darstellung von CD8 und CD4 auf CD3+ 
Zellen, die rechten Plots zeigen die Expression von CD25 auf den CD4+ Zellen. 
Abb. 9b zeigt die absoluten Zellzahlen in den Milzen der depletierten Tiere (schwarze Balken) und der 
Kontrolltiere (graue Balken), die mit einer Neubauer-Zählkammer berechnet wurden. Mit Hilfe der 
FACS-Analysen konnten die Zellzahlen für die CD4+, CD8+ und B220+ Zellen näherungsweise 
berechnet werden (Abb. 9c). Die Balken in allen Diagrammen ergeben sich aus mindestens 3 Tieren 
pro Zeitpunkt, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. 
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Die linken Dot-Plots zeigen die Färbungen für B220, einen B-Zellmarker und CD3, 

ein Oberflächenmolekül, das auf T-Zellen exprimiert wird. In den mittleren Plots sind 

die CD3+CD8+ und CD3+CD4+ Zellen dargestellt. Die rechten Plots zeigen die 

Expression von CD25 auf den CD4+ T-Zellen. Erkennbar ist die erfolgreiche 

Depletion mit 3,9 % CD4+CD25+Zellen im Vergleich zu 10,3 % zum Kontrolltier.  

In Abb. 9b sind die absoluten Zellzahlen zu verschiedenen Zeitpunkten der G6PI 

Arthritis dargestellt. Es zeigte sich, dass eine deutliche Proliferation der Zellen schon 

am Tag 6 zu beobachten war und die höchsten Zellzahlen in der Milz mit den ersten 

klinischen Zeichen der Arthritis am Tag 9 erreicht wurden. Zudem konnte man nach 

Depletion der Tregs mehr Zellen finden, mit einem Maximum von 1,6 x 108 Zellen am 

Tag 9, im Vergleich zu 1,2 x 108 Zellen bei den Kontrollen. Zu Zeitpunkten starker 

klinischer Aktivität der Arthritis waren die Zellzahlen in beiden Gruppen bereits 

wieder rückläufig, wobei nach Depletion die Zellzahlen bis zum Ende der Messung 

tendentiell höher waren als in Kontrolltieren. 

Um zu untersuchen, ob es sich bei den proliferierenden Zellen um Lymphozyten 

handeln könnte, wurden die durchflusszytometrischen Messungen durchgeführt. 

Abb. 9c zeigt die untersuchten Subpopulationen. Dargestellt sind die CD4+ T-Zellen 

(links), CD8+ T-Zellen (mitte) und B-Zellen (rechts). Für die CD4+ T-Zellen zeigte sich 

keine Zunahme der absoluten Zellzahl, auch nicht nach Depletion der Tregs. Für die 

CD8+ T-Zellen konnte ebenfalls keine Zunahme im Verlauf der Arthritis gezeigt 

werden, jedoch ergaben sich leicht erhöhte Zellzahlen nach Depletion. Für die 

B-Zellen konnte ein Anstieg der Zellzahlen bis zum Tag 9 und ein langsamer Abfall 

bis zum Ende der Messung am Tag 82 beobachtet werden. Auch zeigte sich eine 

tendenziell stärkere Zunahme der Zellen nach Depletion.  

 
5.4. Messung der in vivo Proliferation nach Treg Depletion 

Mit Hilfe des [3H]-Thymidin-Proliferationsassays bzw. der Berechnung der absoluten 

Zellzahlen konnte nicht genau gezeigt werden, welche Zellpopulationen am stärksten 

proliferierten. Daher wurde die Proliferation der Lymphozytenpopulationen in vivo 

untersucht. Dies hatte den Vorteil, dass die Zielzellen in der lebenden Maus markiert 

wurden, und somit das Verhalten dieser Zellen unter natürlichen Bedingungen 

untersucht werden konnte. Zur Markierung der Zellen wurde Bromo-5`Desoxyuridin 

(BrdU) verwendet, welches den Mäusen über das Trinkwasser verabreicht wurde.  
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Abb. 10: In Vivo Proliferation der Lymphozytenpopulationen bis Tag 9 nach Immunisierung. 
Eine Gruppe von Mäusen wurde mit PC61 behandelt (schwarze Balken), die andere unbehandelt 
(graue Balken) belassen und anschließend immunisiert. Am ersten Tag nach Immunisierung wurde 
den Mäusen 1mg BrdU intraperitoneal injiziert. Ab Tag zwei bekamen die Mäuse 0,8mg/ml BrdU über 
das Trinkwasser verabreicht, das Wasser wurde jeden dritten Tag gewechselt. Am Tag 9 wurden die 
Mäuse getötet und die Milzen entnommen. Die Milzzellen wurden gegen B220, CD8 und CD4 gefärbt 
und fixiert, nach Kernpermeabilisierung erfolgte die Färbung gegen BrdU und Foxp3. Abb. 10a zeigt 
den Anteil in Prozent der BrdU+ Zellen unter den CD4+ (links), CD8+ (mitte) und B220+ Zellen (rechts). 
Die Diagramme in 10b zeigen den Anteil der BrdU+ Zellen in Foxp3- (links) und Foxp3+ (rechts) CD4+ 
Zellen. Die Balken in allen Diagrammen ergeben sich aus den Mittelwerten von 3 Tieren pro Gruppe, 
die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Die Dot-Plots in Abb. 10c stellen ein repräsentatives 
Beispiel für die Färbung BrdU gegen Foxp3 in den CD4+ Zellen dar, der linke Plot zeigt ein Beispiel 
nach Depletion, der rechte ein Kontrolltier. Zur besseren Darstellung wurden die BrdU+ Zellen grün 
eingefärbt, die Zahlen entsprechen den Prozenten der einzelnen Quadranten.  
 

 

Am Tag 9 nach Immunisierung wurde die BrdU-Inkorporation in Zellen der Milz 

durchflusszytometrisch gemessen. Unter Verwendung geeigneter Antikörper gegen 

spezifische Oberfächenmoleküle der Lymphozytenpopulationen konnte somit der 
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BrdU-Einbau und damit die Proliferation dieser Zellpopulationen in vivo analysiert 

werden. 

Die Graphiken in Abb. 10a zeigen die BrdU-Inkorporation in CD4+ T-Zellen (links), 

CD8+ T-Zellen (mitte) und B-Zellen (rechts) am Tag 9 nach Immunisierung. Bei den 

BrdU+ Zellen handelt es sich um die Zellen, die sich bis zu diesem Zeitpunkt in der 

Maus geteilt hatten. Die B-Zellproliferation nach Depletion unterschied sich mit 14,7 

% im Mittel kaum von der Proliferation in den Kontrollen mit 13,4 %. Bei den CD8+ T-

Zellen teilten sich 9,8 % der Zellen nach Depletion und 7,7 % in der Kontrollgruppe. 

Nach Immunisierung mit G6PI war die in vivo Proliferation in den CD4+ T-Zellen am 

stärksten. Mit 34,9 % geteilter Zellen nach Depletion fand sich in dieser Gruppe 

zudem eine deutlich stärkere Proliferation als in der Kontrollgruppe mit 26,5 %.  

Die Proliferation CD4+ Teffs und Tregs sollte daher genauer analysiert werden. Es 

wurde eine Kofärbung von BrdU und Foxp3 durchgeführt, um beide Zellpopulationen 

voneinander trennen zu können. Die beiden Graphiken in Abb. 10b stellen den Anteil 

der Foxp3- (links) bzw. Foxp3+ (rechts) CD4+ T-Zellen dar, die sich bis zum Tag 9 

geteilt hatten (BrdU+ Zellen). Hierbei zeigte sich, dass die Tregs schon während der 

Induktionsphase der G6PI Arthritis sehr stark proliferierten. Fast die Hälfte der Tregs  

teilte sich in der Kontrollgruppe (47,3 %), in der depletierten Gruppe fand sich 

interessanterweise sogar eine stärkere Proliferation mit 60,1 %. Auch in den Foxp3-

CD4+ T-Zellen, die zum größten Teil die Effektorzellen darstellen, fand sich nach 

Depletion eine stärkere Proliferation mit 30,1 % im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 

22,7 %. Abb. 10c zeigt zwei repräsentative Dot-Plots einer Kofärbungen von Foxp3 

und BrdU in einer depletierten Maus (links) und einem Kontrolltier (rechts). 

 

5.5. Einfluss der Tregs auf die zelluläre Immunantwort 

In den BrdU-Experimenten konnte eine starke Proliferation CD4+ T-Zellen gezeigt 

werden. Daher wurde im Folgenden eine detailliertere Analyse dieser Zellpopulation 

durchgeführt. Für die Charakterisierung der CD4+ T-Zellpopulation eignete sich die 

Messung der Zytokinproduktion dieser Zellen. Anhand der Analyse ihres spezifischen 

Zytokinmilieus war es möglich die Beteiligung unterschiedlicher CD4+ T-Zellen zu 

untersuchen. Im Folgenden wurde die Produktion der Zytokine IFN-γ, IL-13, IL-6, 

TNF-α und IL-17 durchflusszytometrisch gemessen.  
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Abb. 11: Zytokinproduktion in CD4

+
 Milzzellen nach Depletion der Tregs. Die Mäuse wurden mit  

PC61 Antikörper behandelt oder unbehandelt belassen und anschließend immunisiert. Nach Isolation 
wurden die Milzzellen mit anti-CD3 und anti-CD28 für 6 Stunden restimuliert, wobei nach 1 Stunde 
Brefeldin A zu der Kultur geben wurde, um die Zytokinsekretion zu stoppen. Anschließend wurden die 
Zellen gegen CD4 und CD25 gefärbt, fixiert und intrazellulär gegen IL-17, IFN-γ, IL-13, IL-6 und Foxp3 
gefärbt. Abb. 11a zeigt ein repräsentatives Beispiel der IL-17 Produktion am Tag 9 nach 
Immunisierung in den depletierten Tieren (linker Dot-Plot) und den Kontrolltieren (mittlerer Dot-Plot). 
Der rechte Plot zeigt eine Isotypkontrolle. Abb. 11b zeigt die gemittelte Produktion von IFN-γ (links), 
IL-13 (mitte) und IL-6 (rechts) nach Depletion (schwarze Balken) und in den Kontrolltieren (graue 
Balken). Dargestellt sind nur die CD4+ Zellen am Tag 0 und 9 nach Immunisierung. Die Balken für 
jeden Tag ergeben sich dabei aus den Mittelwerten von 3 Tieren pro Gruppe, die Fehlerbalken geben 
den Standardfehler an. Abb. 11c zeigt die IL-17 Produktion im Verlauf der G6PI Arthritis. Die y-Achse 
zeigt die IL-17 produzierenden CD4+ Zellen, die x-Achse die Tage, an denen die IL-17 Produktion 
gemessen wurde. Die Analyse wurde nach Depletion (schwarze Balken) und in Kontrolltieren (graue 
Balken) durchgeführt. Die Statistische Berechnung für Tag 9 und 12 ergab einen signifikanten 
Unterschied (p<0,05) zwischen der depletierten und Kontrollgruppe. Die Balken für jeden Tag ergeben 
sich aus den Mittelwerten von 3-5 Tieren pro Gruppe, der Fehler ist als Standardfehler dargestellt. Zur 
Quantifizierung der IL-17 Produktion wurde der in Abb. 11d gezeigte IL-17 ELISA am Tag 9 nach 
Immunisierung durchgeführt. 6 x 105 Zellen wurden aus einer Milzsuspension entnommen und für 
zwei Tage mit G6PI oder anti-CD3/28 restimuliert oder unstimuliert belassen. Die Überstände wurden 
abgenommen und die IL-17 Produktion in depletierten- (schwarze Balken) und Kontrolltieren (graue 
Balken) gemessen. Die Mittelwerte ergeben sich aus 3-5 Tieren pro Gruppe, die Fehlerbalken stellen 
den Standardfehler dar. 
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Abb. 11a zeigt beispielhaft Dot-Plots der Färbung von IL-17 gegen Foxp3 in CD4+ T-

Zellen aus der Milz am Tag 9 nach Immunisierung. Der linke Plot zeigt ein Beispiel 

aus einem depletierten Tier, der mittlere aus einem Kontrolltier, der rechte Plot zeigt 

eine Isotypkontrolle. Zur Messung der Zytokinproduktion wurden die Zellen vor der 

Färbung mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikörpern für 6 Stunden restimuliert.  

Die Dot-Plots zeigten die deutliche Trennung der IL-17 Produktion von der Foxp3 

Expression, alle IL-17+ Zellen waren Foxp3-. Nach Depletion der Tregs wurde am 

Tag 9 mit 6,6 % dreimal mehr IL-17 gebildet als in dem Kontrolltier mit 1,9 %. Die 

Plots zeigten zudem, dass nach Depletion am Tag 9 der G6PI Arthritis mit 10 % 

Foxp3+ Zellen bereits 75 % dieser Zellen wieder vorhanden waren (14 % Foxp3+ 

Zellen im Kontrolltier). Die Zytokine IFN-γ, IL-13 und IL-6 wurden weniger bzw. gar 

nicht gebildet. Abb. 11b zeigt die Produktion dieser Zytokine im Mittel für die 

depletierten- und die Kontrolltiere am Tag 9 und zum Vergleich am Tag 0, dem Tag 

der Immunisierung. Die linke Graphik zeigt die IFN-γ Produktion. Es konnte ein 

Anstieg von IFN-γ am Tag 9 gefunden werden, auch war die Produktion von IFN-γ mit 

3,6 % nach Depletion doppelt so hoch wie bei den Kontrollen mit 1,9 %. Für IL-13 

konnte nur eine geringfügige Produktion gemessen werden. Es zeigte sich in beiden 

Gruppen tendenziell eher ein Abfall der IL-13 Bildung von Tag 0 zu Tag 9 nach 

Immunisierung. So fiel die Produktion in der depletierten Gruppe von ca. 1 % an Tag 

0 auf 0,7 % am Tag 9. In der Kontrollgruppe blieben die Werte konstant. IL-6 wurde 

an den gezeigten Tagen in beiden Gruppen nicht von CD4+ T-Zellen, wie für Tag 0 

und 9 gezeigt, produziert. (Abb. 11b, rechte Graphik). 

