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1 Einleitung 

1.1 Spezifisches und unspezifisches Immunsystem 
 

Das menschliche Immunsystem ist permanent gefordert, um einerseits eine wirksame Immunabwehr 

zu ermöglichen, gleichzeitig aber auch die Selbsttoleranz aufrecht zu erhalten. Sobald das 

Immunsystem diese Balance zwischen Selbsttoleranz und Fremdabwehr nicht mehr korrekt justiert, 

resultieren verschiedenste Krankheitsbilder. Ist im Rahmen einer solchen Fehlregulation die 

Selbsttoleranz der Immunabwehr gestört, so entstehen Autoimmunität und chronische Inflammation, 

was sich klinisch in verschiedenen Krankheitsbildern äußern kann.  

Die Rheumatoide Arthritis (synonym RA, chronische Polyarthritis), die für diese Dissertation als 

Modellerkrankung für chronische Entzündungsvorgänge herangezogen wurde, ist eine dieser 

Autoimmunerkrankungen. Im folgenden Abschnitt werden daher die grundlegenden physiologischen 

Mechanismen der humanen Immunabwehr, die für das Verständnis der Pathogenese der RA 

notwendig sind, kurz zusammengefasst.  

Als Immunsystem bezeichnet man die Gesamtheit aller Abwehrmechanismen eines Lebewesens gegen 

eingedrungene Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Parasiten, Fremdsubstanzen oder entartete 

körpereigene Zellen. Im menschlichen Körper findet sich für diesen Zweck ein hochkomplexes 

Netzwerk, dem verschiedene Organe, Zellen und Moleküle zugerechnet werden. Man unterscheidet 

diese Bestandteile des Immunsystems in die sogenannte unspezifische oder angeborene (z.B. 

Makrophagen, die bereits ab Geburt eingedrungene Mikroorganismen phagozytieren), sowie die 

sogenannte erworbene oder spezifische Immunantwort (z.B. B-Zellen, die erst nach Kontakt mit dem 

entsprechenden Antigen die Antikörperproduktion initiieren und daher einem „Lernprozess“ 

unterliegen). [1, 2]   

Die unspezifische Immunabwehr zielt generell auf eine Verhinderung oder frühe Eindämmung einer 

möglichen Infektion ab. Hierfür stehen beispielsweise Epithelien und Schleimhäute zur Verfügung, die 

ein Eindringen von Keimen in den häufigsten Fällen wirkungsvoll verhindern können, indem sie sowohl 

physikalisch dichte Oberflächenbarrieren bilden als auch chemische Abwehrmechanismen (z.B. durch 

antiinfektive Stoffe wie Lysozym oder saure pH-Werte) nutzen. Werden diese Barrieren jedoch 

überwunden, so wird der Infektion auf zwei unterschiedlichen Wegen entgegengewirkt: Einerseits 

dämmen Zellen, hauptsächlich Granulozyten (durch Exozytose von Granula mit antiinfektivem Inhalt 

wie TNF, Interleukinen sowie Komplementaktivatoren) und Makrophagen (durch Phagozytose) die 

Infektion ein, andererseits werden die Keime durch humorale Faktoren wie das Komplementsystem 

lysiert. Hierbei wird eine Proteinkaskade aktiviert, die sowohl zur Bildung eines 

Membranangriffskomplexes als auch zur Opsonierung für phagozytierende Zellen führt.  Die Effekte 

der unspezifischen Immunabwehr garantieren somit eine sehr schnelle, dafür jedoch stereotyp 

festgelegte Reaktion auf Zellen oder Organismen, die vom Körper als „fremd“ erkannt werden. [1, 3, 

4] 

Das spezifische Immunsystem, über das Wirbeltiere zusätzlich zu ihrem angeborenen Immunsystem 

verfügen, kann als Verstärkung oder Ergänzung zu den Reaktionen des unspezifischen Immunsystems 

gesehen werden: Es kompensiert die mangelnde Selektivität der unspezifischen Immunantwort. Diese 

Selektivität wird im spezifischen Immunsystem hauptsächlich zellulär entwickelt: 

Antigenpräsentierende Zellen, T-Lymphozyten und B-Zellen interagieren eng und führen dazu, dass die 

spezifische Immunantwort im Wesentlichen auf zwei Wegen zum Tragen kommt. Einerseits auf 

humoralem Wege, durch von B-Zellen produzierte, hochspezifische Antikörper, andererseits durch 

direkte Interaktion der T-Zellen. Durch die Entwicklung von sogenannten Gedächtniszellen ist das 
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Immunsystem weiterhin in der Lage, bei erneuter Konfrontation mit einem Pathogen deutlich schneller 

die spezifische Immunantwort zu initiieren. [1, 5, 6] 

Durch die Interaktion von unspezifischem und spezifischem Immunsystem ist der menschliche Körper 

in der Lage, eine große Bandbreite an immunologischen Bedrohungen erfolgreich zu eliminieren. Das 

Zusammenspiel der einzelnen Zellen, Gewebe und Moleküle ist hochkomplex und bedarf einer ebenso 

komplexen Regulation, um stets die enge Balance zwischen Immuntoleranz und Autoimmunität zu 

wahren. [1, 5-7] 

 

1.1.1 T-Zellen  
 

T-Zellen spielen in der Immunabwehr sowie in der Pathogenese von chronischer Inflammation eine 

zentrale Rolle und stellen daher auch einen wichtigen therapeutischen Ansatzpunkt in der Behandlung 

von Autoimmunerkrankungen wie der RA dar. [8-10] 

Als zentrale Toleranz bezeichnet man die Selektion der T-Zellen, die als unreife Vorstufen einer Reifung 

in Knochenmark und Thymus (daher auch die Bezeichnung als T-Zellen) unterliegen, wo ein Großteil 

der autoreaktiven T-Zellen erfolgreich eliminiert werden kann (Negativselektion).  

Erst im Anschluss werden die Zellen ins periphere Blut ausgeschwemmt, wo sie hauptsächlich in der 

Blutbahn und dem Lymphsystem zirkulieren.  

Während CD8+-T-Zellen, sogenannte T-Killerzellen, Antigene, die an MHC I gekoppelt sind, erkennen 

und anschließend direkt zytotoxisch wirken, sind für die Pathogenese der RA vor allem die CD4+-T-

Helferzellen entscheidend, deren Wirkung zytokinvermittelt abläuft.   

Für die Aktivierung einer T-Helferzelle sind in der sogenannten Immunologischen Synapse generell 

zwei getrennte molekulare Signale notwendig: Die MHC II-gekoppelte Präsentation von Antigenen an 

den T-Zell-Rezeptor löst erst in Kombination mit einem zweiten Signal durch die Stimulation des CD28-

Oberflächenmoleküls durch CD80/86 auf antigenpräsentierenden Zellen eine Aktivierung der T-Zellen 

aus. [11] Die Intensität der jeweiligen Molekülinteraktionen sowie die Stimulation durch Zytokine 

führen zur Differenzierung und klonalen Expansion der aktivierten, naiven T-Zelle in eine spezifische 

Effektor-T-Zell-Linie, die sich anhand des differenzierten Zytokinproduktionspatterns unterscheiden 

lassen. [12-15] 

 

1.1.2 Regulatorische T-Zellen 
 

Bereits in den 1970er Jahren wurde die These entwickelt, wonach neben den bekannten T-

Effektorzellen auch bestimmte Zellreihen existieren sollten, die Immunreaktionen verhindern oder 

abmildern [16]. Diese wurden entsprechend ihrer vermuteten Funktion als T-Suppressorzellen 

bezeichnet [17]. Es wurden vielfältige Versuche unternommen, diese T-Suppressorzellen näher zu 

charakterisieren, allerdings gelang die klare, phänotypische oder genetische Beschreibung einer 

konkreten Zelllinie lange Zeit nicht, da v. a. keine Oberflächenantigene identifiziert werden konnten, 

die eine Abgrenzung dieser Suppressorzellen zuverlässig ermöglicht hätte.  

Shimon Sakaguchi ist als wichtige Schlüsselfigur in der Erforschung der regulatorischen T-Zellen 

anzusehen [18]. Unter seiner Leitung konnte im Maus- und Rattenmodell gezeigt werden, dass eine 

subtotale Depletion der T-Zellen nicht – wie zunächst vermutet – der Entwicklung von 
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Autoimmunerkrankungen entgegenwirkt, sondern diese teilweise erst generiert [16, 19]. Daraus 

wurde die Folgerung abgeleitet, dass neben autoreaktiven T-Zellen auch die bereits zuvor vermuteten 

T-Zellen existieren mussten, die das autoreaktive Potential der restlichen T-Zellen begrenzen [20]. Da 

diese Zellen ihre Funktion durch diverse Mechanismen [21, 22] realisieren, beispielsweise über 

Zytokine wie TGF-β oder IL-10 [23-25], direkte interzelluläre Interaktionen wie Fas/FasL-Signale [26], 

Verhinderung klonaler Expansion beziehungsweise Schaffung von anergen Zellen [27, 28], wurde die 

Nomenklatur als T-Suppressorzellen verlassen. Stattdessen etablierte sich der Begriff der 

regulatorischen T-Zellen (Tregs), der die modulierende Funktion der Zellen besser charakterisiert. 

Regulatorische T-Zellen unterdrücken nicht lediglich stereotyp Immunreaktionen, sondern steuern 

durch verschiedenste Interaktionen die Immunantwort vielmehr sehr präzise und unterliegen selbst 

diversen hochkomplexen Regulationsmechanismen [29, 30].  

Elementar für die Erforschung der Tregs war es, die zu untersuchende Zellpopulation morphologisch 

von anderen T-Zellen zu isolieren und abgrenzen zu können. Dies gelang schließlich erstmals suffizient 

durch die Identifikation von CD25 (synonym IL2Rα aufgrund der Bindung von IL2), einem GEF (Guanine 

nucleotide exchange Factor) als Oberflächenmarker [31]. Bei Transfer von CD25-depletierten T-Zellen 

in athymische Mäuse entwickelten diese serologisch wie klinisch diverse Autoimmunkrankheiten, 

beispielsweise Thyreoiditis, Gastritis oder Arthritis. Durch Transfer der CD25+-Zellen konnte die 

Selbsttoleranz wiederhergestellt werden, was die zentrale Rolle der CD25+-Zellen für die Hemmung 

der T-Zell-Aktivierung im Sinne peripherer Immuntoleranz verdeutlicht. [19, 32]  

Das CD25-Molekül allein erlaubt jedoch für sich genommen noch keine definitive Zuordnung der 

untersuchten Zellen zur Treg-Population, da eine Hochregulierung des CD25-Markers auch auf 

aktivierten T-Zellen gezeigt wurde, ebenso wie auch nicht alle Zellen mit regulatorischer Funktion CD25 

exprimieren [33-36]. Dies machte die Identifikation eines weiteren, spezifischen Markers notwendig, 

der eine eindeutige Zuordnung der untersuchten Zellen als Treg leisten konnte. Als solcher wurde der 

Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3 (Foxp3, synonym Scurfin) identifiziert, der die 

Entwicklung der Treg-Zellen zentral reguliert, indem er die Expression von Proteinen ermöglicht, die 

zur Differenzierung zu Tregs nötig sind. In der Folge konnte auch gezeigt werden, dass genetische 

Polymorphismen von Foxp3 häufig mit autoimmunen Krankheiten vergesellschaftet sind. [37-47] 

Aufgrund der methodisch anspruchsvolleren Bestimmung des intrazellulären Foxp3 wird jedoch nach 

wie vor häufig experimentell der einfacher bestimmbare CD25-Oberflächenmarker herangezogen.  

Verglichen mit gesunden Probanden zeigen Patienten mit Autoimmunerkrankungen für Tregs sowohl 

vergleichbare Absolutzahlen als auch im prozentualen Verhältnis zu anderen Zellpopulationen 

vergleichbare Häufigkeiten im peripheren Blut [48-50]. Dem entgegen steht jedoch die Beobachtung, 

dass Tregs in entzündeten Geweben sogar in höherer Anzahl anzutreffen sind [51], was als Indiz für 

eine ausreichende Anzahl, jedoch reduzierte Funktion der regulatorischen Zellen gedeutet wird. Die 

Tatsache, dass in RA eine solche eingeschränkte Funktion der Tregs nachgewiesen wurde, die durch 

TNF-α-Antagonisten wiederhergestellt werden konnte, zeigt außerdem sowohl die generelle Relevanz 

der Tregs in der Pathogenese der RA, andererseits aber darüber hinaus auch das therapeutische 

Potential in deren Erforschung. [50, 52, 53] 
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1.2 Posttranskriptionelle Modifikation der Proteinexpression durch microRNAs auf 

Tregs 

1.2.1 microRNAs 
 

MicroRNAs (synonym miRNA sowie miR) sind kurze, nichtcodierende RNAs mit einer Länge von 

durchschnittlich 22 Nucleotiden, die sowohl in Pflanzen als auch unterschiedlichsten Tierarten und 

dem Menschen evolutionär stark konserviert anzutreffen sind. Seit ihrer späten Entdeckung in den 

1990er Jahren stehen sie zunehmend im Fokus aktueller Forschung, da sie an komplexen 

Steuerungsvorgängen in Differenzierung und Regulation verschiedenster Zellen und Gewebe beteiligt 

sind, indem sie spezifisch die Translation von mRNAs hemmen oder zu deren Spaltung führen und so 

eine entscheidende Rolle in der Feinregulation zellulärer Vorgänge spielen. [54, 55] Die Tatsache, dass 

Mäuse, bei denen das Dicer-Gen unterbrochen wurde, nicht lebensfähig sind, zeigt die Bedeutung der 

RNA-Regulation deutlich [56]. Es verwundert daher auch nicht, dass miRs bereits mehrfach als wichtige 

Modulatoren von Immunzellen und Tregs identifiziert werden konnten [57-59]. Die Tatsache, dass die 

Ablation von nur einem der beiden Enzyme Dicer oder Drosha, die an der miR-Prozessierung beteiligt 

sind, zu schwerer Autoimmunität führt, zeigt weiterhin, dass miRs für die Immuntoleranz von 

entscheidender Bedeutung sind [60]. Auch die Beeinflussung der Treg-Funktion durch RNA- 

Oligonukleotide ist bekannt [61]. Es konnte darüber hinaus auch nachgewiesen werden, dass miRs am 

Pathomechanismus von Autoimmunerkrankungen, auch der RA, beteiligt sind. [62-64] 

Die Biogenese von miRs erfolgt durch Synthetisierung eines primären Transkripts, der polyadenylierten 

und gecappten pri-miR durch die RNA-Polymerasen II (und III). Die pri-miR wird durch anschließende 

Spaltung von der Endonuklease Drosha III zur pre-miR prozessiert und dann durch Ran-GTP und Export- 

Receptor Exportin-5 aus dem Nucleus transportiert. Die charakteristische Spaltung der pre-miR durch 

Drosha führt zur folgenden Weiterprocessierung durch die Endonuklease Dicer. Der bis hier 

doppelsträngige RNA-Strang wird nun von einer Helicase in die reife miR sowie die komplementäre 

miR* aufgetrennt. Während die miR* schnell abgebaut wird, gelangt die miR zum RNA-induced 

silencing complex (RISC), einem Ribonukleoproteinkomplex mit Argonautenprotein (Ago), durch den 

die miR biologisch aktiv wird. Durch den RISC erfolgt die Bindung der miRNA an 3´UTR (untranslated 

region) der komplementären mRNA, was zu deren Spaltung durch Endonukleasen oder alternativ zur 

translationalen Repression führt. [65]  

Über diese biologischen Funktionen hinaus werden weitere regulatorische Aufgaben der miR, etwa auf 

DNA-Ebene, diskutiert. [65-68] 
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Abbildung 1: Biogenese von microRNAs [69] 

 

 

1.2.2 GARP 
 

Für einzelne miRs konnten spezifische immunmodulatorische Effekte nachgewiesen werden, 

beispielsweise wurde für die miR-142-3p gezeigt, dass sie die Expression von GARP über 

posttranskriptionelle Regulation verändern kann [55, 70]. 

Das GARP (Glycoprotein A repetitions predominant, LRRC32, leucine-rich repeat-containing Protein 

32) ist ein transmembranöses Glycoprotein, welches auf aktivierten regulatorischen T-Zellen, nicht 

jedoch auf den übrigen T-Zellen, exprimiert wird [71].  

Da es darüber hinaus über Foxp3 zentral mit dem Aktivierungsgrad und der spezifischen Funktion der 

Tregs korreliert [72, 73], wird es als Oberflächen- und Aktivierungsmarker für regulatorische T-Zellen 

herangezogen [71, 74, 75]. Die biologische Funktion von GARP ist noch nicht gänzlich verstanden und 

daher Gegenstand derzeitiger Forschung. Bekannt ist jedoch, dass GARP an der Treg-Aktivierung 

beteiligt ist. Weiterhin spielt GARP bekanntermaßen eine wichtige Rolle für die immunsuppressive 

Funktion der Tregs [76]: Es ist nachweislich in der Lage, latentes TGF-β1 auf der Zelloberfläche zu 

binden, ist an der Freisetzung von TGF-β beteiligt und interagiert mit Foxp3 im Sinne eines negativen 

Feedbackloops [70, 72-75, 77-83].    
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1.3 Die Rheumatoide Arthritis 
 

„Was man nicht erklären kann, sieht man gern als Rheuma an“ [84], so wurde in der Vergangenheit 

häufig spöttisch über die Pathogenese von Krankheiten des rheumatischen Formenkreises 

berichtet. Die klinische Präsentation der Rheumatoiden Arthritis in ihrer heutigen Form existierte 

höchstwahrscheinlich bereits über die griechische Antike hinaus, wie historische Skelettfunde 

sowie Schriftquellen, u.a. aus der Schule von Sokrates, bestätigen [85-88]. Das oben genannte Zitat 

konnte dennoch erst durch die intensive Forschung der vergangenen Jahrzehnte und den damit 

einhergehenden Erkenntnisgewinn im Bereich der Biochemie und molekularen Medizin in weiten 

Teilen revidiert werden. 

 

 

Abbildung 2: Die Rheumatoide Arthritis fand, mutmaßlich aufgrund der hohen Prävalenz und charakteristischen klinischen 
Präsentation, auch Einzug in die Kunst. In Peter Paul Rubens "Die drei Grazien" (entstanden 1630-1635) sind 
Krankheitscharakteristika abgebildet, die bis heute als pathognomonisch für die Rheumatoide Arthritis gelten (Hand der 
Grazie links im Bild): Die Ulnardeviation des Handgelenks, Schwellungen in Form von „Rheumaknoten“ an MCP- und PIP-
Gelenken und die sog. „Knopflochdeformität“. [89]  

Viele Grundlagen rheumatischer Erkrankungen gelten mittlerweile als bekannt und sind detailliert 

erforscht worden. Etliche Fragestellungen lassen sich jedoch auch mit dem derzeitigen Kenntnisstand 

nach wie vor nicht zufriedenstellend beantworten. Um chronische Inflammation und 

Autoimmunologie daher weiter zu erforschen, wurde für diese Dissertation exemplarisch die RA als 

häufige, prominente und prototypische Vertreterin der Krankheiten des rheumatischen Formenkreises 

ausgewählt.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Fragestellung einer möglicherweise veränderten Expression 

von microRNAs (miR) und GARP-Protein auf regulatorischen T-Zellen (Tregs) in chronischer 

Inflammation am Beispiel der Rheumatoiden Arthritis zu erforschen. Außerdem wurde die miR im 

Serum der Patienten untersucht, um auch im Serum eine möglicherweise veränderte Expression 

nachzuweisen.  
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1.3.1 Epidemiologie 
 

Die RA stellt mit einer weltweit vergleichbaren Prävalenz zwischen 0,5 % und 2 % der Bevölkerung eine 

häufige Erkrankung des rheumatischen Formenkreises dar, wobei Frauen etwa doppelt so häufig 

betroffen sind wie Männer. Es existiert darüber hinaus ein schwaches Nord-Süd-Gefälle in der 

Erkrankungshäufigkeit. [69, 90-93]  

Durch moderne Behandlungsoptionen konnte in den letzten Jahren die Invalidität und die 

resultierende Anzahl der Frühberentungen gesenkt werden, jedoch ergeben sich gerade auch durch 

neue Therapien durchschnittliche jährliche Behandlungskosten von mehreren Tausend Euro pro 

Patient, was bei der gegebenen Prävalenz in der Bevölkerung die sozioökonomische Bedeutung der 

Erkrankung veranschaulicht [94]. Während die Gesamtkosten für RA in den zwei vergangenen 

Jahrzehnten auf vergleichbarem Niveau stagnierten, war eine deutliche Verschiebung der 

Kostenschwerpunkte zu beobachten: Insbesondere aufgrund der Nutzung von Biologicals (z.B. anti-

TNF-α-Antikörpertherapie) in Kombination mit DMARD (disease-modifying antirheumatic drugs, v.a. 

Methotrexat) kam es zu einem Rückgang der Kosten von Arbeitsausfall, Invalidität und Hospitalisation, 

wogegen die Kosten der medikamentösen Therapie nun einen größeren Anteil an den Gesamtkosten 

einnehmen [95].  

Eine familiäre Häufung der Erkrankungen konnte bereits früh empirisch nachgewiesen werden, 

allerdings ließen sich die zugrundeliegenden genetischen oder molekularen Mechanismen bis dato 

nicht abschließend aufklären. Obwohl der pathophysiologische Zusammenhang bisher noch nicht 

hergestellt werden konnte, gibt es Hinweise, dass genetische Faktoren im Bereich der Major 

Histocompatibility Complex II/ Human Leukozyte Antigen (MHC II/HLA) Antigene (insbesondere HLA-

DRB1 und DR4) [96] Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit, an Rheumatoider Arthritis zu erkranken, 

nehmen [97, 98]. Darüber hinaus wurde bereits eine Korrelation zwischen RA-spezifischen Biomarkern 

und Polymorphismen in Genen für bestimmte immunmodulatorische Moleküle nachgewiesen [99].     

 

1.3.2 Klinik, Diagnostik und Klassifikation 
 

Die RA ist eine chronisch-entzündliche Systemerkrankung [100]. Obwohl einige, sehr charakteristische, 

klinische Manifestationen, wie die schmerzhafte Schwellung der Metacarpophalangeal- (MCP) und 

Proximalen Interphalangealgelenke (PIP) allgemein bekannt sind und als pathognomonisch für das 

Vollbild der RA gelten, gestaltet sich die Diagnose, insbesondere zu Beginn der Erkrankung, teils 

schwierig und ermöglicht nicht immer schon bei der ersten ärztlichen Konsultation der Patienten 

bereits die eindeutige Diagnose. Nichtsdestotrotz müssen Anamnese und eine gründliche körperliche 

Untersuchung immer die Basis der Diagnosefindung bilden. [101] 
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Abbildung 3: Klinische Präsentation der Hand einer 70-jährigen RA-Patientin. Bereits bei der Inspektion imponiert eine milde 
Ulnardeviation des Handgelenks, sowie „Rheumaknoten“. Dominierend ist der Befall der PIP- und MCP-Gelenke. Das 
Befallsmuster ist pathognomonisch, nachdem die DIP-Gelenke nicht affektiert sind [102].   

 

Da gerade eine frühzeitige korrekte Diagnose und Therapie für die Patienten prognosebestimmend 

sind, liegt ein immer stärkeres Augenmerk auf der Frühdiagnostik der RA. Die 1987 beschriebenen 

Diagnosekriterien der American Rheumatism Association (ARA)/American College of Rheumatology 

(ACR) [103] wurden daher 2010 von den neuen Klassifikationskriterien der Kooperationsinitiative von 

ACR und EULAR [104, 105] (European League Against Rheumatism) abgelöst. Diese neuen Kriterien 

wurden in einem dreistufigen Konzept erarbeitet: Ausgehend von Patientenkohorten wurde zunächst 

versucht, Kriterien abzuleiten, aufgrund derer erfahrene Kliniker die Diagnose einer RA stellen 

konnten, um daraufhin eine Methotrexat-Behandlung einzuleiten [106]. Anschließend wurde nach 

Konsensfindung die Entwicklung eines Scoring-Systems vorangetrieben, um Patienten, die für die 

Entwicklung schwerer und insbesondere erosiver Verläufe prädisponiert sind, frühzeitig zu 

identifizieren [104].  

Die neuen Diagnosekriterien der RA finden Anwendung auf Patienten, die sich mit neu aufgetretener 

Synovitis, also der schmerzhaften Schwellung mindestens eines Gelenks, vorstellen und dabei keine 

wahrscheinlichere Erklärung für die Symptomatik bieten. Es wird so der oben bereits erwähnte Score 

berechnet, der sich aus den Einzelpunktwerten aus vier Kategorien zusammensetzt: Der Anzahl 

betroffener Gelenke, serologischer Marker, der Akute-Phase-Reaktion sowie der Symptomdauer des 

Patienten. Wird ein Gesamtscore von 6 oder mehr der maximal 10 Punkte erreicht, so kann die 

Diagnose der RA-Arthritis gestellt werden [105]. Tabelle 1 zeigt die Klassifikationskriterien aus den 

Jahren 1987 und 2010 im direkten Vergleich:  
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ARA/ACR 1987 [103] 

1. Morgensteifigkeit: 
- mindestens eine Stunde 
- länger als sechs Wochen bestehend 

2. Arthritis in drei oder mehr Gelenkregionen: 
- MCP, PIP, MTP, Hand-, Ellbogen-, Knie-, Sprunggelenk  
- länger als sechs Wochen bestehend 

3. Arthritis an Hand- oder Fingergelenken  
- Befall mindestens eines Handgelenks, MCP oder PIP 
- länger als sechs Wochen bestehend 

4. Symmetrische Arthritis  
- gleichzeitig bestehend, beidseitig gleiche Gelenkregion 
- länger als sechs Wochen bestehend 

5. Rheumaknoten  
(subkutane Knoten über Knochenvorsprüngen/ gelenknahen Streckseiten) 

6. Rheumafaktornachweis (Methode mit < 5 % positivem Nachweis in gesunder Kontrollgruppe)  

7. Radiologische Veränderungen (gelenknahe Osteopenie/Erosionen) 

Mindestens 4 von 7 Kriterien  

 

ACR/EULAR 2010 [105]  