Es konnte eine deutliche Produktion von IL-17 gefunden werden, was eine 

Beteiligung von Th17 Zellen als Effektorzellen in der G6PI Arthritis vermuten lassen 

könnte. Zwar fand sich auch ein Anstieg von IFN-γ, dem Leitzytokin der Th1 Zellen, 

allerdings war die Produktion zu den gemessenen Zeitpunkten gering. Die kaum 

messbaren IL-13 Frequenzen lassen vermuten, dass das von T-Zellen produzierte 

IL-13 für die Pathogenese der G6PI Arthritis nicht von vorrangiger Bedeutung ist. 

Aufgrund der hohen IL-17 Frequenzen sollte in weiteren Experimenten dieses 

Zytokin näher untersucht werden. Die IL-17 Produktion wurde zu verschiedenen 

Zeitpunkten nach Induktion der G6PI Arthritis gemessen. In Abb. 11c ist der 

Zeitverlauf der IL-17 Produktion von Milzzellen dargestellt, wobei die Zellen in vitro 6 

Stunden mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikörpern restimuliert wurden. Gezeigt ist die 
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Produktion in CD4+ T-Zellen. Am Tag 0, bevor die Mäuse mit G6PI immunisiert 

wurden, fand man in beiden Gruppen mit 0,5 % IL-17+ Zellen keine nenneswerte 

IL-17 Produktion in den CD4+ T-Zellen. Nach der Immunisierung stiegen die 

Frequenzen an den folgenden Tagen und erreichten ihren Höhepunkt am Tag 9 mit 

6,3 % in den depletierten Tieren und 3 % in den Kontrollen. Danach fiel der Anteil 

IL-17+ Zellen in beiden Gruppen kontinuierlich ab, blieb aber nach Depletion deutlich 

länger erhöht. So lag am Tag 35 die Zahl IL-17+ Zellen bei 3 % in den behandelten 

Mäusen und in den Kontrolltieren bei 1,2 %.  

 

Zur Quantifizierung der IL-17 Produktion wurde zudem die Konzentration von IL-17 

mit Hilfe eines Zytokin-ELISA gemessen (Abb. 11d). Hierfür wurden am Tag 9 nach 

Immunisierung ca. 6 x 105 Zellen aus einer Milzsuspension für 2 Tage mit 10µg/ml 

G6PI oder mit anti-CD3/28 Antikörpern stimuliert. Ein Teil der Zellen wurde 

unstimuliert belassen. Anschließend wurde der Überstand abgenommen und im 

ELISA gemessen. Die Abbildung zeigt die IL-17 Konzentration in pg/ml ohne 

Stimulation, sowie nach G6PI und anti-CD3/28 Stimulation. Ohne Stimulation konnte 

in beiden Gruppen kaum eine Produktion von IL-17 beobachten werden. Nach 

Depletion wurde eine Konzentration von 155 ± 27pg/ml erreicht, bei den Kontrollen 

von 269 ± 15pg/ml. Unter antigenspezifischer Stimulation mit 10µg/ml G6PI wurde 

deutlich mehr IL-17 produziert. Die Konzentration in den depletierten Tieren war mit 

2910 ± 388 pg/ml höher als in den Kontrollen, die 1900 ± 83pg/ml erreichten. Den 

deutlichsten Effekt erzielte die Stimulation mit anti-CD3/28. In der depletierten 

Gruppe war die IL-17 Konzentration mit 12775 ± 1069pg/ml fast doppelt so hoch wie 

in der Kontrollgruppe mit 7380 ± 275pg/ml. Somit reflektierte der ELISA die 

durchflusszytometrisch am Tag 9 erhaltenen Daten für IL-17 sehr genau. 

 

Die IL-17 Produktion wurde ebenfalls in den drainierenden, inguinalen Lymphknoten 

gemessen. Die Dot-Plots in Abb. 12 zeigen beispielhaft die Färbung von IL-17 gegen 

Foxp3 in CD4+ Zellen am Tag 9 für eine anti-CD25 behandelte Maus (links) und eine 

Kontrolle (rechts). Die Produktion von IL-17 nach Depletion war mit 1,5 % fast 

doppelt so hoch wie im Kontrolltier mit 0,9 %. Der Unterschied in der Foxp3 

Expression war im Lymphknoten nach Depletion noch deutlicher zu erkennen als in 

der Milz (4,7 %) verglichen mit 15 % Foxp3+ Zellen im Kontrolltier. Das 

Balkendiagramm zeigt den Verlauf der IL-17 Produktion in den CD4+ T-Zellen der 
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inguinalen Lymphknoten. Wie schon für die Milz beobachtet, fand man in den 

Lymphknoten einen raschen Anstieg der IL-17 Produktion, die am Tag 9 nach 

Immunisierung ihren Höhepunkt erreichte. In den behandelten Tieren lag die 

Produktion im Mittel bei 3,2 % und in den Kontrolltieren bei 1,7 %. Danach war in 

beiden Gruppen ein Abfall der IL-17 Produktion zu beobachten. Am Tag 35 lag die 

Zahl IL-17+ Zellen in den depletierten Tieren bei 0,9 %, in den Kontrollen bei 0,5 %.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12: Produktion von IL-17 in den inguinalen Lymphknoten. Die Mäuse wurden behandelt oder 
unbehandelt belassen und anschließend immunisiert. An den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten 
wurden die inguinalen Lymphknoten präpariert. Die Restimulation und Färbung der Zellen erfolgte wie 
zuvor unter Abb. 11a für die Milz beschrieben. Gezeigt ist ein repräsentativer Dot-Plot der Produktion 
von IL-17 am Tag 9 für eine depletierte Maus (links) und ein Kontrolltier (mitte). Das Balkendiagramm 
zeigt auf der y-Achse die IL-17 Produktion in den CD4+ Zellen nach Depletion (schwarze Balken) und 
in Kontrollen (Graue Balken). Die x-Achse zeigt die Tage, an denen die Zytokinmessung erfolgte. Die 
Balken für jeden Tag ergeben sich aus den Mittelwerten von 3 bis 5 Tieren pro Gruppe, der Fehler ist 
als Standardfehler dargestellt. 
 
 

In den bisher gezeigten durchflusszytometrischen Experimenten wurden zur 

maximalen Induktion der Zytokinproduktion die Zellen mit einem anti-CD3 und anti-

CD28 Antikörper stimuliert. Zusätzlich wurden die Zellen mit dem Autoantigen G6PI 

restimuliert. Der Anteil hierdurch aktivierbaren CD4+ T-Zellen ist gering, daher 

wurden Zellen als Negativkontrolle unstimuliert belassen, um eine Abgrenzung zu 

ermöglichen. Für die Stimulation wurden Milzzellen isoliert und mit 10µg/ml G6PI für 

6 Stunden stimuliert. Abb. 13a zeigt die Produktion von IL-17 und TNF-α in CD4+ 

T-Zellen nach Stimulation mit G6PI (obere Reihe) und als Mediumkontrolle ohne 

Zusätze (untere Reihe). Die Dot-Plots zeigen die Produktion am Tag 9 nach 

Immunisierung. Die linken Plots zeigen jeweils ein repräsentatives Beispiel für eine 

behandelte Maus, die rechten Plots stellen die unbehandelte Kontrolle dar.  
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Die Balkendiagramme in Abb. 13b zeigen die Produktion von IL-17 (links) und TNF-α (rechts) nach 
Depletion (schwarze Balken) und in Kontrolltieren (graue Balken). Die oberen Balkendiagramme 
zeigen die Zytokinproduktion nach Restimulation mit 10µg/ml G6PI. Die unteren Diagramme zeigen 
die dazugehörigen Mediumkontrollen. Die Balken für jeden Tag ergeben sich aus den Mittelwerten 
von 3 Tieren pro Gruppe. Die Fehlerbalken sind als Standardfehler dargestellt. 
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Abb. 13: Zytokinproduktion nach 
Restimulation mit G6PI und Medium-
kontrollen. Die Mäuse wurden behandelt oder 
unbehandelt belassen und anschließend 
immunisiert. Die Milz wurde präpariert und für 6 
Stunden mit 10µg/ml G6PI restimuliert oder 
unstimuliert belassen. Nach 1 Stunde wurde 
Brefeldin A hinzugegeben, um die 
Zytokinproduktion zu stoppen. Für die Färbung 
wurden die Zellen zunächst gegen CD4 
gefärbt, fixiert und anschließend intrazellulär 
gegen IL-17 und TNF-α gefärbt. Abb. 13a zeigt 
ein Beispiel der Zytokinproduktion in CD4+ 
Zellen nach antigenspezifischer Stimulation mit 
G6PI (obere Reihe) und die Mediumkontrolle 
(untere Reihe). Die beiden linken Dot-Plots 
zeigen die Produktion nach Depletion, rechts 
ist die Produktion in einer Kontrollmaus 
dargestellt. 
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Nach Stimulation mit G6PI produzierten 2,4 % aller CD4+ Zellen in der behandelten 

Maus IL-17, in der Kontrolle immerhin 0,7. Im gezeigten Beispiel produzierten nach 

Depletion 0,4 % der CD4+ Zellen TNF-α , in der Kontrollmaus 0,3 %. Die 

Balkendiagramme der Abb. 13b zeigen den Verlauf der IL-17 (links) und TNF-

α Produktion (rechts). Die oberen Diagramme stellen dabei den Verlauf nach 

Stimulation mit G6PI dar, die unteren die Mediumkontrollen.  

Wie schon nach anti-CD3/28 Stimulation beobachtet, zeigte die IL-17 Produktion 

einen vergleichbaren Verlauf nach G6PI Stimulation. Da hier deutlich weniger Zellen 

aktiviert wurden, waren die Werte allerdings geringer. In den depletierten Tieren fand 

man das Maximum am Tag 9 mit ca. 1 % IL-17+ Zellen, in den Kontrollen am Tag 12 

mit 0,8 %. Anschließend war ein Abfall der Zytokinproduktion zu beobachten. Am 

Tag 35 lag die IL-17 Produktion in beiden Gruppen bei 0,3 %.  

Die TNF-α Produktion nach G6PI Stimulation stieg in  Treg depletierten Tieren 

schnell an. Der Höhepunkt wurde am Tag 12 mit 0,8 % erreicht, danach fiel die Zahl 

TNF-α+ Zellen bis zum Tag 35 langsam auf 0,7 % ab. In den Kontrolltieren hingegen 

fand man nur einen langsamen Anstieg der TNF-α Produktion bis zum Tag 35 nach 

Immunisierung.  

 

5.6. Einfluss der Tregs auf die humorale Immunantwort 

Nachdem zuvor der Einfluss der Treg Depletion auf die Zytokinproduktion dargestellt 

wurde, soll im Folgenden die humorale Immunantwort untersucht werden. Aus 

Vorarbeiten am Modell der G6PI Arthritis ist bekannt, dass auch B-Zellen eine 

wichtige Rolle für die Entstehung der Erkrankung haben.  Aus diesem Grund wurde  

der Einfluss regulatorischer T-Zellen auf die Bildung von antigenspezifischen 

Antikörpern im ELISA untersucht. Für die Untersuchung wurden mehrere Zeitpunkte 

gewählt. Die Mäuse wurden zunächst entweder mit einem anti-CD25 Antikörper 

behandelt, oder unbehandelt belassen und mit 400µg G6PI immunisiert.  Die 

Produktion der Immunglobuline wurde zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht, 

wobei zu jedem Messzeitpunkt Serum aus den Mäusen gewonnen wurde. 

Anschließend wurden mittels ELISA die Titer der fünf Immunglobulinsubtypen IgM, 

IgG1, IgG2a, IgG2b und IgG3 bestimmt. Abb. 14 zeigt den Verlauf der 

Antikörperbildung für die verschiedenen Immunglobulinklassen. Das vorrangig 

gebildetet Immunglobulin war IgG1, sowohl in der behandelten Gruppe, als auch in 
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den Kontrolltieren. Nach Depletion wurden höhere Titer gemessen, so lag der Titer 

am Tag 12 in den behandelten Mäusen bereits bei 1:76800, während die 

Kontrolltiere nur einen Titer von 1:25600 erreichten. Der maximal messbare IgG1 

Titer wurde in den Kontrollen am Tag 30 nach Immunisierung gemessen und lag bei 

1:102400, in den behandelten Mäusen wurde am Tag 30 ein Titer von 1:286720 

gemessen. Bis zum Tag 82 fielen in beiden Gruppen die Titer für IgG1 ab. Dennoch 

blieb dieser in den depletierten Tieren mit 1:102400 weit über dem der Kontrolltiere 

mit 1:19200. Auch der Titer für IgG2a erreichte höhere Werte in den depletierten 

Mäusen als in den Kontrollen. Am Tag 12 nach Immunisierung waren die Titer in 

beiden Gruppen mit 1:4800 zunächst gleich. An den folgenden Tagen stieg der Titer 

in der behandelten Gruppe bis zum Ende der Messung am Tag 81 auf  1:51200 an. 