A. Gelenkbeteiligung 
- 1 großes Gelenk  
- 2-10 große Gelenke  
- 1-3 kleine Gelenke (unabhängig von großen Gelenken)  
- 4-10 kleine Gelenke (unabhängig von großen Gelenken)  
- > 10 Gelenke mit mindestens einem kleinen Gelenk  

 

0 
1 
2 
3 
5 

B. Serologie 
- Negativer RF UND negative ACPA  
- Niedrig positiver RF oder niedrig positive ACPA  
- Hoch positiver RF oder hoch positive ACPA  

 

0 
2 
3 

C. Akute-Phase-Reaktion  
- Normales CRP UND normale ESR  
- Abnormales CRP oder abnormale ESR  

 

0 
1 

D. Dauer der Symptome 
- < 6 Wochen  
- ≥ 6 Wochen 1 

 

0 
1 

mindestens 6/10 Punkten   

keine wahrscheinlichere Erklärung für Synovitis (Ausschlussdiagnose)  

mindestens ein Gelenk weist klinisch Synovitis auf  
Tabelle 1: Vergleich der ARA/ACR Klassifikationskriterien aus dem Jahr 1987 und den aktuell gültigen Klassifikationskriterien 
der ACR/EULAR Kooperation 2010 

Bereits aus den Diagnosekriterien wird daher klar, dass die RA nicht als reine Gelenkerkrankung 

verstanden werden darf, sondern immer als generalisierte chronisch-entzündliche Krankheit 

betrachtet werden muss. Diese entfaltet ihre Hauptmanifestation in der Synovia, was im 

Krankheitsverlauf zu einer progressiven, zellgetragenen Gelenkzerstörung führt. Dieses 

Krankheitsverständnis bildet die Grundlage der heutigen Diagnostik sowie die Grundvoraussetzung der 

vorliegenden Arbeit, da alle Experimente an Blutproben durchgeführt wurden anstatt an 

Synovialgewebe mit der damit verbundenen erheblich invasiveren Probengewinnung. [100] 
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1.3.3 Prognose 
 

Die Prognose der RA allgemein zu umreißen ist kaum möglich. Sowohl das Patientengut als auch die 

Schwere der Erkrankung bei Diagnosestellung weisen deutliche interindividuelle Unterschiede auf. 

Gemeinsam ist allen Erkrankten jedoch, dass die Patienten unbehandelt aufgrund der chronischen 

Synovitis im Krankheitsverlauf schwere Gelenksdeformitäten entwickeln, die bis zum kompletten 

Funktionsverlust der Gelenke und damit einhergehender Invalidität führen. [107] 

Entscheidend für das Verständnis der RA ist jedoch, die RA als systemisch-inflammatorische 

Erkrankung anzusehen und nicht als lokale Gelenkerkrankung zu begreifen, was anhand einiger 

Komorbiditäten deutlich wird: Im Vergleich zur Normalbevölkerung haben Patienten mit RA eine um 

mindestens 50 % höhere Mortalität [108-110]. Man führt dies auf vermehrte kardiovaskuläre 

Ereignisse [110], insbesondere Herzinfarkte oder Schlaganfälle, aber auch Herzklappenveränderungen 

oder Rhythmusstörungen, zurück. Der Grund hierfür wird in der Summation allgemeiner sowie RA-

spezifischer kardiovaskulärer Risikofaktoren gesehen, deren Zusammenwirken vielfältig sein dürfte 

und noch nicht gänzlich geklärt ist. Neben verminderter endothelialer Regeneration wird 

beispielsweise auch eine Redoximbalance im Zuge der generalisierten Inflammation für die relative 

Risikosteigerung verantwortlich gemacht. [108, 109, 111] Verantwortlich könnten hier im 

systemischen Kontext ähnliche Mechanismen sein, die lokal auch zur Synovitis und Gelenkdestruktion 

führen: Aus einer Mischung aus Prädisposition, genetischen Faktoren, Umwelteinflüssen und noch 

unbekannten Einflüssen entsteht ein inflammatorisches Milieu aus Enzymen, Chemokinen und 

Zytokinen, die schließlich über die Ausschüttung von TNF-α und Interleukinen die Aktivierung von T-

Zellen, sowie in geringerem Umfang auch von B-Zellen, initiieren und so eine systemische Inflammation 

generieren.  

Sowohl für die Morbidität als auch die Mortalität der Patienten gilt heute jedoch, dass sich ein früher 

Therapiebeginn mit DMARD oder TNF-α-Antagonisten prognoseverbessernd auf den Verlauf der 

Erkrankung auswirkt  [112, 113].  

Doch nicht nur kardiovaskuläre Komorbiditäten werden bei RA beobachtet, die Patienten leiden 

beispielsweise unter anderem auch in bis zu 42 % der Fälle an einer Depression [114]. Neben RA-

unabhängigen Faktoren wie dem Geschlecht oder sozioökonomischem Status der Patienten konnten 

auch krankheitsspezifische Charakteristika wie Schmerzintensität, der funktionelle Status oder 

Remission mit dem Auftreten und Schweregrad der Depressionen korreliert werden [114]. Auch die 

Tatsache, dass es sich bei RA zum aktuellen Zeitpunkt zwar um eine effektiv behandelbare, jedoch 

faktisch nicht heilbare Erkrankung handelt, trägt zur psychischen Belastung der Patienten bei.  

Ob die Entstehung psychischer Komorbiditäten ebenfalls kausal auf die generalisierte 

Inflammationsreaktion der RA zurückzuführen ist, ist bisher noch nicht geklärt. Der hohe Leidensdruck 

der Patienten zeigt jedoch umso mehr die Notwendigkeit einer möglichst frühen Diagnose und 

adäquaten Therapie, um Morbidität, Mortalität und Komorbiditäten der RA effektiv zu senken.  
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1.4 Fragestellung 

1.4.1 Fragestellung und Zielsetzung 
 

Die Pathogenese von chronischer Inflammation und Autoimmunerkrankungen wie der RA ist komplex 

und noch nicht in allen Details zufriedenstellend geklärt. Ziel dieser Dissertation war es daher, 

bezüglich dreier Fragestellungen einen Beitrag zum besseren Verständnis von Inflammation am 

Beispiel der Krankheit RA zu leisten sowie potenzielle diagnostische oder therapeutische Targets zu 

identifizieren.  

 

Hypothese 1: Patienten mit RA zeigen im Vergleich zur gesunden Bevölkerung eine veränderte 

Expression von miRs in T-Zellen.  

Die Beteiligung von miRs als Modulatoren der Feinregulierung von Immunzellen, insbesondere auch in 

Tregs, konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden [55, 57, 60]. In diesem Zusammenhang wurden 

bei Patienten mit chronischer Inflammation durch Autoimmunerkrankungen mehrere miRs in T-Zellen 

beschrieben, die im Vergleich zu gesunden Populationen aberrante Expression aufweisen [69, 115-

121]. MiRs können die Expression von Proteinen, z.B. GARP, posttranskriptionell beeinflussen [70]. 

Immunzellen sind auf eine balancierte Expression von Transkriptionsfaktoren und miRs angewiesen, 

um ihre Reifung durchlaufen zu können und dadurch normale Funktion zu erlangen [122]. Ein 

plausibler Erklärungsansatz für die Fehlregulation von Immunzellen im Rahmen autoimmuner 

Erkrankungen ist daher, dass wichtige Oberflächen- und Signalproteine sowie Rezeptoren aufgrund 

eines krankheitsbedingt fehlregulierten miR-Expressionsmusters in der Folge ebenfalls fehlreguliert 

werden. MiRs dürften so eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Erkrankungen spielen. In 

der vorliegenden Arbeit wurde daher die Expression der miR-142-3p, miR-146a, miR-155 und miR-223 

in CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-T-Zellen untersucht, nachdem diese miRs in der wissenschaftlichen 

Literatur bereits mehrfach, insbesondere in T-Zellen, im Zusammenhang mit chronischer Inflammation 

und autoimmunen Erkrankungen beschrieben wurden [70, 117, 123-136]. In dieser Arbeit wurde die 

Expression von miRs bei RA-Patienten mit einer gesunden Kontrollgruppe verglichen.  

Hypothese 2: Patienten mit RA zeigen im Vergleich zur gesunden Bevölkerung eine veränderte 

Expression von Serum-miRs (miRs im Serum).  

Wie bereits unter Hypothese 1 angeführt, sind miRs wichtige Modulatoren in der Immunregulation. 

Die intrazelluläre Bestimmung von miRs ist jedoch technisch aufwändig und daher kostenintensiv. 

Auch extrazellulär sind miRs in Serum und Plasma nachweisbar [137]. Im Falle eines veränderten 

Expressionsmusters von miRs im Serum von RA-Patienten wäre daher aufgrund der einfachen 

Probengewinnung gegebenenfalls die diagnostische Anwendung der Serum-miR-Bestimmung 

denkbar. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Expression der miR-142-3p, miR-146a, miR-155 

sowie miR-223 im Serum von RA-Patienten und gesunden Kontrollen untersucht.  

Hypothese 3: Patienten mit RA zeigen im Vergleich zur gesunden Bevölkerung eine veränderte 

Expression von GARP als Aktivitätsmarker auf Tregs.   

Es ist bekannt, dass das GARP einen Aktivierungsmarker auf Tregs darstellt [71, 74, 75]. Dass Tregs 

trotz der chronischen Immunaktivierung bei RA-Patienten in normaler Frequenz und normalen 

Absolutzahlen nachgewiesen werden konnten [48-50], spricht für eine funktionelle Insuffizienz der 

Tregs. Um diesen Zusammenhang zu untersuchen, wurde die Expression von GARP als 

Aktivierungsmarker der Tregs auf CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-T-Zellen gemessen. Hierbei wurden 

Zellen von RA-Patienten und einer gesunden Vergleichspopulation verglichen.  
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1.4.2 Versuchsaufbau 
 

Um die drei beschriebenen Hypothesen zur Expression der untersuchten miRs in den Zellen, im Serum 

sowie der GARP-Expression auf den Zellen zu testen, wurde an Versuchstag 0 (d0) sowohl gesunden 

Probanden (HC) als auch Patienten mit neu diagnostizierter und unbehandelter RA Vollblut sowie 

Serum entnommen.  

Aus der Serumprobe wurden miRs direkt isoliert und quantifiziert.  

Aus dem Vollblutmaterial wurden durch Zellisolation CD4+-, CD25- CD4+- sowie CD25+ CD4+-Zellen 

extrahiert. Diese Zellpopulationen wurden im Anschluss über insgesamt 48 h in Zellkultur stimuliert, 

um ein inflammatorisches Milieu zu simulieren und damit Aussagen zum funktionellen Verhalten der 

Zellen treffen zu können.  

Bei Versuchsbeginn (d0), nach 24 h (d1) sowie nach 48 h (d2) Stimulation wurden Zellproben asserviert. 

Diese Proben wurden jeweils auf die Expression von GARP mit Hilfe einer FACS-Untersuchung 

analysiert. Darüber hinaus wurde aus CD25- CD4+- und CD25+ CD4+-Zellen jeweils miR isoliert und 

quantifiziert. 

 

 

Abbildung 4: Versuchsaufbau 

Abbildung 4 gibt den Versuchsaufbau grafisch wieder, Details zu den verwendeten Methoden sind 

dem nachfolgenden Material- und Methodenteil zu entnehmen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Reagenzien 
 

1 kbp GeneRuler DNA ladder    Fermentas/ThermoFisher, USA 
100 bp GeneRuler DNA ladder    Fermentas/ThermoFisher, USA 
Agarose      Merck, Deutschland 
AMV Reverse Transkriptase    Promega, USA 
Ampicillin      Life Technologies, USA 
BSA        Merck, Deutschland 
β-Mercaptoethanol     Sigma-Aldrich, USA 
Chloroform       Merck, Deutschland 
CD4, Human-T Zell Isolationskit II   Miltenyi Biotech, Deutschland 
CD25, Human, MicroBeads II    Miltenyi Biotech, Deutschland 
dNTP 100 mM      Life Technologies, USA 
dNTP Mix 10 mM     Life Technologies, USA 
EDTA        Sigma-Aldrich, USA 
Essigsäure      Merck, Deutschland 
Ethanol       Merck, Deutschland 
FCS        Life Technologies, USA 
Ficoll       Biotest, Deutschland 
HCl (37 %)      Merck, Deutschland 
Heparin-Na      Ratiopharm, Deutschland 
human T-activator CD3/CD28 Dynabeads  Life Techologies, USA 
IL-2 (rekombinant)     Chiron, USA 
Isopropanol      Merck, Deutschland 
L-Glutamine      Life Technologies, USA 
Methanol       Sigma-Aldrich, USA 
NH4Cl       Sigma-Aldrich, USA 
NHS        Rheumaforschungslabor KUM, Deutschland 
Oligo-dT12-18      GE Healthcare, England  
PBS-Puffer      Life Technologies, USA  
Penicillin G/Streptomycin    Life Technologies, USA 
RPMI 1640      Life Technologies, USA  
SDS       Merck, Deutschland 
SRBC        Fiebig-Nährstofftechnik, Deutschland 
SYBR safe DNA gel stain (10000x)   Life Technologies, USA 
TaqMan universal PCR master mix 2x   Life Technologies, USA 
TRIS       Merck, Deutschland 
Oligo dT12-18      GE Healthcare, England 
 
 