In der Kontrollgruppe wurde am Tag 30 mit 1:25600  bereits der höchste Titer 

erreicht und fiel anschließend bis zum Tag 81 auf 1:6400 ab.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abb. 14: Antikörperproduktion nach Treg Depletion: Ein Teil der Mäuse wurde mit PC61 
behandelt, der Rest wurde unbehandelt belassen. Nach Immunisierung der Mäuse wurde an den 
Tagen 6, 9, 12, 15, 30 und 81 Serum gewonnen. Nach serieller Verdünnung des Serums wurden im 
ELISA die G6PI spezifischen Antikörpertiter für die Subtypen IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 und IgM 
bestimmt. Gezeigt ist die höchste messbare Serumverdünnung für IgG1 (links oben), IgG2a (mitte 
oben), IgG2b (rechts oben), IgG3 (links unten) und IgM (rechts unten) zu den verschiedenen 
Messzeitpunkten nach Depletion (schwarze Balken) und in den Kontrolltieren (graue Balken). Die 
Balken pro Tag ergeben sich aus den Mittelwerten von 3 bis 5 Tieren pro Gruppe ± SEM. 
 

 

Auch für die restlichen Immunglobulinisotypen IgM, IgG2b und IgG3 konnte ein 

vergleichbarer Verlauf festgestellt werden, allerdings fiel die Bildung dieser Isotypen 
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deutlich geringer aus. Bei allen drei Isotypen stieg der Titer zunächst langsam an. In 

den Kontrolltieren wurde der maximal messbare Wert am Tag 30 nach 

Immunisierung gemessen. Für IgM lag dieser Wert bei 1:6400, für Ig2b bei 1:10240 

und für IgG3 bei 1:1600. Nach Treg Depletion stiegen die Titer von IgG2b und IgG3 

weiter an und erreichte den höchsten Wert am Tag 81 mit 1:19200 für IgG2b und  mit 

1:4800 für IgG3. Das Immunglobulin IgM erreichte bereits am Tag 30 das Maximum 

und fiel bis zum Tag 81 leicht. 

Im Gegensatz zur zellulären Immunantwort, die bereits am Tag 9 nach 

Immunisierung mit der Produktion des in der Pathogenese wichtigen Zytokins IL-17 

ihren Höhepunkt erreichte, wurden die höchsten Antikörpertiter in beiden Gruppen 

erst zu einem späten Zeitpunkt gemessen. Nach Depletion zeigte sich ein 

kontinuierlicher Anstieg der Immunglobuline IgG2a, IgG2b und IgG3 bis zum Ende 

der Analyse am Tag 81. Deutlich war, wie schon bei der Produktion der Zytokine 

beobachtet, dass die humorale Immunantwort mit einer verstärkten und länger 

andauernden Antikörperbildung nach Depletion der Tregs reagierte. 

 

5.7. Einfluss der Tregs auf die Expression kostimulatorischer 

Moleküle 

Im Folgenden soll der Einfluss der Treg-Depletion auf die Expression 

kostimulatorischer Moleküle untersucht werden. Da die Depletion der Tregs im 

Vergleich zu den Kontrollen zu einer stärkeren Aktivierung CD4+ T-Zellen führte, 

sollte mit Hilfe der kostimulatorischen Moleküle eine genauere phänotypische 

Charakterisierung CD4+ Teffs und Tregs durchgeführt werden. Für diese 

Untersuchungen wurden die folgenden Moleküle ausgewählt: CD103, GITR, CD25, 

CD134, CD62L, CD69, PD-1 und ICOS. Die Moleküle CD103, GITR und CD25  sind  

in der Milz vorranging auf Tregs zu finden. CD62L wird sehr stark auf naiven Zellen 

exprimiert und nach Aktivierung der Zellen herunterreguliert. Bei den restlichen 

genannten Molekülen kommt es im Gegensatz dazu nach Aktivierung zu einem 

Anstieg der Expression. Vor allem ICOS ist hier von großem Interesse, da andere 

Arbeiten unserer Gruppe (Juliane Meisel, persönliche Kommunikation) einen Einfluss 

dieses Moleküls auf die G6PI Arthritis zeigen konnten.  

Abb. 15a zeigt exemplarisch die durchflusszytometrischen Färbungen für eine 

Kontrollmaus am Tag 9 nach Immunisierung. Die Dot-Plots zeigen die Expression 
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der kostimulatorischen Moleküle auf den Foxp3- und Foxp3+CD4+ T-Zellen. Bei den 

Analysen war zu erkennen, dass fast ausschließlich Foxp3+ T-Zellen CD103, GITR 

und CD25 exprimierten. CD134 wurde auf Tregs exprimiert, während es auf den 

Effektorzellen nicht gemessen werden konnte. Die übrigen Moleküle wurden sowohl 

auf den Foxp3- T-Zellen als auch auf den Foxp3+ T-Zellen gefunden. 

Um Aussagen über die Veränderung der Moleküle nach Aktivierung der CD4+ T-

Zellen durch G6PI treffen zu können wurde Tag 9 gewählt, da hier die Zytokinantwort 

am höchsten war. Zum Vergleich wurde die Expression der Moleküle am Tag 0 

gemessen. 
 

 
Abb. 15a: Expression kostimulatorischer Moleküle auf Tregs. Die Mäuse wurden behandelt oder 
unbehandelt belassen und anschließend immunisiert. Die Milzen der Mäuse wurden isoliert und die 
Zellen gegen die Moleküle CD4, CD25, CD103, GITR, CD62L, CD69, PD-1 und CD134 gefärbt und 
fixiert. Anschließend wurden die Zellen permeabilisiert und intrazellulär gegen ICOS und Foxp3 
gefärbt. Die Dot-Plots zeigen ein repräsentatives Beispiel für diese Färbung aus Zellen einer 
depletierten Maus. Gezeigt ist die Färbung für CD25, GITR, CD134, ICOS, CD62L, CD103, PD-1 und 
CD69 gegen Foxp3, sowie eine Isotypkontrolle. Dargestellt sind nur die CD4+ Zellen.  
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Die Diagramme in Abb. 15b zeigen die Expression von GITR und CD25 auf den 

Foxp3+CD4+ T-Zellen am Tag 0 (links) und Tag 9 (rechts) nach Immunisierung. Am 

Tag 0 fand man eine stärkere Expression von GITR nach Depletion (27 %), als auf 

den Kontrollzellen mit 20,5 %. Gut zu erkennen war der Depletionseffekt, da nur 

2,7 % der Foxp3+ Zellen nach Depletion CD25 exprimierten, während es bei den 

Kontrollen 31 % waren.  Bis zum Tag 9 verdoppelte sich die Expression von GITR in 

beiden Gruppen. So exprimierten in der depletierten Gruppe fast 52 % der Foxp3+ 

Zellen und in der Kontrollgruppe 42,7 % GITR. Die Expression von CD25 in der 

behandelten Gruppe stieg um mehr als das zehnfache auf 43,6 % der Zellen an, 

während sich die Expression in der Kontrollgruppe auf 65,6 % der Zellen 

verdoppelte. Die Expression von GITR und CD25 zeigte die starke Aktivierung der 

Tregs, was gut mit den in Abb. 10b gezeigten Proliferationsdaten der Tregs am Tag 9 

übereinstimmte.  

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Abb. 15b: CD25 und GITR Expression auf Tregs. Die Isolation der Milzzellen und die Färbungen 
wurden wie unter 15a beschrieben durchgeführt. Gezeigt ist die Expression von GITR und CD25 in 
CD4+Foxp3+ Zellen nach Depletion (schwarze Balken) und in den Kontrollen (graue Balken) am Tag 0 
(links) und Tag 9 (rechts) nach Immunisierung. Die Mittelwerte ergeben sich am Tag 0 aus 3, am Tag 
9 aus 5 Tieren pro Gruppe, die Fehlerbalken sind als Standardfehler angegeben. 
 
 
Abb. 15c zeigt die Expression weiterer kostimulatorischer Moleküle. In den beiden 

linken Diagrammen ist die Expression von CD134, CD62L und CD69 auf den Foxp3- 

T-Zellen (oben) und den Foxp3+ T-Zellen (unten) am Tag 0 und 9 gezeigt. Die 

gezeigten Werte für die Expression beziehen sich auf einen Ausgangswert von 100 

% Foxp3+ oder Foxp3- Zellen. Für die Foxp3- Teffs ließ sich bereits vor der  

Immunisierung am Tag 0 ein aktivierterer Zustand der Zellen nach Depletion 

feststellen als bei den Kontrollen. Dies zeigte sich dadurch, dass nach Depletion nur 

62,8 % aller Foxp3- T-Zellen CD62L exprimierten, während es bei 80 % der 

Kontrollen zu finden war. CD69 wurde mit 10,4 % nach Depletion doppelt so stark 
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exprimiert, wie in den Kontrollen (5,4 %). Nach Immunisierung mit G6PI zeigte sich 

am Tag 9 bei den Teffs keine Veränderung in der Expression von CD62L (65,9 %) 

und CD69 (9,4 %) nach Depletion. In der Kontrollgruppe gab es einen leichten Abfall 

von CD62L auf 72,4 % am Tag 9, sowie einen Anstieg von CD69 auf 6,5 % im 

Vergleich zu Tag 0.  CD134 wurde an keinen der beiden untersuchten Tage auf den 

Foxp3- T-Zellen gefunden. Es war aber auf einigen Foxp3+ Tregs nachweisbar. Am 

Tag 0 wurde nach Depletion mit  12 % doppelt so viel CD134 auf den Foxp3+ Zellen 

exprimiert, wie auf den Kontrollen mit 6,5 %. Ein deutlicher Anstieg am Tag 9 war 

nicht zu verzeichnen (14 % nach Depletion und 8,7 % in den Kontrollen). Auf einem 

Teil der Tregs konnte CD62L und CD69 gefunden werden. Dies ermöglichte, neben 

den bekannten Markern GITR und CD25, eine genauere Charakterisierung des 

Aktivierungszustandes von Tregs. Wie zuvor bei den Foxp3- T-Zellen zeigte sich 

auch auf den Foxp3+ Zellen bereits am Tag 0 ein aktivierterer Zustand der Treg 

Zellen nach Depletion. Erkennbar war dies durch den großen Unterschied in der 

CD62L Expression von 17 % in der depletierten Gruppe und 40,5 % bei den 

Kontrollen. Auch konnte mit 25,5 % nach Depletion doppelt soviel CD69 gefunden 

werden wie in der Kontrollgruppe mit 12,3 %. Vergleichbar mit den Daten der Foxp3- 

T-Zellen konnte auch bei den Tregs keine Veränderung der Expression von CD62L 

und CD69 am Tag 9 im Vergleich zu Tag 0 gefunden werden. Die Analyse der 

gemessenen kostimulatorischen Daten zeigte zudem, dass die Tregs generell einen 

wesentlich aktivierteren Zustand als die Teffs aufwiesen. Dies steht in 

Übereinstimmung mit der fast doppelt so starken Proliferation der Tregs am Tag 9 

(Abb. 10b) im Vergleich zu den Teffs. 

 

Die mittleren und rechten Diagramme der Abb. 15c zeigen die Expression von PD-1 

und ICOS. Es wurden zwei verschiedene Darstellungen der Expression beider 

Moleküle gewählt. Die Diagramme in der Mitte zeigten die Expression der Moleküle  

auf Foxp3- und Foxp3+ Zellen bezogen auf die Gesamtzahl CD4+ T-Zellen am Tag 0 

und 9 nach Immunisierung. Nachdem die Tiere mit G6PI immunisiert worden waren, 

zeigte sich ein Anstieg der ICOS Expression am Tag 9 in beiden Gruppen. So waren 

fast 20 % der CD4+ Zellen nach Depletion ICOS+Foxp3-, während am Tag 0 ungefähr 

7 % dieser Zellen nachweisbar waren. Bemerkenswert war zudem, dass nach 

Depletion die ICOS Expression fast doppelt so hoch war wie in den Kontrollen. Dies 

unterschied sich von den zuvor untersuchten kostimulatorischen Molekülen, für die 
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keine Veränderung der Expression zwischen Tag 0 und 9 gezeigt werden konnte. 

Für PD-1 fand sich nur ein leichter Anstieg von Tag 0 zu Tag 9, dennoch bleib die 

Expression in den depletierten Tieren stärker als in den Kontrollen. Auf Foxp3+ Zellen 

waren die Veränderungen bezogen auf die Gesamtzahl CD4+ Zellen geringfügig 

ausgeprägt. Die rechten Diagramme der Abb. 15c zeigen hingegen die Expression 

von ICOS und PD-1 bezogen auf die Gesamtzahl Foxp3- oder Foxp3+ Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15c: Expression kostimulatorischer Moleküle nach Treg Depletion. Die Isolation der 
Milzzellen und die Färbungen wurden wie unter 15a beschrieben durchgeführt. Die beiden linken 
Abbildungen zeigen die Expression von CD62L, CD69 und CD134 in Foxp3- (oben) bzw. Foxp3+ 
(unten) CD4+ Zellen am Tag 0 und Tag 9 nach Immunisierung. Diese Berechnungen beziehen sich auf 
100 % Gesamtzahl Foxp3- bzw. Foxp3+ Zellen. Die beiden mittleren und rechten Abbildungen zeigen 
die Expression von PD-1 und ICOS in den Foxp3- (oben mitte und oben rechts) und Foxp3+ (unten 
mitte und unten links) Zellen am Tag 0 und 9 nach Immunisierung. Die Prozentwerte der Expression in 
den mittleren Diagrammen beziehen sich auf die Gesamtzahl aller CD4+ T-Zellen, die Werte der 
rechten Diagramme beziehen sich hingegen ausschließlich auf die Gesamtzahl Foxp3- bzw. Foxp3+ 
Zellen. Die Balken (schwarz - nach Depletion, grau -  Kontrolltiere) ergeben sich aus den Mittelwerten 
von 3 Tieren pro Gruppe am Tag 0 und 5 Tieren am Tag 9. Die Fehlerbalken zeigen den 
Standardfehler. Die statistische Berechnung ergab für die ICOS Expression am Tag 9 einen 
signifikanten Unterschied (p mindestens < 0,05) zwischen depletierten- und Kontrolltieren. 
 
 

Für die Foxp3- Zellen zeigte sich am Tag 0 eine stärkere Expression beider Moleküle 

nach Depletion. Mit einer Frequenz von 6,9 % fand sich für PD-1 eine fast dreifach 

stärkere Expression im Vergleich zu den Kontrollen, auch ICOS wurde mit 9,8 % auf 

doppelt so vielen Foxp3- Zellen gefunden wie auf den Kontrollen (4,6 %). Zum Tag 9 
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zeigte sich ein Anstieg in der Expression von ICOS. Nach Depletion exprimierten 

23,9 % der Foxp3- Zellen ICOS und 10,9 % der Zellen in den Kontrollen. Die 

Expression von PD-1 stieg dagegen nur leicht, in den depletierten Tieren auf 9,2 % 

und in den Kontrollen auf 4,8 %.  

 

21 % der Foxp3+ Zellen exprimierte nach Depletion am Tag 0 ICOS und 19,2 % 

PD-1. Verglichen mit den Kontrolltieren (16,4% ICOS und 12 % PD-1) handelte es 

sich um eine geringfügig stärkere Expression. Nach Immunisierung der Tiere fand 

sich am Tag 9 nur ein leichter Anstieg der Expression beider Moleküle auf den 

Kontrollen. Am auffälligsten war allerdings der starke Anstieg der ICOS Expression in 

den depletierten Tieren am Tag 9. Fast die Hälfte aller Foxp3+ Zellen (43 %) 

exprimierten ICOS, also doppelt so viel Zellen, wie in den Kontrolltieren. Der Anstieg 

von PD-1 war mit 26,7 % aller Foxp3+ Zellen weniger deutlich. Bezogen auf die 

Gesamtzahl CD4+ Zellen fanden sich die deutlichsten Veränderungen bei den Teffs, 

was im Zusammenhang mit der insgesamt höheren Zellzahl von Effektorzellen steht. 

Betrachtet man allerdings selektiv die Teffs beziehungsweise Tregs, so zeigten sich 

innerhalb der Foxp3+ Populationen die deutlicheren Veränderungen in der 

Expression von ICOS und PD-1. 

Diese Untersuchungen ermöglichten eine genauere Darstellung des 

Aktivierungszustandes, nicht nur der CD4+ Effektorzellen, sondern auch der 

regulatorischen T-Zellen. Die Tregs zeigten einen generell aktivierteren Phänotyp als 

die Foxp3- Zellen. Zudem zeigte sich, dass durch Treg Depletion eine stärkere 

Aktivierung aller CD4+ T-Zellen induziert wurde. 

Auf Teffs und Tregs fand sich für alle kostimulatorischen Moleküle ein stärkere 

Expression nach Depletion, interessant war die Beobachtung des massiven 

Anstieges der ICOS Expression bis Tag 9. 
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6. Diskussion 

Die Prozesse, die zur Manifestation der RA führen, sind weitgehend unbekannt. 

Daher stellt  die genaue Untersuchung der pathogenetischen Abläufe eine 

wesentliche Vorrausetzung für das Verständnis und die Entwicklung gezielter 

therapeutischer Strategien zur Behandlung dieses Krankheitsbildes dar. Das 

Versagen der Toleranz gegenüber Autoantigenen spielt in der Pathogenese 

zahlreicher Autoimmunerkrankungen, wie der RA, eine wichtige Rolle. 

Regulatorische T-Zellen könnten in diesem Zusammenhang von entscheidender 

Bedeutung sein. Daher habe ich diese Zellen am Tiermodell der G6PI-induzierten 

Arthritis näher untersucht. Da die Erkrankung stets 9 Tage nach Immunisierung 

beginnt und eine spontane Remission bis zum Tag 30 aufweist, ist dieses Modell 

hervorragend für die Untersuchung regulatorischer T-Zellen geeignet. 

 

6.1. Depletion CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen   

Der Transskriptionsfaktor Foxp3 ist derzeit das am besten geeignete  Molekül  zur 

Charakterisierung regulatorischer T-Zellen. In scurfy-Mäusen kommt es zu massiven 

Autoimmunreaktionen, welche zu deutlich entzündlichen Veränderungen zahlreicher 

Organe führen (Godfrey et al. 1991). Ursache dafür ist eine spontane Mutation im 

Foxp3-Gen, was ein Fehlen regulatorischer T-Zellen zur Folge hat (Brunkow et al. 

2001). Gentechnisch veränderte Foxp3-/- Mäuse zeigen einen vergleichbaren 

Phänotyp wie die scurfy-Mäuse (Fontenot et al. 2003, Khattri et al. 2003). Durch 

gentechnische Modifikation ist neuerdings ein zeitlich definiertes Ausschalten des 

Foxp3-Gens möglich. Die Depletion Foxp3+ Tregs zeigte bei neugeborenen DEREG 

Mäusen (Lahl et al. 2007) und in Foxp3DTR Mäusen (Kim et al. 2007) vergleichbare 

Effekte wie bei der scurfy-Mutation. Auch wenn die Depletion erst in adulten Tieren 

induziert wurde, zeigten sich in den Foxp3DTR Mäusen heftige Effekte, welche 

innerhalb eines Monats zum Tod der Tiere führten (Kim et al. 2007). Diese Modelle 

zeigen deutlich die Bedeutung von Foxp3 für die Funktion der Tregs, aufgrund der 

massiven Entzündungsreaktionen wäre allerdings eine detaillierte Analyse des 

Einflusses von Tregs auf den Verlauf der Arthritis, wie in meiner Fragestellung 

vorgesehen, eher schwierig. 

Eine der seit langem etablierten Methoden für die Untersuchung von Tregs bei 

unterschiedlichen Autoimmunkrankheiten oder auch Infektionen nutzt die Expression 



Diskussion 
 

72 

von CD25, der α-Kette des IL-2 Rezeptors (beispielsweise in (McHugh und Shevach 

2002, Couper et al. 2007, McNeill et al. 2007). CD25 wird vorrangig auf Tregs 

exprimiert, allerdings kommt es nach Aktivierung auch temporär auf Teffs vor 

(Knoechel et al. 2005).  Zur Analyse der Funktion CD25+ T-Zellen werden zwei 

unterschiedliche Protokolle verwendet: Entweder werden aufgereinigte CD25+CD4+ 

Zellen transferiert oder CD25+ Zellen werden durch Applikation eines depletierenden 

anti-CD25 Antikörpers in vivo eliminiert (Haribhai et al. 2007).  

Für meine Untersuchungen habe ich den depletierenden anti-CD25 Antikörper PC61  

verwendet, um gezielt den Einfluss regulatorischer T-Zellen auf die G6PI Arthritis zu 

untersuchen. Die Mäuse wurden am Tag 11 und 8 vor Immunisierung mit G6PI 

jeweils mit 400µg PC61 Antikörper behandelt. Der Zeitabstand zwischen Behandlung 

und Immunisierung wurde gewählt, um eine gleichzeitige Depletion aktivierter CD4+ 

Effektorzellen zu verhindern. Abb. 6a zeigt den Depletionseffekt am Tag der 

Immunisierung. Für die Detektion wurde der CD25 Antikörper 7D4 verwendet, 

welcher ein anderes Epitop erkennt als PC61 (Kohm et al. 2006). Dadurch wurde 

sichergestellt, dass ein eventuell in vivo vorhandener PC61 Überschuss den 

Nachweis der Depletion maskiert. Wie in Abb. 6b gezeigt, waren die  Auswirkungen 

der Depletion ungefähr einen Monat lang nachweisbar.  

Die Depletion und der Nachweis von Tregs mit Hilfe von CD25 ist eine seit langem 

bekannte Methode, aber erst der Einsatz von Foxp3GFP Mäusen (Fontenot et al. 

2005a) oder von fluoreszierenden Antikörpern zur intranukleären Foxp3 Detektion 

ermöglicht seit ungefähr drei Jahren einen sicheren Nachweis der Tregs. Erst mit der 

Identifikation von Foxp3+ Zellen konnten die Effekte der Depletion mit anti-CD25 

Antikörpern im Detail untersucht werden. Kontrovers diskutiert wurde eine Arbeit von 

Kohm et al, in der beschreiben wurde, dass die Behandlung mit dem ratten-IgM 

Antikörper 7D4 zur funktionellen Inaktivierung, nicht aber zur Depletion der Tregs 

führte (Kohm et al. 2006). Kommentare zu dieser Arbeit merkten jedoch an, dass der 

zur Depletion gebräuchlichere anti-CD25 Antikörper PC61 den Anteil Foxp3+ Zellen 

deutlich reduzieren konnte (Stephens und Anderton 2006). Im direkten Vergleich der 

beiden Antikörper reduzierte 7D4 zwar die CD25 Expression, nicht aber die 

Frequenz Foxp3+ Zellen (Zelenay und Demengeot 2006). Detaillierte in vivo Studien 

der Rekonstitution nach Antikörperapplikation führten Couper et al. kürzlich durch. 

Sie konnten zeigen, dass die CD25 Expression für mindestens zwei Wochen nach 

Antikörpergabe deutlich reduziert war, wobei nur der PC61 Antikörper auch einen 
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depletierenden Einfluss auf die Foxp3+ Zellen hatte. Erfolgte während dieser Zeit 

eine Aktivierung des Immunsystems, kam es zu einem raschen Anstieg der Frequenz 

Foxp3+ Zellen. Zusätzlich zeigte sich während dieser Analysen, dass 7D4 zum 

Anfärben der CD25+ Zellen generell besser geeignet war als PC61 (Couper et al. 

2007). 

Die intranukleäre Detektion von Foxp3 bietet die Möglichkeit Tregs sicher zu 

identifizieren, allerdings benötigt man für die Depletion oder Isolation von lebenden 

Zellen charakteristische Oberflächenmarker, für deren Anfärbung keien 

Permeabilisierung der Zellen nötig ist. Hierfür geeignete Antikörper sind CD25, GITR 

oder der Folatrezeptor FR4. Die Expression von CD25 ist jedoch nicht vollständig 

deckungsgleich mit der Expression von Foxp3, auch der Folatrezeptor FR4 

(Yamaguchi et al. 2007) oder GITR (Ono et al. 2006) werden nicht ausschließlich von 

Tregs exprimiert. Durch eine Kombination mehrerer Detektionsantikörper gegen die 

genannten Moleküle wäre eine präzisere Identifikation der Tregs möglich, da diese 

Moleküle allerdings auch funktionell relevant sind, könnten diese massiven 

Antikörperbindungen ein größeres Risiko für Artefakte bergen. Eine 100 %ige 

Depletion der Tregs wird bei Behandlung mit einem anti-CD25 Antikörper nicht 

erreicht und scheint für die funktionelle Untersuchung der Tregs nicht nötig zu sein. 

Denkbar wäre, dass bei kompletter Depletion aller Tregs die Mäuse ein klinisches 

Bild entsprechend dem der oben vorgestellten knock-out Tiere zeigen, was für 

differenzierte Analysen einzelner Krankheitsbilder ungeeignet erscheint. Somit ist für 

die funktionelle Untersuchung eine CD25 Depletion bis heute eine sehr geeignete 

Methode. 

 

6.2. Effekte der Depletion CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen auf   

   den Verlauf der G6PI Arthritis 

Die Depletion der Tregs führte zu einer Chronifizierung und signifikant stärkeren 

Exazerbation der Arthritis. Abb. 7a zeigt den klinischen Verlauf der Arthritis  und die 

Gewichtskurve der Mäuse.  

Es gibt einige Untersuchungen zur Rolle regulatorischer T-Zellen in anderen Arthritis 

modellen. Am Modell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) konnte durch 

wiederholte Depletion mit PC61 vor Immunisierung mit Kollagen II ein früherer 

Krankheitsbeginn beobachtet werden. Zudem zeigte sich im Vergleich zur 
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Kontrollgruppe ein schwererer Verlauf (Morgan et al. 2003, Morgan et al. 2004). 