2.2 KITs 
 

miRNeasy Serum/Plasma Kit    Qiagen, Deutschland 
AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit   Agilent Technologies, USA 
TaqMan Gene Expression Assay    Life Technologies, USA 
TaqMan MicoRNA Assay    Life Technologies, USA 
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2.3 Medien und Pufferlösungen 
 

0,5 M EDTA   46,52 g EDTA 
    + Titration auf pH = 8 mit NaOH 
    In 250 ml dest. H2O  
     (Lagerung: Raumtemperatur) 
 
1x NH4Cl   Verdünnung 1 : 10 der Stammlösung (10x NH4Cl) 
     (Lagerung: 4 °C) 
 
10x NH4Cl   41,45 g NH4Cl 
    + 5 g KHCO3 

    + 1 ml 0,5 M EDTA Lsg. 
    In 500 ml dest. H2O 
     (Lagerung: 4 °C) 
 
10 % NaN3   5 g NaN3 
    In 50 ml dest. H2O 
     (Lagerung: 4 °C) 
 
50x TAE (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer) 
    50 ml 0,5 M EDTA 
    + 28,6 ml Essigsäure 
    + 121 g TRIS-Base 
    In 500 ml dest. H2O 
 
FACS-Puffer   490 ml PBS 
    + 10 ml FCS 
    + 0,5 ml 10 % NaN3 
     (Lagerung: 4 °C) 
 
MACS-Puffer   500 ml PBS 

+ 2,5 g BSA 
+ 2 ml 0,5M EDTA 

     (Lagerung: 4 °C) 
 
RPMI-P/S-L-Gln   RPMI 1640  

+ 10 Vol % FCS 
+ Penicillin G (50 U/ml) 
+ Streptomycin (50 µg/ml) 
+ L-Glutamin (2 mmol/l) 

(Lagerung: 4 °C) 
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2.4 Antikörper  
 

Sofern nicht gesondert angegeben, wurden monoklonale Antikörper verwendet.  
 
anti-CD3-FITC/CD4-PE DUAL TAG UCHT-1/Q4120  Sigma-Aldrich, USA 
anti-CD4-FITC    UCHT-1   Sigma-Aldrich, USA 
anti-CD25-FITC    MEM-181  Sigma-Aldrich, USA 
anti-CD25-PE    M-A251   PD Pharmingen, USA 
anti-human GARP    7H2   Helmholtz Zentrum München,  

     Deutschland  
Ratten-IgG    polyklonal  Sigma-Aldrich, USA 
Ziege-anti-Ratten-IgG(H+L)-PE  polyklonal  Dianova, Deutschland 
 
 
 

2.5 Geräte 
 

Durchflusszytometer  Cytomics FC500   Beckmann Coulter, USA   
Thermocycler   9800 Fast Thermal Cycler Life Technologies, USA 
Photometer   Eppendorf BioPhotometer Eppendorf, Deutschland 
Real-Time PCR  7500 Fast Real-Time PCR Life Technologies, USA 
UV-Kamera  UVT-28MP transilluminator Herolab, Deutschland 
Zentrifuge  ROTIXA 50 RS   Hettich, Deutschland 
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2.6 Einschluss der Versuchspersonen 
 

Sowohl Patienten (RA) als auch gesunde Probanden (HC) wurden ausführlich über Inhalt, Ziel und 

Durchführung der Studie unterrichtet und willigten schriftlich in Blutabnahme sowie die Teilnahme an 

der Studie ein. Sie wurden auch über die Möglichkeit zum nachträglichen Ausscheiden aus der Studie 

unterrichtet. Für die Studie bestand ein positives Votum (Projekt Nr. 303-06) der Ethikkommission des 

KUM (Universitätsklinikum der Ludwig-Maximilians-Universität München), das vor Beginn der 

experimentellen Versuchsphase eingeholt worden war.  

Der gesamte experimentelle Teil des Promotionsprojektes (inclusive Patientenakquise, aller 

Laborversuche und Analysen) erfolgte im Zeitraum von Februar 2012 bis Juli 2013 im 

Rheumaforschungslabor der Rheumaeinheit des KUM unter Aufsicht von Prof. Dr. med. Schulze-Koops 

und PD Dr. rer. nat. Dr. habil. med. Alla Skapenko.  

Alle Proben sowie die erhobenen Daten wurden pseudonymisiert verarbeitet und ausgewertet.   

Es wurden ausschließlich Patienten der Rheumaeinheit des KUM in die Studie aufgenommen, bei 

denen eine RA neu diagnostiziert wurde (n = 18). 

Einschlusskriterium für die Studie waren die aktuellen ACR/EULAR-Kriterien zur Klassifikation der RA 

aus dem Jahr 2010 [105], wobei Patienten mit einem Punktescore von 6 oder höher in die Studie 

aufgenommen wurden. Darüber hinaus wurden auch Patienten eingeschlossen, bei denen trotz 

niedrigerem Score von erfahrenen klinischen Rheumatologen die Diagnose einer RA gestellt und eine 

Therapie mit Methotrexat initiiert wurde.  

Bereits primär ausgeschlossen wurden Patienten aus der Studie, die zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung schon medikamentöse Dauertherapie erhalten hatten (z.B. hausärztliche 

Dauermedikation mit NSAR, Glucocorticoiden, rheumatologischen Basistherapeutika oder sonstige 

Dauermedikation aufgrund nicht-rheumatischer Indikation). Nicht-regelmäßige Selbstmedikation (z.B. 

mit niedrig dosierten NSAR) wurde toleriert, ebenso Patientinnen mit hormoneller Kontrazeption als 

einziger Dauermedikation.  

Am Ende der Datenerhebung wurden die Patientenakten erneut geprüft und dabei nachträglich 

sämtliche Patienten aus der Studie ausgeschlossen, bei deren Einschluss die ACR/EULAR-Kriterien 

ursprünglich erfüllt gewesen waren, im klinischen Follow-up jedoch eine wahrscheinlichere 

Differentialdiagnose für die Symptome gefunden wurde (n = 7, z.B. bis dahin unentdeckte maligne 

Grunderkrankung). Ebenso wurden hier alle Patienten ausgeschlossen, bei denen sich nachträglich 

zeigte, dass die Einschlusskriterien bei Probenentnahme primär nicht erfüllt worden waren (n = 2, z.B. 

bei Rekrutierung verschwiegene Dauermedikation). 

Außerdem wurden bei der Kontrolle der Patientenakten neben epidemiologischen Parametern auch 

klinische Parameter wie Entzündungsparameter, Erkrankungsdauer oder VAS (visuelle Analogskala zur 

Schmerzbeurteilung) erfasst. Anhand der erhobenen Daten wurde auch der DAS28-Score zur 

Einschätzung der Krankheitsaktivität mit Hilfe eines Onlinetools berechnet [138]. Wurden Laborwerte 

oder Scores mehrfach bestimmt (z.B. Doppelbestimmung des DAS28 mit ESR- und mit CRP-Wert), so 

wurde stets der höhere Punktewert angegeben [139]. 

Adaptiert an das Patientenkollektiv (RA) wurde versucht, eine Kontrollgruppe aus gesunden 

Erwachsenen (HC) zu bilden, die anhand der demographischen Parameter Alter und Geschlecht 

möglichst exakt mit dem Patientenkollektiv gematched wurde (n = 27).  
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2.7 Zellisolation  
 

Die Zellisolation von CD4+-, CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-Zellen wurde in vier Teilschritten realisiert: 

Der Isolation von PMBCs (peripheral blood mononuclear cells), der Rosettierung der T-Lymphozyten, 

anschließender Negativselektion von CD4+- und CD25-- sowie Positivselektion der CD25+-Zellen.  

 

2.7.1 PBMC-Isolation  
 

Den RA-Patienten sowie HC-Spendern wurde Vollblut entnommen, das durch Heparinzusatz 

antikoaguliert wurde. Je 20 ml heparinisiertes Vollblut wurden mit 20 ml PBS-Lösung gemischt, 

anschließend vorsichtig 10 ml Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer als Separationsmedium (Ficoll-

Lösung) unter die Zelllösung geschichtet. Es schloss sich eine Zentrifugation (1300 rpm, 20 min mit 

freiem Auslaufen der Zentrifuge, Raumtemperatur = RT) an, um die natürliche Dichtegraduierung der 

Blutbestandteile zu beschleunigen. Aufgrund der spezifischen Dichte und der hydrophilen 

Eigenschaften des verwendeten Separationsmediums kommt dieses nach der Zentrifugation zwischen 

den Erythrozyten und der PBMC-Fraktion zu liegen und verbessert so die Trennschärfe zwischen den 

Blutbestandteilen. Die PBMC-Fraktion konnte so als dünne Zellschicht über der Ficoll-Lösung im 

Blutplasma isoliert werden. Dieser dünne Leukozytenring wurde möglichst vollständig und vorsichtig 

abpipettiert und auf neue Probenröhrchen übertragen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation 

(1750 rpm, 5 min, RT), Absaugen des Überstandes und Resuspension in 50 ml PBS-Lösung gewaschen. 

Anschließend erfolgte zur späteren Reinheits- und Qualitätskontrolle die Entnahme von 0,2 x 106 

Zellen.  

 

2.7.2 Rosettierung  
 

Die so gewonnenen Zellen wurden im Anschluss in RPMI-P/S-L-Gln-Medium auf eine Konzentration 

von 10 x 106 Zellen/ml resuspendiert. Zu je 8 ml der so gewonnenen Lösung wurden jeweils 4 ml SRBC-

Präparat sowie FCS-Lösung zugegeben und die Mischung anschließend im Wasserbad bei 37 °C über 

10 min unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach Zentrifugation (1040 rpm, 10 min, RT) wurden die 

Proben für 30 min bei 4 °C gelagert. Es folgte die Resuspension der zentrifugierten Zellen sowie eine 

erneute Dichteseparation der Zellen. Hierfür wurde wie oben bereits beschrieben erneut 10 ml Ficoll-

Lösung vorsichtig in die Probe einpipettiert und im Anschluss (1300 rpm, 20 min mit freiem Auslauf der 

Zentrifuge, RT) zentrifugiert.  

Die Ficollschicht wurde vorsichtig abgenommen, nachdem zuvor die Rosetting-negativen Zellen, die 

sich oberhalb dieser Schicht gesammelt hatten, entnommen worden waren. Übrig blieben so 

ausschließlich die Aggregate von Rosetting-positiven Zellen und Schafserythrozyten. Aus diesen 

wurden die Schafserythrozyten durch Lyse mittels hypertoner 1x NH4Cl-Lösung extrahiert. Daraufhin 

wurden die nun aufkonzentrierten, osmotisch resistenteren T-Lymphozyten gewaschen (Vorgehen 

zum Waschen der Zellen, s. o.). Sofern das verbliebene Zellpellet nach der Zentrifugation noch rötlich 

gefärbt war, wurde die hypertone Lyse wiederholt. [140] 
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2.7.3 MACS-Negativselektion der CD4+-Zellen 
 

Für die Selektion der CD4+-Zellen wurde das MACS-Verfahren gemäß Herstellerangaben (Milteniy 

Biotech) angewendet. Hierbei setzt man magnetische Beads ein, die an zellgebundene Antikörper 

binden, so indirekt Aggregate mit den entsprechenden Zellen bilden und diese magnetisch markieren. 

Beim Durchlauf durch spezielle MACS-Separationsröhren in einer starken Magnetleiste werden die an 

Magnetbeads gebundenen Zellen zurückgehalten und so von den restlichen Zellen getrennt.  

Hierfür wurden die Zellen in MACS-Pufferlösung auf eine Konzentration von 0,25 x 106 Zellen/µl 

verdünnt und mit 1 µl/Mio Zellen biotinmarkierten Anikörper-Cocktails inkubiert, welcher während 

10-minütiger Inkubation bei 4 °C an Oberflächenantigene von Nicht-CD4-Zellen bindet. Die 

Ankopplung an die Magnet-Beads geschah durch erneute, 15-minütige Inkubation bei 4 °C, wobei die 

antikörpergekoppelten, biotinmarkierten Zellen an die oberflächenständigen anti-Biotin-Antikörper 

der Magnetbeads binden. Alle für die Magnetseparation verwendeten MACS-Säulen wurden vor 

Benutzung mit MACS-Pufferlösung angefeuchtet. Die Aggregate aus Beads und Zellen wurden erneut 

gewaschen und zentrifugiert (1750 rpm, 5 min, RT), im Anschluss in MACS-Puffer aufgeschwemmt und 

auf die LS-MACS-Säulen verteilt (max. 108 Zellen pro Säule). Jede Säule wurde nach Durchlauf der 

Zellsuspension dreifach mit MACS-Puffer nachgespült, um eine möglichst hohe Zellausbeute bei 

ausreichend hoher Reinheit zu erreichen, welche direkt durch Zellzählung sowie Entnahme von 

0,2 x 106 Zellen zur Qualitätskontrolle überprüft wurden, hierbei zeigten sich üblicherweise mehr als 

90% der Zellen CD3+/CD4+. Es wurden darüber hinaus 1,2 x 106 CD4+-Zellen für die spätere Zellkultur 

entnommen.  