Wurde mit der Depletion erst zwei Wochen nach Immunisierung mit Kollagen II 

begonnen, zeigte sich ein früherer Krankheitsbeginn und schwererer Verlauf der CIA 

(Kelchtermans et al. 2005), was für eine Bedeutung der Tregs zu späteren 

Zeitpunkten im Krankheitsverlauf spricht. Im K/BxN-Modell wurden für die 

Untersuchung der Funktion von Tregs Foxp3-/- Mäuse eingekreuzt.  In diesen 

Mäusen zeigte sich ein schnellerer Beginn der Arthritis, eine stärkere 

Gelenksdestruktion und eine Beteiligung von Gelenken, die im K/BxN-Modell regulär 

nicht entzündlich verändert sind (Nguyen et al. 2007). Ein weiteres Arthritismodell ist 

die Antigen-induzierte Arthritis (AIA). Hierbei wird eine Arthritis durch intraartikuläre 

Antigeninjektion von vorimmunisierten Mäusen ausgelöst. Auch in diesem Modell 

konnte gezeigt werden, dass die Depletion von Tregs zu einer Exazerbation der 

Arthritis führte (Frey et al. 2005).  

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnte durch Applikation einer hohen Dosis 

von 3 x 1mg PC61 zeitgleich mit der Immunisierung oder zwei Wochen später keine 

Veränderung des Krankheitsverlaufes induziert werden (Loughry et al. 2005). 

Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass erst durch Thymektomie  adulter Tiere 

und anschließender Depletion mit PC61 einige Tiere spontan eine stärkere Arthritis 

und Dermatitis entwickelten als die thymektomierten Kontrolltiere (Loughry et al. 

2005). Diese Arbeit ist insofern schwierig mit den zuvor besprochenen 

Untersuchungen  zu vergleichen, da hier sehr hohe Dosen von insgesamt 3mg des 

depletierenden Antikörpers verwendet wurden. Zudem gab es keinen Zeitabstand 

zwischen Depletion und Immunisierung. Ungewöhnich erscheint, dass erst nach 

Thymektomie eine Depletion zu einem schwereren Krankheitsverlauf führte. In einer 

älteren Arbeit fand man nach Behandlung mit einem anti-CD25 Antikörper im CIA-

Modell einen deutlich milderen Verlauf der Arthritis und eine geringere Inzidenz 

(Banerjee et al. 1988). Im Gegensatz zu den zuvor diskutierten Arbeiten wurde hier 

für die Depletion der Antikörper 7D4 verwendet, was die gegenteiligen Effekte 

erklären könnte (siehe 6.1). Insgesamt zeigen diese Daten in verschiedenen 

Arthritismodellen bei vergleichbaren Protokollen einen ähnlichen Effekt der CD25 

Depletion. 

  

Neben der Depletion ist der Transfer CD4+CD25+ T-Zellen eine weitere Möglichkeit 

zur Untersuchung regulatorischer T-Zellen. In einigen Arthritismodellen konnte 
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gezeigt werden, dass der protektive Transfer dieser Zellen einen günstigen Verlauf 

auf die Erkrankung hatte. So konnte im CIA Modell durch den Transfer präaktivierter 

CD25+ T-Zellen am Tag der Immunisierung eine vorausgegangene Depletion CD25+ 

T-Zellen in ihrer Wirksamkeit aufgehoben werden (Morgan et al. 2003). In der AIA 

konnte durch den Transfer naiver oder auch präaktivierter CD25+ T-Zellen am Tag 

der Arthritisinduktion eine leichte Milderung des Krankheitsverlaufes erreicht werden 

(Frey et al. 2005).  

Auch Untersuchungen zur therapeutischen Wirksamkeit zeigten einen protektiven 

Effekt regulatorischer T-Zellen. Im CIA-Modell sind diese Analysen wegen des 

inhomogenen Krankheitsverlaufes schwierig. In einer Arbeit wurde wegen der großen 

individuellen Schwankungen als Transferzeitpunkt der Tag definiert, an dem 50 % 

der Versuchsgruppe erkrankt waren. Einem Teil der Versuchsgruppe wurden nach 

subletaler Bestrahlung in vitro aktivierte CD4+CD25+ T-Zellen appliziert, was zu 

einem milderen Krankheitsverlauf der CIA in diesen Tieren führte. Auch in nicht 

bestrahlten Tieren konnte dieser Effekt erzielt werden, sofern doppelt so viele CD25+ 

T-Zellen transferiert wurden (Morgan et al. 2005). Die Wirksamkeit des Treg 

Transfers in Abhängigkeit von der Zellzahl konnte auch eine spätere Arbeit zeigen. 

Der Transfer von zuvor mit CII aktivierten, Foxp3 transduzierten Zellen milderte den 

Verlauf der CIA, sogar wenn der Transfer erst nach Manifestation der Arthritis 

erfolgte. Mit dem Kontrollantigen OVA aktivierte Zellen zeigten diese 

supprimierenden Effekte nicht (Ohata et al. 2007). Eine Arbeitsgruppe induzierte in 

BALB/c Mäusen durch Applikation von Proteoglykanen eine andere Arthritisform, 

welche durch Zelltransfer auf SCID Mäuse übertragen wurde. In diesem Modell hatte 

die Depletion von CD25+ Zellen aus dem transferierten Zellpool jedoch keinen 

Einfluss auf den Arthritisverlauf (Bardos et al. 2003). 

Zusammenfassend kann man sagen, dass in der deutlichen Mehrzahl der hier 

beschriebenen Depletions- und Transferexperimenten ein protektiver Effekt der 

Tregs nachgewiesen werden konnte. Offensichtlich sind bei Depletion Zeitfenster 

und Konzentration der Antikörperapplikation für den Behandlungserfolg 

entscheidend. Es wäre denkbar, dass bei den Modellen, in denen der Nachweis der 

Protektion durch Tregs nicht glückte, methodische Unzulänglichkeiten eine Rolle 

gespielt haben könnten. Die G6PI-induzierte Arthritis bietet im Vergleich zu den von 

anderen Arbeitsgruppen verwendeten Modellen durch die einfache Induktion, den 
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raschen, gleichförmigen Verlauf und die spontane Remission der Arthritis 

entscheidende Vorteile für weitere Analysen der regulatorischen T-Zellen.  

 

Zusätzlich zu den auch in anderen Modellen beschriebenen Exazerbationen und 

Chronifizierungen nach Depletion der Tregs zeigten meine Untersuchungen an Tag 

80 nicht nur eine anhaltenden Gewichtsreduktion sondern auch massive Ankylosen 

der betroffenen Gelenke. Dieses klinische Endbild einer ausgebrannten Arthritis 

konnte bisher in keinem anderen Tiermodell so deutlich beschrieben werden. Zudem 

korrelierten die gezeigten histologischen Veränderungen (Abb. 7) gut dem klinischen 

Bild. Es wäre denkbar, dass der Rückgang akuter Entzündungszeichen nach 

Depletion im G6PI Modell kein Effekt regulativer Prozesse sondern Ausdruck einer 

kompletten Destruktion im Gelenk sein könnte.  

Bei ausbleibendem Therapieerfolg sind Ankylosen das klinische Endbild der RA. Bei 

Patienten mit RA wurde das Exsudat entzündeter Gelenken auf das Vorhandensein 

regulatorischer T-Zellen untersucht. Es zeigte sich eine deutliche Anreicherung der 

Tregs in der Synovialis entzündeter Gelenke (van Amelsfort et al. 2004, Cao et al. 

2003, de Kleer et al. 2004, Ruprecht et al. 2005, Möttönen et al. 2005), wobei sich 

keine Unterschiede der Zellzahl in Abhängigkeit vom Schweregrad oder der Dauer 

der Erkrankung nachweisen ließen (Cao et al. 2003). Die isolierten Tregs zeigten bei 

in vitro Versuchen keine funktionellen Einschränkungen, wobei der Aussagewert 

dieser Untersuchungen wegen fehlender Vergleichsmöglichkeiten mit Tregs aus 

gesunden Probanden eher begrenzt ist. 

 

Der supprimierende Einfluss von Tregs konnte für eine Reihe weiterer Modelle von 

Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise EAE (Korn et al. 2007b, O'Connor et al. 

2007), IBD oder Diabetes gezeigt werden (zusammengefasst in Suri-Payer und 

Fritzsching 2006). Neben Autoimmunerkrankungen fand man auch bei einer Vielzahl 

von parasitären  (Schistosoma mansoni Baumgart et al. 2006, Taylor et al. 2006), 

Leishmania major (Suffia et al. 2006, Anderson et al. 2007), Plasmodium yoelii 

(Couper et al. 2007),  bakteriellen und viralen Infektionen (zusammengefasst in 

Belkaid 2007) eine immunregulatorische Wirkung von Tregs. Diese zahlreichen 

Analysen unterstreichen die große Bedeutung regulatorischer T-Zellen für die 

Modulation von Immunantworten und zeigen die Wichtigkeit detaillierterer 

Untersuchungen. 
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6.3. Bedeutung der Tregs für die Proliferation in der G6PI Arthritis  

Die Analyse der Proliferation ist ein guter Maßstab zur funktionellen 

Charakterisierung des Aktivierungszustandes der Zellpopulationen. Daher habe ich 

die Prolifertion nach G6PI Immunisierung analysiert. Ex vivo zeigte sich eine deutlich 

stärkere Proliferation der Milzzellen nach Depletion der regulatorischen T-Zellen 

(Abb. 8). Diese Beobachtung wurde auch für andere Arthritismodelle gefunden 

(Morgan et al. 2003, Frey et al. 2005). Eine Identifikation der proliferierenden 

Zellpopulationen ist bei diesen [3H]-Thymidin Assays allerdings nicht möglich.  

Aus diesem Grund wurde in vivo die Proliferation mit Hilfe der Inkorporation von BrdU 

analysiert, wobei durch Kofärbung von Foxp3 eine Unterscheidung zwischen Teffs 

und Tregs ermöglicht wurde. Im Gegensatz zu den B-Zellen und CD8+ T-Zellen 

zeigte sich eine deutliche Proliferation der Teffs, die nach Depletion der Tregs  

stärker war als im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 10). Da Proliferation immer ein 

Hinweis für Aktivierung ist, passen diese Daten gut zu der schon aus Vorarbeiten 

bekannten Bedeutung CD4+ T-Zellen für die Pathogenese der G6PI Arthritis 

(Schubert et al. 2004). 

Tregs zeigten in meinen BrdU Analysen eine starke Proliferation, die in der 

depletierten Gruppe sogar deutlicher war. Gestütz wird diese Beobachtung durch 

kürzlich durchgeführte Arbeiten, die zeigten, dass die bisher in vitro beschriebene 

Anergie der Tregs das Verhalten in vivo keinesfalls widerspiegelt. Stattdessen konnte 

durch Visualisierung der regulatorischen T-Zellen (Foxp3 Antikörper: eBioscience, 

Foxp3GFP:Fontenot et al. 2005a) gezeigt werden, dass Tregs in vivo homöostatisch 

proliferieren und die Proliferation nach Aktivierung deutlich stärker wird (Haribhai et 

al. 2007, Taylor et al. 2006). Da die absoluten CD4+ T-Zellzahlen trotzdem relativ 

konstant blieben (Abb. 9), ist denkbar, dass diese aktivierten Zellen die Milz zu einem 

erheblichen Anteil in Richtung des entzündeten Gewebes verlassen (Tang und 

Bluestone 2006, Hirota et al. 2007b). Zahlreichen Arthritismodellen geben  Hinweise 

dafür, dass neben Teffs auch Tregs in entzündete Gelenke einwandern. So konnte 

im K/BxN-Modell aus der Synovialflüssigkeit erkrankter Mäuse CD4+Foxp3+ Zellen 

gewonnen werden (Nguyen et al. 2007). In der CIA konnten nach Transfer 

aufgereinigter CD4+CD25+ T-Zellen diese Zellen in Gelenken erkrankter Tiere mit 

immunhistochemischen Methoden nachgewiesen werden (Morgan et al. 2005). Auch 

in der AIA gibt es Anhaltspunkte für die Einwanderung  von CD4+CD25+ T-Zellen in 
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die Gelenke (Frey et al. 2005). Es ist allerdings methodisch extrem kompliziert, eine 

größere Menge von Zellen aus entzündeten Gelenken zu isolieren. Quantitative 

Vergleiche der Frequenz von Tregs aus sekundär-lymphatischen und entzündeten 

Gewebe sind daher nur in anderen Modellen erfolgreich durchgeführt worden. 

Denkbar wäre jedoch, dass Folgende Verhalten von Tregs: Nach Aktivierung 

proliferieren Tregs zunächst in den sekundär-lymphatischen Organen synchron zu 

den Teffs, im Zeitverlauf allerdings stärker (Haribhai et al. 2007, Taylor et al. 2006) 

und länger (Haribhai et al. 2007, O'Connor et al. 2007). Sie können wie Teffs in das 

periphere Gewebe auswandern, um dort zu wirken. Untersuchungen im ZNS von an 

passiver EAE erkrankten Mäusen zeigten die höchste Frequenz der Tregs in der 

Remission, während das Maximum der Teffs früher erreicht wurde und mit dem 

Höhepunkt der Erkrankung zusammenfiel. Durch 24 stündige BrdU-Inkorporation 

konnte gezeigt werden, dass Tregs während der Remission primär im ZNS 

proliferierten (O'Connor et al. 2007). Es wäre somit wahrscheinlich, dass die große 

Anzahl der Tregs im ZNS nicht nur durch Einwanderung, sondern auch durch lokale 

Proliferation verursacht wird. Unterstützt wird diese Theorie durch Publikationen der 

Arbeitsgruppe um Y. Belkaid, die durch ex vivo Analysen aus entzündeten Ohren 

nach Leishmanieninfektion ein stark proliferatives Potenzial der Tregs nachweisen 

konnte (Suffia et al. 2006). 