 

2.7.4 MACS-Negativselektion der CD4+- und CD25- CD4+-Zellen 
 

Die Isolierung von CD25+-Zellen erfolgte analog zur CD4+-Isolierung anhand des MACS-Verfahrens. Die 

gewaschenen und zentrifugierten (1750 rpm, 5 min, RT) Zellen wurden erneut wie im vorherigen 

Schritt in MACS-Puffer gelöst (90 µl/10x106 Zellen), jedoch nun nicht durch einen biotinvermittelten 

Zwischenschritt, sondern direkt durch oberflächenständige anti-CD25-Antikörper auf den Microbeads 

(10 µl/10x106 Zellen) gebunden. Die Inkubation erfolgte über 15 min bei 4 °C. Im Anschluss wurden die 

Zellen, wie bereits oben beschrieben, gewaschen und zentrifugiert (1750 rpm, 5 min, RT). Nun erfolgte 

auch hier die Auftrennung der Zellen im Magnetfeld, jedoch wurden im Gegensatz zur CD4+-Isolation 

MS-Separationssäulen verwendet. Der gesammelte Durchfluss der Zelllösung und Spülung wurde, um 

auch letzte CD25+-Zellen sicher abzuscheiden, erneut über einer LS-MACS-Säule im Magnetfeld filtriert, 

wodurch eine stark aufgereinigte CD25--Zelllösung erreicht werden konnte. Die Reinheit der 

gewonnenen Zellen wurde durch FACS kontrolliert, üblicherweise waren ≥ 95 % der gewonnenen 

Zellen CD25-.  
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2.7.5 MACS-Positivselektion der CD25+ CD4+-Zellen 
 

Durch Positivselektion blieben die CD25+-Zellen, an welche die Microbeads gebunden hatten, im 

magnetischen Feld in den MACS-Separationsröhren zurück. Nach mindestens dreifacher Spülung der 

Säulen mit je 500 µl MACS-Puffer wurden die Säulen aus dem Magnetfeld entfernt und die positiv 

selektierten Zellen aus der Säule extrahiert, indem 1 ml MACS-Puffer mit Hilfe eines speziellen 

Stempels durch die Säulen gepresst wurde. So konnten die konzentrierten CD25+-Zellen aus der Säule 

gelöst und in Lösung gebracht werden. Ebenso wie bei den CD25--Zellen wurden auch hier Proben für 

die spätere Reinheitskontrolle mit Hilfe von Durchflusszytometrie gewonnen, welche einen Anteil von 

mehr als 85 % CD25+-Zellen zeigte.  
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2.8 Zellkultur 
 

Als Medium für die Zellkultur wurde RPM-P/S-L-Gln-Lösung unter Zugabe von 10-Vol. % NHS 

(gepooltes, humanes Normalserum) verwendet.  

Um ausreichend Material für die späteren Untersuchungen auf DNA- und RNA-Ebene zu erhalten, 

wurden die Zellen im Verhältnis 4 : 2 : 1 für die Versuchstage 0, 1 und 2 aufgeteilt. Die Zellen für 

Versuchstag 0 wurden nach Zentrifugation und Absaugen des Überstands bei -80 °C gelagert, um 

relevante enzymatische Abbauvorgänge zu minimieren.  

Die CD4+-, CD25+ CD4+- sowie die CD25- CD4+-Zellen, die für die Zellkultur an d1 und d2 vorgesehen 

waren, wurden nun zentrifugiert und die Überstände verworfen. Im Anschluss wurden die Zellen im 

oben genannten Medium auf eine Konzentration von 0,5 x 106 Zellen/ml resuspendiert.  

Zur Stimulation der T-Zellen wurde ein Mastermix verwendet, in dem magnetische Beads mit 

oberflächenständigen anti-CD3/CD28 sowie IL-2 im Zellkulturmedium gelöst wurden. Die Lochplatten 

für die Zellkultur wurden bestückt, indem zuerst der Mastermix auf alle Wells verteilt wurde und 

anschließend im Volumenverhältnis 1 : 1 die Zelllösung zugegeben wurde.  

Die Zellen wurden auf eine Gesamtkonzentration von 0,5 x 106 Zellen/ml in Anwesenheit der anti-

CD3/CD28-Magnetbeads (im Verhältnis Zellen: Beads = 1 : 1) sowie 100 U/ml rekombinantem IL-2 

kultiviert. Die Zellkultur wurde über 48 Stunden im Inkubator in einer CO2-haltigen (5 Vol. % CO2) 

Atmosphäre bei 37 °C und hoher Luftfeuchtigkeit realisiert.   

Nach 24 und 48 Stunden erfolgte die Probenentnahme für d1 und d2 in gleicher Weise. Dafür wurden 

jeweils die Proben durch kräftiges Auf- und Abpipettieren aufgeschwemmt, um die Bindung der Zellen 

an die Magnetbeads zu lösen und die Lösung anschließend in neue Reaktionstubes überführt. Um den 

Zellverlust zu minimieren, wurden die Lochplatten mit PBS nachgespült und die Spüllösung ebenfalls 

in die Tubes übertragen. Diese wurden nun einem starken Magnetfeld ausgesetzt, um die Beads am 

Magneten zu konzentrieren und die Zellen vorsichtig in neue Tubes überführen und mit PBS waschen 

zu können. Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1ml PBS gelöst, um anschließend analog 

der Probennahme an Versuchtag 0 vorgehen zu können.  

Es wurden 0,15 x 106 Zellen je Zellreihe für die Durchflusszytometrie entnommen, die restliche 

Zelllösung daraufhin erneut zentrifugiert und nach Absaugen des Überstandes das Zellpellet bei -80 °C 

für die spätere Analytik konserviert.   
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2.9 RNA-Untersuchungen 

2.9.1 RNA-Isolation aus Zellen 
 

Zur Isolation von RNA aus den isolierten und kultivierten Zellen wurde das RNeasy Plus Mini Kit der 

Firma Qiagen gemäß Herstellerangaben verwendet, alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C 

durchgeführt:  

Die Zellen wurden mit Hilfe einer Mischung aus RLT Plus-Puffer und 1 Vol.-% β-Mercaptoethanol lysiert 

und homogenisiert (Probe < 5 x 106 Zellen: 350 µl, Probe > 5x106 Zellen: 600 µl). Die Lösung wurde 

anschließend in die QIAShredder column übertragen und damit zentrifugiert (13000 rpm, 2 min, 4 °C), 

um Zelltrümmer aus der Lösung zu entfernen. Die genomische DNA wurde nach dem gleichen 

Verfahren in der anschließenden Zentrifugation in der gDNA Eliminator spin column (10000 rpm, 30 s, 

4 °C) abgetrennt. Zum Durchfluss wurde, um die hydrophile RNA in Lösung zu bringen, das identische 

Volumen an Ethanol (70 %) pipettiert, das zuvor an RLT Plus-Puffer eingesetzt worden war, und die 

Mischung nun in die RNeasy spin column übertragen und zentrifugiert (10000 rpm, 30 s, 4 °C). Damit 

wurde die enthaltene RNA an die in der Säule verarbeitete Membran gebunden. Der Durchfluss wurde 

ebenso verworfen wie bei den folgenden Schritten, bei denen die Säule zuerst mit 700 µl RW1-Puffer 

und nach Zentrifugation (10000 rpm, 30 s, 4 °C) mit 500 µl RPE-Puffer und erneuter Zentrifugation 

(10000 rpm, 30 s, 4 °C) gespült wurde. Die Säule wurde durch erneute Zentrifugation (13000 rpm, 

2 min, 4 °C) von Pufferrückständen befreit. Im Anschluss wurden mit 33 µl RNase-freiem Wasser die 

Membran befeuchtet und die RNA erneut in Lösung gebracht sowie durch Zentrifugation (13000 rpm, 

1 min, 4 °C) in Eppendorfgefäße überführt. Bevor die Proben bei -80 °C gelagert wurden, wurde die 

enthaltene RNA-Konzentration mit Hilfe eines Photometers anhand ihrer optischen Absorption 

bestimmt.  

 

2.9.2 RNA-Isolation aus Serum  
 

Zur Isolation von miRNA aus Serum wurde das miRNeasy Serum/Plasma Kit der Firma Qiagen gemäß 

Herstellerangaben verwendet, alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgeführt:  

Um Zellteile und Proteine aus der Probe zu entfernen, wurden zu je 200 µl zentrifugierten 

Humanserums 1 ml QIAzol Lysis Reagent gegeben, die Mischung kräftig im Vortexgerät gemischt und 

anschließend 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurden 5 µl Spike-In Control als interne 

Qualitätskontrolle zugegeben (nicht-humane miR-39 aus C. elegans) und gemischt. Im Anschluss 

wurden 200 µl Chloroform zugegeben und die Reagenzien mit Hilfe des Vortex sehr kräftig vermischt, 

die folgende Zentrifugation (13000 rpm, 15 min, 4 °C) diente der Dichtegraduierung. Anhand dieser 

Dichteseparation konnten in der nun entstandenen – lipophilen – Phase Zelltrümmer, Proteine und 

DNA konzentriert werden, wogegen die hydrophilen RNAs sich in der wässrigen Phase anreicherten. 

Aus der wässrigen Phase wurden daher 600 µl entnommen und mit 900 µl Ethanol (100 %) vermischt. 

Nach dem Mischen der Reagenzien wurde die Lösung auf die RNeasy MinElute spin column übertragen, 

zentrifugiert (10000 rpm, 30 s, 4 °C), um die RNA auf die in der Säule enthaltene Membran zu 

übertragen und der Durchfluss verworfen. Die Säule wurde nun zuerst mit 700 µl RWT-Puffer, 

anschließend mit 500 µl RPE-Puffer gespült und jeweils zentrifugiert (10000 rpm, 30 s, 4 °C), zuletzt 

wurden 500 µl Ethanol (80 %) zugegeben und erneut zentrifugiert (10000 rpm, 2 min, 4 °C), wobei der 

Durchfluss stets verworfen wurde. Die Membran wurde nun durch Zentrifugation (13200 rpm, 5 min, 

4 °C) von Lösungsmittelresten befreit, anschließend wurde 33 µl RNase-freies Wasser direkt auf die 

Membran gegeben, um die anhaftende RNA in Lösung zu bringen und im Anschluss durch erneutes 
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Zentrifugieren (13200 rpm, 1 min, 4 °C) in Eppendorf-Gefäße übertragen. Bis zur weiteren 

Verarbeitung der Proben wurde das Material bei -80 °C gelagert.  

 

2.9.3 TaqMan-MicroRNA-Assay 
 

Die reverse Transkription und Messung der miR-Expression wurde mit Hilfe eines TaqMan-miRNA-

Assay gemäß Herstellerangaben realisiert. Dieser beinhaltet bereits den für die Analyse notwendigen 

Schritt der Transkription von miR zur cDNA.   

Das Messprinzip des TaqMan Assay besteht in der Verwendung spezieller TaqMan- (Hydrolyse-) 

Sonden. Diese Sonden binden an die einsträngige DNA und enthalten an einem Ende einen 

Fluoreszenzfarbstoff sowie am anderen Ende einen Quencher, der diese Fluoreszenz unterdrückt. Wird 

die zu untersuchende cDNA mithilfe der Taq-Polymerase vermehrt, kommt deren 5´-3´-Exonuklease-

Aktivität zum Tragen, durch die der Quencher von der fluoreszenzmarkierten Sonde entfernt wird. 

Dadurch wird die Fluoreszenz nicht mehr unterdrückt und die optisch erfasste Zunahme der 

Fluoreszenz im Laufe der Reaktionszyklen lässt Rückschlüsse auf die ursprünglich enthaltene Anzahl 

der Ziel-cDNA-Kopien zu.  

In einem Gesamtreaktionsvolumen von 15 µl wurden zu 3 µl spezifischer Reverse-Transkriptions-

Primer (für RNU6b, RNU48, miR-142-3p, miR-146a, miR-155 und miR-223) 50 ng RNA in 9,16 µl H2O, 

0,19 µl RNase-Inhibitor, 1,5 µl 10x RT-Puffer, 0,15 µl 100 mM dNTP sowie 1 µl Reverse Transkriptase 

pipettiert. Die 96-Loch-PCR-Reaktionsplatte wurde anschließend zentrifugiert und die Reverse 

Transkription anschließend im Thermocycler realisiert. Dafür wurde die Probe über 30 min bei 16 °C 

gehalten, anschließend bei 42 °C über 30 min sowie für 5 min auf 85 °C erhitzt, bevor das Gerät die 

Proben auf 4 °C kühlte, bis sie bei -20 °C zur weiteren Verwendung gelagert wurden.  

Das Reaktionsprodukt der Reversen Transkription wurde auf den Faktor 1 : 3,75 verdünnt. Die 

folgende Real-Time-PCR wurde in Duplikaten realisiert, wobei jeweils 5 µl des verdünnten 

Reaktionsprodukts mit 10 µl 2x Mastermix und 1 µl Primer in 20 µl Gesamtvolumen verwendet 

wurden, sodass sich, verglichen mit der eingesetzten cDNA, eine Verdünnung von 1 : 15 ergab.  Die 

PCR wurde im Real-Time-PCR-Thermocycler realisiert und anhand der eingesetzten MGB TaqMan-

Sonden erfasst (95 °C über 10 min, anschließend 40 Zyklen aus 95 °C über 15 s sowie 60 °C über 1 min). 