Untersuchungen, die sich mit der Induktion der Proliferation von Tregs beschäftigten, 

zeigten, dass Tregs in RIP-OVA Mäusen antigenspezifisch proliferierten (Walker et 

al. 2003). Eine weitere Publikation konnte zeigen, dass nach Antigenkontakt ein Teil 

der Tregpopulation in den drainierenden Lymphknoten stark proliferierte (Fisson et 

al. 2003). Aus Mäusen nach Leishmanieninfektion isolierte Tregs konnten durch 

antigenspezifische Stimulation zur Proliferation angeregt werden (Suffia et al. 2006).  

 

Zusammenfassend konnte für die Tregs gezeigt werden, dass sie bis zum Tag 9 

massiver proliferierten als Teffs. Die stärkere Proliferation der Tregs nach Depletion 

könnte als Versuch gedeutet werden, das Defizit der Tregs zu kompensieren. 

Obwohl die Frequenz der Tregs nach Depletion bis zum Höhepunkt der Erkrankung 

wieder 75 % des Treg Anteils in Kontrolltieren erreichte, zeigten der schwerere 

Verlauf und die Chronifizierung der Arthritis, dass durch alleinige Proliferation keine 

ausreichende supprimierende Funktion erreicht werden konnte. Hypothetisch 

denkbar wäre, dass die Tregs einen initialen Antigenkontakt für eine wirksame 
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Suppression benötigen. Fehlen die Tregs zum Zeitpunkt der Immunisierung können 

sie zwar zu späteren Zeitpunkten nach Antigenkontakt proliferieren, sind allerdings 

nicht ausreichend funktionsfähig. Unter Umständen benötigt man eine ausreichende 

Menge Tregs zum Supprimieren, während den Teffs durch APCs ihr Antigen 

präsentiert wird. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass durch das Fehlen einer 

ausreichenden Menge regulatorischer T-Zellen zum Zeitpunkt der Immunisierung 

IL-2 vermittelt verstärkt Th17 Zellen induziert werden. Welche dieser Mechanismen 

wirklich relevant für die Treg Funktion sind, kann zur Zeit nicht abschließend geklärt 

werden. 

 

6.4. Bedeutung der Tregs für die zelluläre Immunantwort  

Eine exzellente Möglichkeit zur Charakterisierung von Teffs ist die Untersuchung 

ihrer Zytokinproduktion, wobei sich die T-Zellpopulationen durch unterschiedliche 

Zytokinmuster auszeichnen. Neben den „etablierten“ Th1 und Th2 Zellen, gewinnt 

zunehmend eine weitere, kürzlich beschriebene Population an Bedeutung, die Th17 

Zellen. Von großem Interesse war daher der Einfluss der Tregs auf die 

Zytokinproduktion der Teffs. Untersucht wurrden die Zytokine IL-17, IFN-γ, TNF-α, IL-

6 und IL-13.  

Nach Depletion fand sich ein stärkerer Anstieg der IFN- γ Produktion im Vergleich zur 

Kontrollgruppe, wobei die Frequenzen der IFN-γ produzierenden Zellen generell sehr 

niedrig waren. Wie in einem Autoimmunmodell zu erwarten, war eine detektierbare 

Produktion von IL-13 nicht nachweisbar. Die hier untersuchten CD4+ T-Zellen 

produzierten kein IL-6, jedoch konnte nach Immunisierung mit G6PI eine IL-6 

Produktion im ELISA nachgewiesen werden (J. Meisel, persönliche Kommunikation), 

was die Vermutung zulässt, das in der G6PI Arthritis die Quelle der IL-6 Produktion 

Nicht-CD4+ Zellen sind. In zahlreichen Publikationen konnte gezeigt werden, dass IL-

6 für die Entwicklung einer Arthritis von Bedeutung ist. So konnte in IL-6-/- Mäusen 

eine CIA nicht  (Alonzi et al. 1998) oder nur schwach induziert werden (Sasai et al. 

1999). Eine Arbeit von Hirota et al konnte zeigen, dass die Hauptquelle der IL-6 

Produktion auch im SKG-Arthritismodell Nicht-CD4+ Zellen sind (Hirota et al. 2007a).  

In meinen Daten zeigte sich nach antigenspezifischer in vitro Stimulation ein Anstieg 

in der Produktion von TNF-α zu Beginn der Arthritis. Hier waren die Frequenzen 

nach Treg-Depletion höher als bei den Kontrolltieren. Der Einfluss von TNF-α auf die 
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Pathogenese der Arthritis konnte in einer Vielzahl von Tiermodellen gezeigt werden,  

(Übersicht in Li und Schwarz 2003), auch beim Menschen sind große 

Behandlungserfolge mit TNF-α Antikörpern bei Patienten mit RA zu verzeichnen 

(Smolen et al. 2007). Neben T-Zellen wird TNF-α auch in großen Mengen von 

antigenpräsentierenden Zellen produziert (Hirota et al. 2007a). Diese APC könnten 

somit die entscheidende TNF-α Quelle in der Arthritispathogenese sein. Derzeit ist 

eine Analyse des TNF-α Ursprungs in den entzündeten Gelenken in unserer 

Arbeitsgruppe nicht möglich. Zudem produzieren naive T-Zellen bereits nach kurzer, 

unspezifischer Stimulation TNF-α, was eine Identifikation der für die Pathogenese 

entscheidenden TNF-α  

Produzenten erschwert. Insgesamt bleibt daher der Aussagenwert der TNF-α 

Analysen begrenzt.  

Spezifischer für die Analyse von CD4+ T-Zellen ist IL-17, da dieses Zytokin vorrangig 

von Teffs nach Antigenkontakt produziert wird. Kürzlich wurde für IL-17 

produzierende Zellen der Begriff Th17 Zellen eingeführt (Harrington et al. 2005). 

Solche IL-17 produzierenden Zellen konnten in entzündeten Gelenken von RA 

Patienten nachgewiesen werden (Chabaud et al. 1998, Kotake et al. 1999, 

Ziolkowska et al. 2000). Für die Arthritisinduktion im Tiermodell sind diese Zellen 

ebenfalls von großer Bedeutung (Lubberts et al. 2005a), daher habe ich die 

Produktion von IL-17 in der G6PI Arthritis genauer untersucht.  

Meine Daten zeigten eine deutliche IL-17 Produktion, wobei das Maximum während 

der Induktionsphase der Erkrankung gemessen werden konnte. In den depletierten 

Tieren waren fast doppelt soviel IL-17 produzierende Zellen nachweisbar (Abb. 11). 

Die Bedeutung von IL-17 für die Arthritispathogenese konnte in anderen 

Tiermodellen ebenfalls gezeigt werden. Wurden beispielsweise spontan an Arthritis 

erkrankende IL-1Ra-/- Mäusen mit IL-17-/- Mäuse gekreuzt, entwickelten diese Tiere 

keine Arthritis (Nakae et al. 2003b). Ein milderer Verlauf der CIA entwickelte sich 

nach CII-Immunisierung in  IL-17-/- Mäusen (Nakae et al. 2003a). Wurden 

Streptokokken Zellwandbestandteile intraartikulär injiziert, war die daraus 

resultierende destruktive Synovitis in IL-17R-/- Mäusen schwächer ausgeprägt 

(Lubberts et al. 2005b). Diese Daten zeigten, dass IL-17 eines der zentralen Zytokine 

in der Pathogenese der Arthritis ist, wobei CD4+ T-Zellen die Hauptproduzenten sind 

(Hirota et al. 2007a). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die IL-17 
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Produktion durch IFN-γ gehemmt werden kann. So zeigten IFN-γR-/- Mäuse einen 

deutlich schwereren Verlauf der CIA (Vermeire et al. 1997, Manoury-Schwartz et al. 

1997) Dies könnte durch die Aufhebung der IFN-γ-vermittelten Blockade der Th17 

Zellen erklärbar sein, wie von Irmler et al im AIA Modell durch Verwendung eines 

blockierenden anti-IL-17 Antikörpers gezeigt wurde (Irmler et al. 2007). Applikation 

von rekombinant hergestelltem IL-35 im CIA-Modell führte zu einer deutlich 

verminderten IL-17 Produktion und einem milderen Verlauf der Arthritis (Niedbala et 

al. 2007). Als mögliche Quelle von IL-35 in vivo kommen Foxp3+ Tregs in Frage 

(Collison et al. 2007), ein Fehlen von IL-35 könnte auch in der G6PI Arthritis eine 

Erklärungsmöglichkeit für die stärkere IL-17 Produktion nach Depletion sein. 

Betrachtet man den Verlauf der IL-17 Produktion in der G6PI Arthritis, zeigte sich ein 

Maximum IL-17 produzierender CD4+ Milzzellen bereits während der 

Induktionsphase. Möglicherweise spielen diese Zellen schon zu diesem frühen 

Zeitpunkt der Erkrankung eine wichtige Rolle, oder aber ein erheblicher Anteil dieser  

Effektorzellen migriert im weiteren Krankheitsverlauf in die entzündeten Gelenke. Im 

SKG Arthritismodell konnte für solche migrierenden Th17 Zellen ein spezieller 

Phänotyp durch die Expression des Chemokinrezeptores CCR6 beschrieben 

werden. Durch Applikation eines blockierenden anti-CCR6 Antikörpers konnte ein 

verzögerter und milderer Verlauf der Arthritis erreicht werden, was für die große 

pathogenetische Bedeutung der intraartikulären Th17 Zellen spricht (Hirota et al. 

2007b). Aus dem EAE Modell gibt es Untersuchungen, die diese Theorie 

unterstützen. So konnte hier gezeigt werden, dass die höchste Konzentration IL-17 

produzierender Zellen in der Milz schon vor dem Maximum der Erkrankung 

nachweisbar war. Zusätzliche Untersuchungen im entzündeten Gewebe zeigten, 

dass der höchste Anteil IL-17 produzierender Zellen bereits bei Krankheitsbeginn im 

Gehirn nachweisbar war (Korn et al. 2007b) 

Das frühzeitige Maximum der IL-17 Produktion wäre wegen der bekannten Funktion 

von IL-17 nachvollziehbar, da dieses Zytokin die Rekrutierung neutrophiler 

Granulozyten ins Gelenk induziert. Zusätzlich führt IL-17 intraartikulär zur Aktivierung 

von Synoviozyten, die durch die Sekretion von IL-1, RANKL, TNF-α, Chemokinen 

und MMPs zur lokalen Entzündungsreaktion und Knorpeldestruktion beitragen. IL-17 

ist, teilweise durch RANKL vermittelt, ein Osteoklastenaktivator und trägt somit auch 

zur Knochendestruktion bei (zusammengefasst in (Lubberts et al. 2005a, Lubberts 
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2007). Diese Prozesse sind zum Teil für die initiale Schädigung der Gelenk 

verantwortlich, IL-17 hätte somit erheblichen Anteil an den frühen destruktiven 

Ereignissen im Gelenk. 

 

Zusammenfassend zeigten meine Daten, dass die Treg depletierten Tiere 

unabhängig von der Art der in vitro Stimulation annähernd doppelt soviel IL-17 

produzierten wie die Kontrolltiere. Denkbar wäre, dass die Anzahl der IL-17 

produzierenden Zellen als Maß für den Schweregrad der Arthritis dienen könnte, 

berücksichtigt man die Rolle von IL-17 in der Arthritispathogenese.  Die im gesamten 

Verlauf der Arthritis erhöhten IL-17 Spiegel nach Depletion könnten darauf 

hinweisen, dass nur durch das Vorhandensein funktionsfähiger Tregs die Produktion 

von IL-17 limitiert wird. Zwar proliferierten die Tregs nach Depletion stärker im 

Vergleich zu den Kontrolltieren (siehe auch 6.3), aber offensichtlich war dies allein 

nicht ausreichend für die Regulation der IL-17 Produktion und der Limitierung 

entzündlicher Prozesse im Gelenk.  

 

6.5. Bedeutung der Tregs für die humorale Immunantwort  

In der Pathogenese der G6PI Arthritis spielen CD4+ T-Zellen eine entscheidende 

Rolle, wie durch Depletionsexperimente mit einem gegen CD4 gerichteten Antikörper 

gezeigt werden konnte (Schubert et al. 2004). Aber auch B-Zellen sind für die 

Arthritisinduktion relevant, denn in µMT-/- Mäusen, welche aufgrund eines 

Gendefektes keine Antikörper produzieren können, kann die G6PI Arthritis nicht 

induziert werden (Bockermann et al. 2005). Untersuchungen der 

Immunglobulinproduktion in der G6PI-induzierten Arthritis zeigten, dass hohe 

Antikörpertiter aller Immunglobulinsubtypen gebildet wurden (Schubert et al. 2004). 

Ein Serumtransfer, wie er für die CIA (Stuart und Dixon 1983) und das K/BxN-Modell 

gezeigt werden konnte (Korganow et al. 1999), ist in der G6PI Arthritis allerdings 

bislang nicht erfolgreich gewesen (Schubert et al. 2004, Kamradt persönliche 

Kommunikation). Für das G6PI Modell wäre denkbar, dass neben der 

Antikörperproduktion eine weitere für die Pathogenese relevante Funktion der B-

Zellen existiert. Eine Möglichkeit wäre eine Fcγ abhängige Zellaktivierung. Für einige 

Fcγ-Rezeptoren konnte ein Einfluss, nicht nur auf die Schwere der Arthritis im G6PI 
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Modell nachgewiesen werden (Schubert et al. 2004, Yuasa et al. 1999, Ji et al. 