Die Berechnung der relativen Expression erfolgte nach folgender Formel:  

 c(miR)normalisiert= 2(Ct (miR)- Ct (RNU6b/RNU48)) 

 

2.9.4 Messung der Serum-miRNA-Expression 
 

Die Messung der miRNA-Expression im Serum erfolgte analog zu 2.9.3. Es wurde lediglich statt der 

oben verwendeten 50 ng jeweils 6 µl der aus dem Serum isolierten RNA-Lösung als Basis für die 

Reaktion eingesetzt.   

 

 

 

 



Material und Methoden 

23 | 

2.9.5 Messung der GARP-mRNA-Expression 

2.9.5.1 Reverse Transkription 

 

Für die Untersuchung der GARP-mRNA wurde die gesamte aus den Zellen isolierte RNA zuerst in cDNA 

revers transkribiert, um die weiteren Experimente auf DNA-Ebene durchführen zu können. Dazu wurde 

das QPCR cDNA Synthesis Kit gemäß Herstellerangaben verwendet.  

Je 500 ng RNA wurden in 12,7 µl Wasser gelöst und mit 7,3 µl eines Mastermix vermischt, welcher pro 

Probe 4,0 µl 5x AMV RT-Puffer, 2,0 µl 10 mM dNTP, 0,8 µl 0,5 µM/ml Oligo dT sowie 0,5 µl 10 U/µl 

AMV-Reverse Transkriptase enthielt. Die Mischung wurde für eine Stunde bei 42 °C im Thermomixer 

inkubiert. Bis zur Weiterverwendung wurden die Proben bei -20 °C gelagert.  

 

2.9.5.2 Kontrolle der Reversen Transkription 

2.9.5.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

 

Um eine Erfolgskontrolle der Reversen Transkription durchzuführen, wurde mit Hilfe einer 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die cDNA des konstitutiv exprimierten Cyclophillin vervielfacht, um 

sie in einer anschließenden Gelelektrophorese nachweisen zu können.  

Hierfür wurde 1 µl der cDNA-Lösung mit 24 µl eines Mastermix versetzt (2,5 µl 10 x PCR-Puffer, 0,5 µl 

10 mM dNTP, 1,0 µl 10 µM Cyclophillin-Primer, 19,0 µl Wasser sowie 1µl 0,5 U/µl Taq-Polymerase). 

Nach Zentrifugation der Proben wurden die Proben in den Thermocycler gegeben, wo die 

Kettenreaktion gemäß folgendem Protokoll realisiert wurde: 95 °C über 5 min, anschließend 25 Zyklen 

zu jeweils 95 °C über 30 s zur DNA-Denaturierung, 60 °C zum Annealing der Primer sowie 72 °C zur 

DNA-Polymerisation. Der Cycler behielt im Anschluss die Temperatur für weitere 7 min bei, bevor die 

Proben auf 4 °C gekühlt wurden.  

 

2.9.5.2.2 Gelelektrophorese 

 

Um das Ergebnis der Reaktion visuell kontrollieren zu können, wurde die gewonnene DNA 

gelelektrophoretisch in 1 % Agarose-Gel aufgetrennt. Dafür wurden jeweils 5 µl der entsprechenden 

Probe mit 1 µl 6x loading Dye vermischt und anschließend, ebenso wie je 2 µl einer 100 bp- sowie 

1 kbp-Vergleichsleiter, in je eine Geltasche geladen. 30 Minuten lang wurden 100 V Spannung bei einer 

Stromstärke von 200 mA über das Gel angelegt, um die DNA entsprechend ihrer Ladung (und damit 

ihrer Größe) aufzutrennen.  

Sichtbar gemacht wurde die elektrophoretische Auftrennung unter einer UV-Kamera.  
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2.9.5.3 GARP TaqMan gene expression assay 

 

Um die Expression der GARP-mRNA quantifizieren zu können, wurde mit der zuvor revers 

transkribierten (siehe Punkt 2.9.5.1) cDNA eine Real-Time-PCR durchgeführt. Hierfür wurde der 

TaqMan Gene Expression Assay gemäß Herstellerangaben verwendet. Die Ct-Werte für GARP wurden 

auf diejenigen des konstitutiv exprimierten Cyclophillin als Kontrolle normalisiert, um die relative 

Expression zu ermitteln. Um eine größere Verlässlichkeit der Daten zu erreichen, wurden alle 

Reaktionsansätze in Duplikaten durchgeführt.  

Die relative Expression wurde mit folgender Formel berechnet:  
c(GARP mRNA)normalisiert= 2(Ct (GARP)- Ct (Cyclophillin)). 

Für die Messung der Cyclophillin-Expression wurde 1,5 µl cDNA zu einem Reaktionsansatz aus 10 µl 2x 

Mastermix, 0,5 µl 40x Primer sowie 8,0 µl Wasser pipettiert. Für die GARP-Expressionsmessung wurden 

5 µl cDNA eingesetzt, außerdem ebenfalls 10 µl 2x Mastermix, 1,0 µl 20x Primer und 4,0 µl Wasser. Die 

96-Lochplatte wurde anschließend mit einer optischen Folie verschlossen, die die Erfassung der 

Reaktion nicht beeinträchtigt, und zentrifugiert. Im Anschluss wurde die Reaktion (95 °C über 10 min, 

anschließend 40 Zyklen aus 95 °C über 15 s sowie 60 °C über 1 min) mit Hilfe eines Real-Time-PCR-

Geräts realisiert und erfasst. Als TaqMan-Sonden wurden FAM für die GARP-mRNA sowie VIC für die 

Cyclophillin-mRNA verwendet.  
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2.10 FACS-Durchflusszytometrie  
 

Die extrazelluläre FACS-Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell scanning) ermöglicht die 

Visualisierung von Oberflächenproteinen auf Zellen.  

Hierzu wird in einem ersten Schritt ein Überschuss an fluorenzmarkierten Antikörpern gegen die zu 

bestimmenden Antigene zu den Zellen gegeben, um eine 1 : 1- Bindung der Antikörper an die Antigene 

zu erreichen. Ein anschließender Schritt, bei dem die Zellen gewaschen werden, entfernt die 

überschüssigen, ungebundenen Antikörper, sodass die Menge in der Probe vorhandener, gebundener 

Antikörper nun direkt mit der ursprünglichen Menge des zu untersuchenden Proteins korreliert. Diese 

Menge gebundener Antikörper lässt sich technisch visualisieren, indem an die Antikörper konjugierte 

Moleküle durch Laserlicht verschiedener Frequenzen spezifisch zur Fluoreszenz angeregt werden und 

die Messung der Fluoreszenz so Rückschlüsse auf das zu untersuchende Protein zulassen. [141]   

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines FACS Analysators [141] 

 

Obwohl allgemein mit FoxP3 ein intrazellulärer Transkriptionsfaktor als aussagekräftigster Marker zur 

Identifikation von regulatorischen T-Zellen gilt, wurde, wie bereits in 1.1.2 erläutert, in der 

vorliegenden Arbeit der leichter durchführbaren CD25-Oberflächenmarkierung der Vorzug gegeben.  

Auf diese Weise konnten alle durchflusszytometrischen Untersuchungen durch extrazelluläre Stainings 

realisiert werden.    
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2.10.1 Reinheitskontrolle der Zellisolation 
 

Um eine konstant hohe Qualität bei der Isolation der unterschiedlichen Zellreihen garantieren zu 

können, wurden an Versuchstag 0 nach jedem entscheidenden Zellselektionsschritt Proben 

entnommen, die noch am gleichen Tag durch Färbung der Oberflächenantigene CD3, CD4 sowie CD25 

auf ihre Reinheit getestet wurden.  

Pro Zellpopulation (PBMC-Fraktion, CD4+-Zellen, CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-Zellen) wurden jeweils 

zwei Probenröhrchen mit jeweils 0,1 x 106 Zellen bestückt und diese nach Zugabe von je 1 ml FACS-PBS 

einer Zentrifugation (6000 rpm, 2 min, RT) unterzogen. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt. Zur 

ersten der beiden Proben wurde nun 2 µl der anti-CD3-FITC/CD4-PE DUAL TAG-Lösung, zur zweiten 

Probe jeweils 2 µl anti-CD4-FITC sowie anti-CD25-PE-Antikörper gegeben. Im Vortexmischer wurden 

die Probenröhrchen kräftig geschüttelt, um die Proben für die anschließende Antikörperinkubation 

(5 min, RT) zu durchmischen. Durch erneute Zugabe von je 1 ml FACS-PBS, Zentrifugation (6000 rpm, 

2 min, RT) und Absaugen des Überstands wurden überschüssige Antikörper entfernt. Die Proben 

wurden nach Zugabe von 200 µl FACS-PBS und erneutem Schütteln im Vortexmischer im Analysator 

ausgewertet.  

 

2.10.2 GARP-Staining 
 

An d0, d1 und d2 wurden die verschiedenen Zellfraktionen auf die Expression des GARP getestet. 

Hierfür wurden analog zu den Qualitätskontrollen je 0,1 x 106 Zellen in ein Röhrchen gegeben. Die 

Zellen wurden durch Zugabe von 1 ml FACS-PBS, Zentrifugation (6000 rpm, 2 min, RT) und Absaugen 

des Überstands gewaschen. Zu den Proben, die auf GARP-Expression untersucht werden sollten, 

wurden nun 25 µl anti-human-GARP-Antikörper pipettiert. Um zu vermeiden, dass unspezifische 

Antikörper-Antigen-Reaktionen das Messergebnis verfälschen, wurde in das zweite Röhrchen jeder 

Zellpopulation eine 1 : 25 Verdünnung der Ratten-IgG-Lösung als Isotypenkontrolle gegeben. Beide 

Reaktionsansätze wurden gleichermaßen im Vortexgerät gemischt und anschließend für 15 min bei 

4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch Zugabe von 1 ml FACS-PBS gewaschen, 

zentrifugiert (6000 rpm, 2 min, RT) und der Überstand inklusive der überschüssigen Antikörper 

vorsichtig abgesaugt. Zu jeder der Proben wurde nun ein eisgekühlter Mastermix gegeben, der als 

aktive Bestandteile 2 µl anti-CD25-FITC-Antikörper und 0,25 µl Ziege-anti-Ratten-IgG(H+L)- PE enthielt, 

und nach erneutem Mischen am Vortexmischer für 15 min bei 4 °C inkubiert. Der PE-gekoppelte 

Antikörper fungierte hierbei als Sekundärantikörper, der an die primär verwendeten Antikörper 

(Ratten-anti-GARP-Antikörper und Isotypenkontrolle) band. Gleichzeitig konnte im selben Schritt eine 

CD25-Markierung realisiert werden. Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut gewaschen (Zugabe 

von 1 ml FACS-PBS, Zentrifugation mit 6000 rpm, 2 min, RT, anschließend Absaugen des Überstandes), 

200µl FACS-PBS zugegeben und nach kräftigem Mischen im Vortexgerät im Analysator ausgewertet.   
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2.11 Datenauswertung und Verarbeitung 
 

Die Erfassung und statistische Auswertung aller Daten sowie Erstellung der Graphen für die 

vorliegende Arbeit erfolgte mithilfe von Microsoft® Excel (Versionen 2003-2016). P-Werte wurden 

mithilfe des Student´s-t-Tests berechnet (p-Werte nicht für multiples Testen korrigiert). In allen 

Grafiken sind die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichung in Form der 

Fehlerindikatoren dargestellt.   

Die im Text angegebenen p-Werte wurden jeweils auf zwei geltende Ziffern gerundet. Angegeben 

wurden einheitlich alle p-Werte, die das gewählte Signifikanzniveau von 5 % erreichten. 

Für die Darstellung der p-Werte in Grafiken wurde einheitlich folgende Kennzeichnung verwendet:  

*   0,01 < p ≤ 0,05 
**  0,001 < p ≤ 0,01 
***  p ≤ 0,001 
 
Die Arbeit wurde mithilfe von Microsoft® Word (Versionen 2003-2016) erstellt.  

 

Zur Erfassung der zitierten Quellen wurde EndNote Clarivate Analytics (Version X7.8, lizensiert für LMU 

München) verwendet.   

Quellen, die vor der Interpunktion am Satzende eingefügt wurden, beziehen sich dabei jeweils auf den 

betreffenden Einzelsatz. Quellen, die nach dem Punkt eingefügt wurden, beziehen sich jeweils auf den 

vorstehenden Absatz. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Klinische und demographische Daten der Studiengruppen 
 

Initial wurden 18 Patienten in die Studie rekrutiert. Am Ende der experimentellen Versuchsphase 

erfolgte eine erneute Evaluation der Einschlusskriterien durch Auswertung der Patientenakten, wobei 

9 Patienten nachträglich aus der Analyse ausgeschlossen werden mussten (z.B. aufgrund einer im 

Verlauf festgestellten malignen Grunderkrankung als wahrscheinlichere Erklärung für die klinische 

Präsentation, Details siehe 2.6). Es wurde durch gezielten Einschluss von geeigneten Kontrollpersonen 

versucht, ein Matching der HC-Kontrollgruppe bezüglich Alter und Geschlecht zur RA-Patientenkohorte 

zu erreichen. In die HC-Gruppe konnten auf diese Weise insgesamt 27 gesunde Kontrollen rekrutiert 

werden.  

Die Alters- und Geschlechterverteilung von RA- und HC-Gruppe unterschied sich nicht signifikant 

(Altersverteilung p = 0,29, Geschlechterverteilung p = 0,59).  

Die rekrutierten Patienten zeigten anhand des DAS28 eine mittlere bis hohe Krankheitsaktivität, die 

sich auch an der auffällig hohen Schmerzbelastung der Patienten (erhoben durch Visuelle Analogskala, 

VAS) zeigte.  

 

 HC (n = 27) RA (n = 9) 

Alter (in Jahren) 51,5 ± 7,5 55,4 ± 9,7 

Geschlechterverteilung (m/w) 5/22 1/8 

ACR/EULAR 2010 Score 7,2 ± 1,7 - 

Erkrankungsdauer (Monate) 10,0 ± 12,0 - 

DAS28  4,8 ± 1,6 - 

VAS 69,3 ± 17,9 - 
Tabelle 2: Epidemiologische Parameter der untersuchten Populationen,  
Daten jeweils angegeben als arithmetischer Mittelwert ± Standardabweichung 
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3.2 miR-Expression 
 

Um die Expression der untersuchten miRs (miR146a, miR-155, miR-223 und miR-142-3p) zu 

quantifizieren, wurde die miR nach Isolation aus den asservierten Zellen jeweils mit Hilfe eines 

kommerziell erhältlichen miR-TaqMan Assays in einem ersten Schritt revers transkribiert und im 

Anschluss durch TaqMan Real-Time-PCR quantifiziert. Gemessen wurde jeweils die relative Expression 

der untersuchten miRs zu RNU6b und RNU48, die als sogenannte housekeeping-RNUs konstitutiv 

exprimiert werden.  

 

3.2.1 miR-146a-Expression 

3.2.1.1 miR-146a-Expression der CD25- CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 6: miR-146a-Expression der CD25-CD4+-Zellpopulation 

Abbildung 6 zeigt, dass die miR-146a an d0 am stärksten exprimiert wurde. Die Expression an d1 war 

sowohl in der HC- als auch der RA-Gruppe an d1 signifikant niedriger (jeweils p < 0,05 normalisiert auf 
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RNU6b, ebenso p < 0,05 normalisiert auf RNU48 in der RA-Gruppe). Von d1 zu d2 stieg die miR-146a-

Expression wieder signifikant an (p < 0,01 normalisiert auf RNU48). 

Während sich das Expressionsniveau zwischen HC- und RA-Versuchsgruppe an d0 noch nicht signifikant 

unterschied, zeigte sich in der Normalisierung auf RNU6b an d1 ein hochsignifikanter Unterschied 

zwischen der HC- und der RA-Gruppe (p < 0,001), wobei die HC-Zellen deutlich mehr miR-146a 

exprimierten. Auch an den anderen Versuchstagen und bei Normalisierung auf RNU48 war die miR-

146a-Expression in der HC-Gruppe höher als in der RA-Gruppe, allerdings waren hier die Unterschiede 

nicht statistisch signifikant.  

 

3.2.1.2 miR-146a-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 7: miR-146a-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

Wie bereits in der Population der CD25- CD4+-Zellen zeigt sich auch in der Population der CD25+ CD4+-

Zellen eine stärkere Expression von miR-146a in der HC-Gruppe im Vergleich zur RA-Gruppe. Anders 

als bei den CD25- CD4+-Zellen waren die Unterschiede bei den CD25+ CD4+-Zellen jeweils 
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hochsignifikant (normalisiert auf RNU6b d0: p < 0,01; d1: p < 0,01; d2: p < 0,001, normalisiert auf 

RNU48 d1: p < 0,05; d2: p < 0,01) nachweisbar.  

Die Herabregulation der miR-146a war in der HC-Gruppe, bezogen auf RNU6b von d0 zu d2 (p < 0,05), 

sowie von d1 zu d2 statistisch signifikant (p < 0,01), ebenso bezogen auf RNU48 von d1 zu d2 (p < 0,01).  

 

3.2.2 miR-155-Expression 

3.2.2.1 miR-155-Expression der CD25- CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 8: miR-155-Expression in der CD25- CD4+-Zellpopulation 

Die Kinetik der miR-155 zeigte unter Stimulation einen deutlichen Anstieg an d1 und d2. Dieser Anstieg 

war, bezogen auf RNU6b, in der HC-Gruppe sowohl zwischen d0 und d1 (p < 0,001), d1 und d2 

(p < 0,05) sowie zwischen d0 und 2 höchstsignifikant (p < 0,001). Ein ähnliches Bild lieferte der Bezug 

zur RNU48, hier war der Anstieg von d0 zu d1 (p < 0,001) sowie von d1 zu d2 (p < 0,01) ebenso 

hochsignifikant nachweisbar wie zwischen d0 und d2 (p < 0,001).  
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In der RA-Gruppe war in beiden Analysen von d0 zu d1 ein signifikanter Anstieg der miR-155- 

Expression nachweisbar (normalisiert auf RNU6b: p < 0,05; normalisiert auf RNU48: p < 0,05). 

Der Vergleich der Versuchsgruppen zeigte in der Normalisierung auf RNU6b an d0 (p < 0,05) und d1 

(p < 0,001) signifikante Unterschiede zwischen HC- und RA-Gruppe, diese konnten jedoch bei 

Normalisierung auf RNU48 nicht gefunden werden.  

3.2.2.2 miR-155-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 9: miR-155-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

Die Betrachtung der miR-155-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulationen in Abbildung 9 liefert ein 

ähnliches Bild wie in der CD25- CD4+-Zellpopulation in Abbildung 8.  

Sowohl HC- als auch RA-Zellen exprimieren nach Stimulation vermehrt miR-155.  

Die Hochregulation ist in der HC-Gruppe von d0 zu d1 (p < 0,001) sowie von d0 zu d2 (p < 0,001) 

hochsignifikant, bezogen auf RNU6b. Bezogen auf RNU48 zeigte sich zur Hochregulation zwischen d0 

und d1 sowie d0 und d2 (jeweils p < 0,001) darüber hinaus ein höchstsignifikanter Anstieg zwischen d1 
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und d2 (ebenfalls p < 0,001). In der RA-Population kann bei Betrachtung der Daten ebenso eine 

Hochregulation angenommen werden, die Unterschiede sind hier jedoch nicht statistisch signifikant. 

Der Vergleich der HC- und RA-Versuchsgruppe zeigt, bezogen auf RNU6b, für alle drei Versuchstage 

eine signifikant höhere miR-155-Expression in der HC-Gruppe (jeweils p < 0,05), dieser Unterschied 

war bei Normierung auf RNU48 jedoch nicht statistisch signifikant nachweisbar.  

3.2.3 miR-223-Expression  

3.2.3.1 miR-223-Expression der CD25- CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 10: miR-223-Expression der CD25- CD4+-Zellpopulation 

Die CD25- CD4+-Zellpopulationen von HC- und RA-Gruppe zeigten bezüglich der miR-223 ein 

heterogenes Expressionsmuster. Während in der HC-Gruppe die Expression von d0 zu d1 sank und zu 

d2 anschließend wieder etwas anstieg, stagnierte die Expression in der RA-Gruppe über alle drei 

Versuchstage auf vergleichbarem Niveau. Statistisch signifikante Unterschiede ließen sich weder in der 

Kinetik innerhalb der Versuchsgruppen noch zwischen den Versuchsgruppen an den jeweiligen 

Messpunkten nachweisen.  
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3.2.3.2 miR-223-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 11: miR-223-Expression der CD25+CD4+-Zellpopulation 

Die Zellen der CD25+ CD4+-Zellpopulation zeigten in der HC-Gruppe eine leichte Hochregulation an d1 

mit anschließendem Abfall an d2, die RA-Versuchsgruppe zeigte einen konstanten Anstieg der miR-

223-Expression über den gesamten Versuchszeitraum.  

Auch hier waren jedoch der Vergleich der Kinetik sowie der Vergleich der beiden Versuchsgruppen an 

den jeweiligen Versuchstagen nicht statistisch signifikant.   
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3.2.4 miR-142-3p-Expression 

3.2.4.1 miR-142-3p-Expression der CD25- CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 12: miR-142-3p-Expression in der CD25- CD4+-Zellpopulation 

Abbildung 12 zeigt, dass sich die Kinetik der miR-142-3p-Expression in der HC- und der RA-Gruppe 

(unabhängig von der gewählten Normalisierung) unterschieden. Während die HC-Gruppe ab d0 eine 

leicht abnehmende Expression zeigt, ist in der RA-Gruppe von d0 zu d1 ebenfalls eine Verminderung 

der miR-142-3p-Expression zu sehen, diese steigt jedoch an d2 wieder etwas an. Die Herabregulation 

der miR-142-3p in der HC-Gruppe war von d0 zu d2 in beiden Normalisierungen (p < 0,001; p < 0,01), 

von d0 zu d1 sowie von d1 zu d2 nur in der Normalisierung auf RNU48 statistisch signifikant (jeweils 

p < 0,05) nachweisbar. In der RA-Gruppe war ein Abfall der miR-Expression von d0 zu d1 nur 

normalisiert auf die RNU48 signifikant nachweisbar (p < 0,05). 

Obwohl in beiden Analysen die RA-Gruppe an d0 und d2 höhere sowie an d1 niedrigere miR-142-3p-

Mengen exprimierte als die HC-Gruppe, war dieser Unterschied nur in der Normalisation auf die 

RNU6b-Expression statistisch signifikant (p = 0,05).  
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3.2.4.2 miR-142-3p-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

 

 

 

Abbildung 13: miR-142-3p-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

Die Expression der miR-142-3p zeigte keine eindeutige Kinetik in der RA- und HC-Versuchsgruppe. 

Lediglich ein Abfall der miR-142-3p-Expression von d1 zu d2 war in der HC-Gruppe statistisch signifikant 

nachweisbar (p < 0,01).  

Der Vergleich zwischen den Versuchsgruppen lieferte keine statistisch signifikanten Resultate.  

 

0

2

4

6

8

10

12

14

d0 d1 d2

re
la

ti
ve

 E
xp

re
ss

io
n

, 
n

o
rm

al
is

ie
rt

 a
u

f 
R

N
U

6
b

miR-142-3p-Expression der CD25+ CD4+-
Zellpopulation 

HC (n=25) RA (n=7)

_____**_____

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

d0 d1 d2

re
la

ti
ve

 E
xp

re
ss

io
n

, 
n

o
rm

al
is

ie
rt

 a
u

f 
R

N
U

4
8

miR-142-3p-Expression der CD25+ CD4+-
Zellpopulation  

HC (n=25) RA (n=7)



Ergebnisse 

37 | 

3.3 Serum-miR-Expression 
 

Um die miR-Expression im Serum zu untersuchen, wurde den Teilnehmern an Tag 0 Serum 

entnommen. Nach Isolation der miR aus dem Serum mit Hilfe eines kommerziell verfügbaren 

miRNeasy-KIT wurde die Serum-miR analog zur intrazellulären miR revers transkribiert und 

anschließend durch TaqMan Real-Time-PCR quantitativ analysiert. Die Expression wurde hierbei 

normalisiert auf die nicht-humane miR-39 aus C. elegans, die den Seren als spike-in-control zu Beginn 

der Serum-miR-Isolation zugegeben wurde.  

 

3.3.1 Serum-miR-146a-Expression 
 

 

Abbildung 14: Serum-miR-146a  

Auch die Untersuchung der miR-146a im Serum zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen HC- und RA-Gruppe.  
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3.3.2 Serum-miR-155-Expression 
 

  

Abbildung 15: Serum-miR-155 

In den Seren der RA-Versuchsgruppe fanden sich signifikant höhere (p < 0,01) Konzentrationen miR-

155 als in der HC-Gruppe.  

 

3.3.3 Serum-miR-223-Expression 
 

 

Abbildung 16: Serum-miR-223 

Im Serum der HC-Versuchsgruppe war die miR-223 in signifikant höherer (p < 0,01) Konzentration 

nachweisbar als in der RA-Gruppe.  
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3.3.4 Serum-miR-142-3p-Expression 
 

    

Abbildung 17: Serum-miR-142-3p 

Die Untersuchung der miR-142-3p-Expression an d0 zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen der HC- und der RA-Versuchsgruppe.  

 

3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Serum-miR-Expression 
 

Die Serum-miR-142-3p und Serum-miR-155 waren im Serum der HC- und RA-Gruppe vergleichbar 

nachweisbar. Die Expression von Serum-miR-155 und Serum-miR-223 unterschied sich dagegen 

statistisch signifikant zwischen den Versuchsgruppen.  
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3.4 GARP-mRNA-Expression  
 

Um die GARP-mRNA-Expression zu messen, wurden an den Versuchstagen d0, d1 sowie d2 Zellen aus 

der CD25- CD4+- und CD25+ CD4+-Zellpopulation asserviert. Nach Isolation der RNA wurde diese in 

cDNA revers transkribiert. Als Qualitätssicherung wurde zur Kontrolle der reversen Transkription eine 

Gelelektrophorese durchgeführt. Im Anschluss wurde mit der cDNA ein TaqMan gene expression assay 

durchgeführt, um die Menge an cDNA (und damit die ursprüngliche Menge an GARP-mRNA) zu 

quantifizieren. Die Werte der erfassten GARP-cDNA wurden auf die Werte des konstitutiv exprimierten 

Cyclophilin normalisiert, um den (durch die T-Zell-Stimulation bedingt) erhöhten RNA-Grundumsatz 

aus der Analyse zu eliminieren.   