2002).  

Aufgrund der gezeigten Bedeutung der B-Zellen sollte auch der Einfluss der Tregs 

auf die humorale Immunantwort untersucht werden. Es zeigte sich, dass nach 

Depletion der Tregs die Antikörpertiter für alle analysierten Subtypen wesentlich 

höher waren als bei den Kontrolltieren. Die höchste positive Titerverdünnung wurde 

für den IgG1 Subtyp nachgewiesen, wobei die für die Kontrollen gemessenen Titer 

mit dem Ergebnissen aus Vorarbeiten gut übereinstimmten (Schubert et al. 2004). 

Auch andere Arthritismodelle zeigten einen Einfluss der Tregs auf B-Zellen. Wurden 

Foxp3-/- Mäuse in das K/BxN-Modell eingekreuzt, war ein schnellerer Anstieg der 

relevanten Subtypen IgG1 und IgG2a nachweisbar (Nguyen et al. 2007). Für die CIA 

konnte nach Depletion der Tregs mit einem anti-CD25 Antikörper, ebenfalls ein 

Anstieg der antigenspezifischen Antikörpertiter beobachtet werden (Morgan et al. 

2003, Morgan et al. 2004), ähnliches gilt auch für die AIA (Frey et al. 2005). 

Diese Daten zeigen einen starken Einfluss der Tregs auf die Antikörperproduktion in 

B-Zellen. Über die möglichen Mechanismen der Treg Wirkung ist wenig bekannt und 

könnte ein Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein. Denkbar wäre ein direkter 

Einfluss auf die B-Zellen, wobei histologisch allerdings keine Foxp3+ T-Zellen 

innerhalb von Keimzentren nachgewiesen werden konnten (Haribhai et al. 2007). 

Eine andere Möglichkeit wäre eine verstärkte T-Zellhilfe durch den Wegfall des 

limitierenden Einflusses der Tregs auf die übrigen CD4+ T-Zellpopulationen (Vinuesa 

et al. 2005). Aufgrund des deutlichen Einflusses der Tregs auf die 

Antikörperproduktion würde sich für weiterführende Experimente die G6PI-induzierte 

Arthritis gut eignen, wobei der direkte Vergleich mit den oben genannten 

Arthritismodellen, in denen Antikörper pathogeneserelevanter sind, wichtig wäre. 

 

6.6. Bedeutung der Tregs für die Expression kostimulatorischer 

Moleküle 

6.6.1. Expression kostimulatorischer Moleküle auf Teffs 

Für die Aktivierung von T-Zellen sind neben dem Antigenkontakt und einem 

speziellen Zytokinmilieu zusätzlich kostimulatorische Signale von großer Bedeutung 

(Frauwirth und Thompson 2002). Für die Kommunikation aktivierter T-Zellen ist 

neben der Zytokinproduktion auch die Expression spezifischer Oberflächenmoleküle 



Diskussion 
 

84 

von Bedeutung. Deren Analyse kann zur Charakterisierung des 

Aktivierungszustandes der T-Zellen genutzt werden (McKinstry et al. 2007).  

Ich habe neben der BrdU Proliferation und der Zytokinproduktion mit Hilfe einiger 

Oberflächenfärbungen den Aktivierungszustand der Teffs näher charakterisiert. Die 

Expression dieser Moleküle wurde am Tag 0, vor Antigenkontakt, und Tag 9 nach 

Immunisierung gemessen, da am Tag 9 die stärkste IL-17 Produktion gefunden 

werden konnte. Diese IL-17 produzierenden Zellen sollten durch die Expression der 

Oberflächenmoleküle CD62L, CD69, CD134, PD-1 und ICOS näher charakterisiert 

werden. CD62L wird auf naiven T-Zellen exprimiert und nach Antigenkontakt 

abgespalten (Yang et al. 2006, Latham et al. 2005). CD69 (Latham et al. 2005, 

Sancho et al. 2005) und CD134 (Sugamura et al. 2004, Horai et al. 2004) sind 

Oberflächenmoleküle, die auf aktivierten T-Zellen zu finden sind.  

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch nach Depletion der Tregs gab es keinen 

deutlichen Unterschied in der Expression dieser Moleküle zwischen Tag 0 und 9. Es 

konnte an beiden Tagen keine CD134 Expression auf den Effektorzellen gefunden 

werden (siehe unten), obwohl das kostimulatorisch wirkende Molekül ursprünglich als 

T-Zellaktivierungsmarker beschrieben wurde (Sugamura et al. 2004). So konnten 

funktionelle Analysen zeigen, dass die Kostimulation durch CD134 zur Aktivierung 

von Teffs führte. In IL-1R-/- Mäusen konnte durch die Gabe von anti-CD134L der 

Beginn der Arthritis um mehr als zwei Wochen verzögert werden (Horai et al. 2004). 

Neuere Daten lassen vermuten, dass CD134 für die Differenzierung von Th17 Zellen 

eine wichtige Rolle spielen könnte (Williams et al. 2007). Es ist denkbar, dass für 

einen Nachweis  der Expression von CD134  eine in vitro Restimulation der Zellen, 

wie es auch für das Moleküle CD154, nötig ist (Nakae et al. 2003b, Vu et al. 2007). 

Möglicherweise könnte eine stärkere Modulation der Expression aller genannten 

Moleküle unmittelbar nach Antigenkontakt gefunden werden, die am Tag 9 bereits 

nicht mehr nachweisbar war (Yang et al. 2006). Eine Untersuchung des 

Aktivierungszustandes der Teffs intraartikulär nach G6PI Immunisierung wäre von 

Interesse, denn Analysen der sekundär-lymphatischen Organe zeigen nur einen 

Ausschnitt der ablaufenden Immunreaktionen, viele der Effektormechanismen 

spielen erst im entzündeten Gelenke eine Rolle (Manolios et al. 1991, Latham et al. 

2005). Möglicherweise würde man bei diesen Analysen deutlichere Unterschiede des 

Aktivierungszustandes der Teffs zwischen den depletierten- und den Kontrolltieren 

finden. 
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Im Gegensatz zu den zuvor untersuchten Oberflächenmolekülen zeigte sich ein 

Unterschied für die Expression von ICOS und in geringem Umfang von PD-1 

zwischen Tag 0 und 9. Beide Moleküle gehören zur B7-Rezeptorfamilie, zu der unter 

anderem das konstitutiv exprimierte CD28 gehört. ICOS und PD-1 lassen sich 

dagegen nur nach T-Zellaktivierung auf der Zelloberfläche nachweisen (Greenwald 

et al. 2005). In meinen Untersuchungen zeigte sich, dass die Expression von ICOS 

und PD-1 nach Depletion ungefähr doppelt so hoch war wie in den  Kontrolltieren. 

Am Tag 9 verdoppelte sich die Frequenz der ICOS+ Zellen, wobei fast 25 % aller 

CD4+ Zellen in den depletierten Tieren ICOS exprimierten, während bei PD-1 kein 

wesentlicher Anstieg zu beobachten war. 

PD-1 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von Immunreaktion. So konnte in 

Modellen von Autoimmunerkrankungen gezeigt werden, dass Teffs durch die 

Expression von PD-1 empfänglich für eine Deaktivierung waren (Übersicht in 

(Sharpe et al. 2007). Da eine PD-1 vermittelte Ligandbindung die T-Zellantwort 

supprimiert (Sharpe et al. 2007, Keir et al. 2007), ist eine Expression dieses Moleküls 

erst zu einem späten Zeitpunkt der Immunantwort funktionell sinnvoll. Daher ist eine 

Analyse am Tag 9, also vor Beginn der klinischen Manifestation, nur von begrenztem 

Aussagewert. 

Eine funktionelle Bedeutung des kostimulatorischen Moleküls ICOS konnte in vielen 

Arthritismodellen gezeigt werden: Aus Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ist 

bekannt, dass nach Behandlung mit einem blockierenden anti-ICOSL Antikörper die 

G6PI Arthritis deutlich milder verlief (J. Meisel, persönliche Kommunikation). Ähnliche 

Ergebnisse konnten auch in der CIA Arthritis publiziert werden (Nurieva et al. 2003, 

Iwai et al. 2002). Untersuchungen der zugrunde liegenden Funktion von ICOS 

ergaben eine deutlich geringere IL-17 Produktion in den CIA resistenten ICOS-/- 

Mäusen, bei in vitro Stimulation konnte durch Zugabe eines agonistischen anti-ICOS 

Antikörpers die IL-17 Produktion nahezu verdoppelt werden (Nurieva et al. 2003). 

Eine genauerer Analyse der Zytokinproduktion in ICOS-/- Mäusen zeigte sich, dass 

nach Stimulation mit KLH und MOG Antigen deutlich weniger IL-17 und erheblich 

mehr IFN-γ produziert wurde als in den Kontrolltieren (Park et al. 2005). Diese 

Ergebnisse stehen in guter Übereinstimmung mit meinen Beobachtungen, dass 

neben der stärkeren ICOS Expression in den depletierten Tieren auch eine höhere 

IL-17 Produktion gefunden werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass die IL-17 

produzierenden Zellen ausschließlich innerhalb der ICOS+ Zellpopulation 
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nachzuweisen waren (Meisel, persönliche Kommunikation). Dieses Ergebnis passt 

gut zum klinisch exazerbierten Arthritisverlauf  nach Depletion, in weiterführenden 

Untersuchungen könnte überprüft werden, ob ein kausaler Zusammenhang besteht. 

 

6.6.2. Expression kostimulatorischer Moleküle auf Tregs 

Von den Molekülen, die vorrangig auf Tregs exprimiert werden (McHugh und 

Shevach 2002, Shimizu et al. 2002, Ono et al. 2006, Yi et al. 2006), wurden 

beispielhaft GITR und CD25 angefärbt. Für diese Moleküle zeigte sich, sowohl für die 

Kontrollgruppe als auch nach Depletion der Tregs, ein deutlicher Anstieg in der 

Expression von Tag 0 zu 9, wobei die geringere Expression von CD25 in den 

depletierten Tieren am Tag 0 durch die Behandlung mit PC61 bedingt ist. Die Rolle 

von CD25 ist bereits im Zusammenhang mit der Kontrolle des Depletionserfolges 

unter 6.1 näher diskutiert worden. Wie im G6PI Modell, konnte auch in anderen 

Modellen gezeigt werden, dass GITR nach Antigenkontakt auf Tregs verstärkt 

exprimiert wird (McHugh et al. 2002, Stephens et al. 2004). GITR hat eine 

inhibitorische Wirkung auf die Funktion der Tregs, wie mit Hilfe eines  aktivierenden 

anti-GITR Antikörpers in vitro (McHugh et al. 2002) und in vivo (Shimizu et al. 2002) 

gezeigt werden konnte. Aus dem Fehlen von GITR würde daher eine stärker 

supprimierende Wirkung der Tregs folgen, wie dies in GITR-/- Mäuse für die CIA 

gezeigt werden konnte (Cuzzocrea et al. 2005). Es ist bekannt, dass der GITR 

Ligand auf APCs nach Aktivierung verstärkt exprimiert wird. Initial stark aktivierte 

APCs könnten somit über die GITR-GITRL Interaktionen die Suppression durch 

Tregs verhindern (zusammengefasst in Shevach und Stephens 2006).  

Eine Kofärbung von Foxp3 mit CD62L, CD69 und CD134 am Tag 0 und 9 nach 

Immunisierung ermöglichte eine genauere Charakterisierung der Tregs. Schon am 

Tag 0 zeigte sich eine deutlich stärkere Aktivierung der Tregs im Vergleich zu den 

Teffs. Das Tregs generell einen aktivierteren Phänotyp aufweisen, zeigte schon 2002 

eine Arbeit von McHugh et al. (McHugh et al. 2002), wobei bei diesen Untersuchung 

nur CD25 zur Charakterisierung der Tregs zur Verfügung stand.  

Bei dem Vergleich der Treg Populationen der depletierten Gruppe mit der 

Kontrollgruppe zeigte sich, dass die Tregs nach Depletion deutlich aktivierter waren. 

Auch von anderen Arbeitsgruppen wurde eine stärkere Expression von 



Diskussion 
 

87 

Oberflächenmolekülen nach Depletion gefunden (Haribhai et al. 2007, Fisson et al. 

2003, Fontenot et al. 2005a).  

Die Expression von CD134 wurde im G6PI Arthritismodell nur auf Tregs gefunden. 

Auch andere Arbeiten zeigten, dass bei ex vivo Analysen CD134 im Gegensatz zu 

Teffs nur auf Tregs nachweisbar war (Nakae et al. 2003b, Vu et al. 2007).  Es konnte 

ebenfalls gezeigt werden, dass CD134 auf aktivierten, proliferierenden Tregs 

verstärkt exprimiert wird (Fisson et al. 2003, McHugh et al. 2002). In einem Adjuvanz-

Arthritismodell in Ratten konnte durch Koexpression von CD134 mit CD25 die 

aktivierte Treg Population präziser identifiziert werden (Nolte-'t Hoen et al. 2007). 

Zahlreiche Arbeiten bestätigen die wichtige kostimulatorscieh Funktion von CD134 

für Teffs. Es konnte gezeigt werden, dass durch Inhibition von CD134 ein protektiver 

Effekt erzielt wurde (Übersicht in Sugamura et al. 2004). Andere Arbeiten wiederum 

zeigten, dass die Stimulation durch CD134 auf Treg zur Reduktion der Foxp3 

Expression und zur Einschränkung der suppressiven Eigenschaften dieser Zellen 

führte (Vu et al. 2007, Kroemer et al. 2007, Takeda et al. 2004). Eine Erklärung für 

diese zunächst widersprüchlichen Ergebnisse der CD134 Funktion auf Treg und Teff 

könnte sein, dass dieses Molekül auf beiden Zellpopulationen gegensätzliche 

Wirkung besitzt. Das könnte erklären,dass eine CD134 Blockade immer protektiv 

wirkt.  

 

Auch die Tregs zeigten, wie bei den Teffs zuvor beschrieben, einen deutlichen 

Ansteig in der Expression von ICOS und einen geringfügigen für PD-1 bis zum Tag 9 

nach Immunisierung. Welche Bedeutung die Expression von ICOS und PD-1 auf den 

Tregs hat, ist jedoch noch ungeklärt. Zwar ist bekannt, dass PD-1 auf Tregs 

exprimiert wird, allerdings ist die Bedeutung der Expression für die Funktionalität 

bisher unklar (Keir et al. 2007). Wie bereits unter 6.6.1. beschrieben, könnte die 

Messung von PD-1 am Tag 9 zu früh sein. In einem Infektionsmodell mit 

Mykobakterium tuberkulosis konnte gezeigt werden, dass zu frühen Messzeitpunkten 

kein Unterschied in der Expression von PD-1 auf Tregs im Vergleich zu nicht 

infizierten Tieren gefunden werden konnte. Erst nach fortgeschrittener Infektion fand 

sich eine verstärkte PD-1 Expression (Scott-Browne et al. 2007).  

Ein aktivierungsabhängiger Anstieg der ICOS Expression, so wie in meinen 

Untersuchungen nach G6PI Immunisierung nachweisbar, konnte auch nach Infektion 

mit Mykobakterium tuberkulosis gefunden werden. Detaillierte Analysen in diesem 
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Modell zeigten, dass die verstärkte ICOS Expression auf Foxp3+ Tregs im infizierten 

Lungengewebe und den drainierenden Lymphknoten, nicht aber in irrelevanten 

Lymphknoten auftrat (Scott-Browne et al. 2007).  

Nach Depletion exprimierten nahezu 50 % der Tregs am Tag 9 ICOS, was im 

Vergleich zu ca. 20 % auf den Tregs aus Kontrolltieren ein erheblicher Unterschied 

war. Ein vergleichbarer Anstieg von ICOS auf Tregs konnte auch von Fontenot et al. 

in IL-2-/- und IL-2Rα-/- Mäusen gezeigt werden (Fontenot et al. 2005a).  

In der Literatur gibt es Beschreibungen ICOS+ IL-10 Produzenten mit 

immunsuppressiver Funktion (Kohyama et al. 2004, Löhning et al. 2003, Stock et al. 

2004, Herman et al. 2004), wobei durch Blockade von ICOS die IL-10 Produktion 

vermindert werden konnte (Löhning et al. 2003, Kohyama et al. 2004). 

Ungünstigerweise stand den Arbeitsgruppen während ihrer Analysen noch keine 

eindeutige Identifikationsmöglichkeit für Treg Zellen zur Verfügung. Allerdings 

wurden IL-10 produzierende, immunsuppressive Zellen in aktuellen Arbeiten als 

induzierbare regulatorische T-Zellen beschrieben (Jankovic et al. 2007, Baumgart et 

al. 2006, Stock et al. 2004, Scott-Browne et al. 2007), so dass die Funktion der ICOS 

Expression auf natürlich vorkommenden Tregs unklar bleibt. In einem  

Atherosklerosemodell konnte ein Anstieg in der Frequenz Foxp3+ Zellen gefunden 

werden, in ICOS-/- Mäusen war dieser Anstieg weniger stark ausgeprägt und es 

fanden sich prominentere atherosklerotische Veränderungen (Gotsman et al. 2006). 

Auch in der EAE zeigten ICOS-/- Mäuse einen schwereren Verlauf der Erkrankung als 

Wildtyptiere (Dong et al. 2001, Usui et al. 2006), im Gegensatz dazu erkrankten 

Mäuse an CIA (Nurieva et al. 2003) und in einem Uveitismodell (Usui et al. 2006) 

weniger stark. Versuche, die Funktion von ICOS in Autoimmunmodellen über 

Blockade mit einem anti-ICOS oder anti-ICOSL Antikörper zu klären, ergaben kein 

einheitliches Bild (Iwai et al. 2002, Sporici et al. 2001, Rottman et al. 2001, Ansari et 

al. 2007), so dass momentan die Rolle der ICOS Expression auf Tregs im 

Zusammenspiel mit ICOS+ Teffs unklar bleibt. Eine mögliche Erklärung für die 

uneinheitliche Datenlage könnte sein, dass die Funktion von ICOS auf Tregs und 

Teffs gegensätzlicher Natur ist, wie zuvor für CD134 beschrieben. 

 

Zusammenfassend bestätigen meine Daten die große Bedeutung CD4+ 

Effektorzellen für die G6PI Arthritis und zeigen den starken Einfluss von Tregs auf 

deren Funktion. Deutlich wurde dies anhand der starken Aktivierung der Teffs nach 
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Depletion der Tregs, was durch die höhere Expresion von ICOS und anderen 

Aktivierungsmarkern, sowie die verstärkte IL-17 Produktion zum Ausdruck kam. 

ICOS+ Th17 Zellen scheinen nicht nur eine zentrale Rolle in der Pathogenese der 

G6PI Arthritis zu spielen, sondern auch in vielen anderen Autoimmunmodellen.  

 

Die Tregs nach Depletion zeigten im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine verstärkte 

Expression kostimulatorischer Moleküle und Aktivierungsmarker. Dies stand in guter 

Übereinstimmung mit den BrdU-Daten, die eine starke Proliferation der Tregs nach 

Depletion zeigten. Obwohl sie dadurch eine mit der Kontrollgruppe vergleichbare 

Treg Anzahl schnell erreichten, gelang es diesen Tregs jedoch nicht, den 

chronischen Verlauf der Arthritis zu verhindern. Auch in anderen Tiermodellen 

konnten in depletierten oder mit CD25+ Zellen transferierten Tieren stark 

proliferierende oder aktivierte Tregs gefunden werden (Fontenot et al. 2005a, 

Haribhai et al. 2007, Fisson et al. 2003). Es gibt zunehmend Hinweise, dass Tregs 

nach Antigenkontakt proliferieren und anschließend ins entzündete Gewebe 

auswandern (Hirota et al. 2007b, Scott-Browne et al. 2007, Suffia et al. 2006, Sather 

et al. 2007, O'Connor et al. 2007). Auch in den Gelenken von RA Patienten konnten 

Tregs mit einem eindeutig aktivierten Phänotyp nachgewiesen werden (van 

Amelsfort et al. 2004, Cao et al. 2003, de Kleer et al. 2004, Ruprecht et al. 2005, 

Möttönen et al. 2005). Denkbar wäre, dass sie wie Teffs einen initialen 

Antigenkontakt benötigen, um funktionsfähig zu sein. Die verstärkte Aktivierung und 

Proliferation der Tregs nach Depletion könnte den Versuch darstellen, die Zahl der 

regulatorischen Zellen wieder zu normalisieren. Sie stellen aber kein Maß für die 

Funktionalität der Tregs dar. Es gibt somit derzeit keine Möglichkeit die 

Funktionsfähigkeit dieser Zellen zu überprüfen, da für natürlich vorkommende 

regulatorische T-Zellen bislang kein Effektormechanismus nachgewiesen werden 

konnte. Vielleicht könnte das kürzlich beschriebene Zytokin IL-35 in dieser Hinsicht 

eine Bedeutung bekommen. Die Vermutung liegt nahe, dass IL-35 in Tregs 

produziert wird und für ihre suppressive Funktion wichtig ist (Collison et al. 2007). 

Möglicherweise hätte man zukünftig die Chance, die Funktionsfähigkeit von Tregs 

anhand eines Effektormechanismus wie der IL-35 Sekretion zu überprüfen. 
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7. Schlussfolgerungen  

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen einen starken Einfluss CD25+Foxp3+ Tregs auf 

den Verlauf der G6PI-induzierten Arthritis. Nach in vivo Depletion der Tregs mit 

einem anti-CD25 Antikörper kam es zur Exazerbation und Chronifizierung der 

Arthritis, die in Destruktionen und Ankylosen der betroffenen Gelenke mündete. Die 

Kontrolltiere zeigten hingegen eine Arthritis mit spontaner Remission ohne bleibende 

Funktionseinschränkungen der Gelenke. Nach Depletion fand sich eine deutlich 

verstärkte zelluläre und humorale Immunantwort gegen das Autoantigen G6PI. 

 

Interessant war, dass in den sekundär-lymphatischen Organen schon während der 

Induktionsphase der Erkrankung große Mengen IL-17 produziert wurden, dem eine 

zentrale Rolle in der Pathogenese einer Arthritis zugesprochen wird. Nach Depletion 

fand sich ein deutlicher Anstieg der IL-17 Produktion und dies könnte ursächlich für 

den schwereren Verlauf der Arthritis sein. Um die Bedeutung von IL-17 für die 

Pathogenese der G6PI Arthritis näher untersuchen zu können, wäre eine 

vergleichende Analyse der IL-17 Produktion nach Depletion im Gelenk wichtig. Bei 

RA Patienten konnte eine Anreicherung von IL-17 im Gelenk nachgewiesen werden 

(van Roon et al. 2006). Aufgrund der bereits bekannten funktionellen Bedeutung von 

IL-17 in Arthritismodellen könnte es ein mögliches Ziel zukünftiger Therapiestrategien 

sein. 

 

Untersuchungen der Tregs in sekundär-lymphatischen Organen zeigten, dass nach 

Depletion bereits während der Induktionsphase der Arthritis ein großer Teil des Treg 

Pools wieder aufgefüllt war. Diese Tregs waren aktivierter und proliferierten stärker 

als Tregs aus Kontrolltieren. Da Tregs in depletierten Tieren keinen limitierenden 

Einfluss auf den Verlauf der G6PI Arthritis hatten, liegt die Vermutung nahe, dass 

Proliferation und Aktivierung der Tregs keine Rückschlüsse auf die in vivo Funktion 

zulassen. Eine „Hyperaktivierung“ könnte sogar Ausdruck einer gestörten Treg 

Funktionalität sein. Es wäre denkbar, dass für die supprimierende Wirkung der Tregs 

ein initialer Antigenkontakt erforderlich ist und dass Tregs anschließend für die 

Limitierung der Entzündung in die Gelenke auswandern. Hinweise für das 

Vorhandensein von Tregs im Gelenk gibt es aus einigen Arthritismodellen (Morgan et 

al. 2005, Nguyen et al. 2007). Weiterführende Untersuchungen betroffener Gelenke 
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in der G6PI Arthritis könnten im Nachweis Foxp3+ Zellen durch Färbungen von 

Gelenkschnitten oder Präparaten der Synovialmembran bestehen. 

Funktionelle Analysen der Tregs in vivo sind in sekundär-lymphatischen Organen 

und ebenso in Gelenken bisher schwierig gewesen, da es keinen gesicherten 

Effektormechanismus für natürlich vorkommende Tregs gab. Die Suche nach einem 

geeigneten Parameter ist daher von großem Interesse. Das kürzlich entdeckte 

Zytokin IL-35, ein Heterodimer aus Ebi3 und der IL-12α  Kette, könnte hierfür von 

entscheidender Bedeutung sein. Untersuchungen zeigten, dass dieses Zytokin von 

Foxp3+ T-Zellen sezerniert werden kann (Collison et al. 2007). In der CIA führte eine 

Behandlung mit rekombinantem IL-35 zu einem deutlich milderen Krankheitsverlauf 

und zu einer Reduzierung der IL-17 Produktion (Niedbala et al. 2007).  

Es könnte daher Ziel zukünftiger Untersuchungen sein, eine funktionelle Bedeutung 

von IL-35 in der G6PI Arthritis aufzuklären. Momentan könnte für diese 

Untersuchung der mRNA Nachweis von Ebi3 und IL-12α genutzt werden, 

weiterführende Experimente könnten mit derzeit noch nicht verfügbarem 

rekombinaten IL-35, anti-IL-35 Antikörpern oder in IL-35-/- Mäusen durchgeführt 

werden. 

 

Funktionelle Analysen von Tregs im Menschen sind schwer zu realisieren. Bei RA 

Patienten konnten Tregs mit einem stark aktivierten Phänotyp im Gelenk 

nachgewiesen werden, allerdings ist ungeklärt, ob diese Tregs einen funktionellen 

Defekt aufweisen oder ob ihre Anzahl für die Suppression stark aktivierter Teffs nicht 

ausreichend ist (van Roon et al. 2006). Meine Daten könnten einen Erklärungsansatz 

für die Diskrepanz zwischen Aktivierungszustand und Funktionalität der Tregs geben 

und lassen den Schluss zu, dass initiale Ereignisse für eine ausreichende Treg 

Funktion von entscheidender Bedeutung sind. Weiterführende Untersuchungen im 

Tiermodell können helfen, die Rolle der Tregs in der RA-Pathogenese besser zu 

verstehen und eröffnen Möglichkeiten für neue therapeutische Interventionen.  
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