 

3.4.1 GARP-mRNA-Expression der CD25- CD4+-Zellpopulation 
 

 

Abbildung 18: GARP-mRNA-Expression der CD25- CD4+-Zellpopulation 

Die Zellen der CD25--Zellpopulation zeigten an Tag 1 und 2 jeweils eine verminderte GARP-mRNA- 

Expression. Sowohl in der Kinetik als auch beim Vergleich von RA- und HC-Gruppe zeigten sich jedoch 

keine statistisch signifikanten Unterschiede.  
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3.4.2 GARP-mRNA-Expression der CD25+ CD4+-Zellpopulation 
 

 

Abbildung 19: GARP-mRNA-Expression in der CD25+ Zellpopulation 

Die Zellen der CD25+ CD4+-Zellpopulation zeigten eine verstärkte Expression von GARP-mRNA an d1 

und d2 im Vergleich zum Basiswert an d0. Der Anstieg der GARP-mRNA war jedoch nur von d0 zu d1 

in der HC-Gruppe statistisch signifikant (p < 0,01).  

Der Vergleich der beiden Versuchsgruppen zum Zeitpunkt der drei Messpunkte war zu keinem 

Zeitpunkt statistisch signifikant.  

 

3.4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse zur GARP-mRNA-Expression 
 

Bei Betrachtung der CD25- CD4+-Zellpopulation zeigt sich keine erkennbare statistisch signifikante 

Kinetik in der Expression, außerdem keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zwischen den 

Versuchsgruppen. 

Die CD25+ CD4+-Zellpopulation exprimierte im Vergleich deutlich größere Mengen an GARP-mRNA. Es 

zeigte sich in beiden Versuchsgruppen eine Kinetik, die vom Basiswert an d0 einen Anstieg zu d1 und 

im Anschluss einen leichten Abfall der mRNA-Expression an d2 vermuten lässt. Die verstärkte 

Expression der GARP-mRNA ließ sich aber nur in der HC-Gruppe von d0 zu d1 mit statistischer 

Signifikanz nachweisen.  

Alle anderen verglichenen Veränderungen innerhalb der HC- oder RA-Gruppe sowie der direkte 

Vergleich der Versuchsgruppen zu den Zeitpunkten d0, d1 und d2 waren jeweils nicht statistisch 

signifikant.  
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3.5 Durchflusszytometrie (GARP-Oberflächenexpression) 
 

Um die Oberflächenexpression von GARP zu messen, wurde die FACS-Methode verwendet.  

Hierbei wird (entweder direkt oder über einen sekundären Antikörper) zwischen dem zu 

untersuchenden Protein einerseits und einem Fluoreszenzfarbstoff andererseits (in der vorliegenden 

Arbeit FITC beziehungsweise PE) eine Antikörper-Antigen-Verbindung gebildet. Die so markierten 

Zellen werden mithilfe eines laminaren Flüssigkeitsstroms durch Laserstrahlen mit unterschiedlicher 

Wellenlänge transportiert. Da die angekoppelten Farbstoffe durch die Laserstrahlung zu einem 

spezifischen Fluoreszenzmuster angeregt werden, ist es hierbei auch möglich, mehrere Farbstoffe 

parallel einzusetzen, um gleichzeitig die Expression mehrerer verschiedener Oberflächenmoleküle zu 

untersuchen und anhand des erzeugten Fluoreszenzmusters Aussagen zur Oberflächenexpression des 

untersuchten Moleküls zu treffen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Verfahren sowohl zur Qualitätskontrolle (zur Bestätigung der 

Reinheit der gewonnenen Zellpopulationen) verwendet als auch bei der Untersuchung der GARP-

Expression auf den Zellen.  

Mit Hilfe der FACS-Analyse konnten sowohl Aussagen zum Anteil beziehungsweise der Frequenz der 

GARP+-Zellen innerhalb einer untersuchten Zellpopulation getroffen werden, als auch zur MFI (Mean 

Fluorescence Intensity), also der Menge an exprimiertem GARP auf der Zelloberfläche pro Zelle. Die 

MFI-Werte wurden für die Gesamtheit der Zellen einer Zellpopulation erhoben.  

Darüber hinaus erfolgten Subanalysen bei den CD4+- und CD25+ CD4+-Zellpopulationen, in denen durch 

Gating der Ergebnisse nur die MFI von denjenigen Zellen erhoben wurde, die ein GARP+-

Fluoreszenzmuster zeigten.    
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3.5.1 Anteil GARP+-Zellen  
 

Innerhalb der drei kultivierten Zellpopulationen der CD4+-, CD4+ CD25-- und CD4+ CD25+-Zellen wurde 

die Frequenz der GARP+-Zellen an den Versuchstagen d0 sowie d1 und d2, also nach 24- 

beziehungsweise 48-stündiger T-Zell-Stimulation (mit CD3/28 Beads und in Anwesenheit von IL-2) 

erhoben. So wurde ermittelt, in welchem Maß die Zellen der verschiedenen Zellpopulationen in einem 

inflammatorischen Milieu das GARP-Molekül exprimieren, um Aussagen zum funktionellen Verhalten 

der Zellen ableiten zu können.   

 

3.5.1.1 Anteil der GARP+-Zellen in der CD4+-Zellpopulation 

 

  

Abbildung 20: Anteil der GARP+-Zellen in der CD4+-Zellpopulation 

Wie aus Abbildung 20 ersichtlich, zeigten die Zellen unter T-Zell-Stimulation innerhalb der CD4+-

Zellpopulation in der HC- sowie der RA-Gruppe einen Anstieg der Häufigkeit an GARP+-Zellen. Der 

Anstieg des Anteils von GARP+-Zellen im Vergleich zwischen dem Basiswert von d0 und den Werten 

von d1 und d2 war jeweils hochsignifikant (p < 0,001) in der Kontrollgruppe sowie jeweils signifikant 

(p < 0,05) in der RA-Gruppe.  

Während der Basiswert der beiden Gruppen sich an d0 nicht statistisch signifikant unterschied, 

regulierten die CD4+-Zellen der HC-Kontrollgruppe unter Stimulation die Frequenz der GARP+-Zellen an 

d1 und d2 (jeweils p < 0,05) stärker hoch als die RA-Gruppe.   
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3.5.1.2 Anteil der GARP+-Zellen in der CD25- CD4+-Zellpopulation 

 

  

Abbildung 21: Anteil der GARP+-Zellen in der CD25- CD4+-Zellpopulation 

In Abbildung 21 ist dargestellt, dass die Zellen der HC-Gruppe von d0 zu d1 (p < 0,05) und d2 (p = 0,001) 

jeweils einen statistisch signifikanten Anstieg des prozentualen Anteils an GARP+-Zellen zeigten. In der 

RA-Gruppe ließ sich ein solcher Anstieg von d0 zu d1 ebenfalls nachweisen (p < 0,05). Im Vergleich zur 

CD4+-Zellpopulation waren die Anstiege innerhalb der CD25--Zellpopulation etwas geringer ausgeprägt 

sowie die Hochregulation zwischen der HC- und RA-Versuchsgruppe an d1 und d2 nicht signifikant 

verschieden.  

 

3.5.1.3 Anteil der GARP+-Zellen in der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

 

 

Abbildung 22: Anteil der GARP+-Zellen in der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

Abbildung 22 sind die Anteile der GARP+-Zellen in der CD25+ CD4+-Zellpopulation zu entnehmen. Die 

HC-Gruppe zeigte vom Basiswert an d0 zu den Punkten d1 und d2 (jeweils p < 0,001) jeweils einen 
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hochsignifikanten Anstieg der Frequenz der GARP+-Zellen. Ein ebenfalls signifikanter Anstieg ist hier 

auch für die Zellen der RA-Population nachweisbar (p < 0,05 und p = 0,01). Dennoch zeigt sich an d2, 

dass die Werte der HC-Gruppe signifikant (p < 0,01) höher angestiegen waren als die der RA-Gruppe.  

Insgesamt lässt sich darüber hinaus deutlich ablesen, dass sowohl der Anstieg der GARP-Expression als 

auch das generelle Niveau der Frequenz der GARP+-Zellen innerhalb der CD25+ CD4+-Zellpopulation 

weit höher lagen als in den CD4+- und CD25- CD4+-Zellpopulationen. 

 

3.5.2 GARP-MFI  
 

Nach Erhebung eines Basiswertes an d0 wurden die MFI (Mean Fluorescence Intensity, mittlere 

Fluoreszensstärke) -Werte der drei kultivierten Zellpopulationen auch an d1 und d2 erhoben, um zu 

untersuchen, inwieweit die Zellen der jeweiligen Population im Laufe der Stimulation mehr 

Fluoreszenzaktivität aufweisen, was einer vermehrten Oberflächenexpression des GARP-Proteins 

entspricht.  

 

3.5.2.1 GARP-MFI der CD4+-Zellpopulation  

 

 

Abbildung 23: GARP-MFI der CD4+-Zellpopulation 

In Abbildung 23 sind die MFI-Werte von HC- und RA-Gruppe im Verlauf der 48-stündigen Stimulation 

dargestellt. Insgesamt zeigten die Zellen der CD4+-Zellpopulation sowohl in der HC- als auch der RA- 

Gruppe einen Anstieg der GARP-MFI, dieser Anstieg war aber nur in der HC-Gruppe zwischen d0 und 

d2 signifikant (p < 0,05) nachweisbar.  

Die beiden Versuchsgruppen unterschieden sich an keinem der einzelnen Versuchstage signifikant 

hinsichtlich der GARP-MFI.  
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3.5.2.2 GARP-MFI der 25- CD4+-Zellpopulation  

 

 

Abbildung 24: GARP-MFI der 25- CD4+-Zellpopulation 

Abbildung 24 zeigt die GARP-MFI der CD25-CD4+-Zellpopulation während der Versuchstage d0, d1 und 

d2. Die MFI blieb über den Versuchszeitraum konstant, es zeigte sich keine signifikante Veränderung 

der GARP-MFI. Ebenso zeigte sich kein Unterschied in der GARP-MFI beim Vergleich von RA- und HC-

Gruppe.  

 

3.5.2.3 GARP-MFI der 25+ CD4+-Zellpopulation 

 

 

Abbildung 25: GARP-MFI in der 25+ CD4+-Zellpopulation 

Wie aus Abbildung 25 zu entnehmen ist, zeigten die Zellen der CD25+ CD4+-Population von HC- und RA-

Gruppe einen Anstieg der GARP-MFI ab dem Basiswert von d0.  
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Während in der HC-Gruppe von d0 zu d1 sowie von d0 zu d2 (jeweils p < 0,001) ein konstanter und 

hochsignifikanter Anstieg nachweisbar war, zeigte die CD25+ CD4+-Population der RA-Gruppe einen 

Anstieg der GARP-MFI von d0 zu d1, von d1 zu d2 jedoch wieder einen leichten Abfall der MFI. Weder 

der Anstieg von d0 zu d1 oder von d0 zu d2 noch der Abfall von d1 auf d2 waren statistisch signifikant.  

An d2 unterschieden sich die GARP-MFI-Werte von HC- und GARP-Gruppe signifikant (p < 0,05) 

voneinander.   

 

3.5.3 GARP-MFI der GARP+-Zellen 
 

Um die GARP-MFI der Zellen noch näher zu betrachten, erfolgte durch Gating auf die Subpopulation 

der GARP+-Zellen innerhalb der jeweiligen Zellpopulation eine Subanalyse, die nur die Veränderung 

der Stärke der GARP-Expression auf denjenigen Zellen zeigt, die GARP auch tatsächlich exprimieren. 

Bedingt durch dieses Gating wurde der Basiswert an d0 per Konvention als Startpunkt 0 definiert. 

Grund hierfür war die an d0 zu geringe Anzahl an GARP+ Zellen, sodass hier kein valider Wert abgeleitet 

werden konnte. Aufgrund dieser Vorgehensweise erfolgte hier die statistische Testung ohne 

Berücksichtigung der Werte von d0. 

 

3.5.3.1 GARP-MFI der GARP+ CD4+-Zellpopulation  

 

 

Abbildung 26: GARP-MFI der GARP+ CD4+-Zellpopulation 

Abbildung 26 zeigt, dass ausgehend vom (hier analysebedingten) Basiswert 0 an d0 die GARP+-Zellen 

von HC- und RA-Gruppe jeweils eine Hochregulation der GARP-MFI zu den Werten von d1 und d2 

zeigten. Die Hochregulation zwischen d1 und d2 war in beiden Versuchsgruppen signifikant 

nachweisbar (HC: p < 0,01; RA: p < 0,05). 

Zwischen den beiden Versuchsgruppen gab es dabei aber keine signifikanten Unterschiede in der 

Menge an exprimiertem GARP auf GARP+ CD4+-Zellen.  

0

2

4

6

8

10

12

14

d0 d1 d2

M
FI

GARP-MFI der GARP+ CD4+-Zellpopulation

HC (n=27) RA (n=9)

_____**_____
_____*______



Ergebnisse 

48 | 

3.5.3.2 GARP-MFI der GARP+ CD25+ CD4+-Zellpopulation 

 

 

Abbildung 27: GARP-MFI der GARP+ CD25+ CD4+-Zellpopulation 

Abbildung 27 zeigt verglichen mit Abbildung 26 eine identische Kinetik der Werte. Die Hochregulation 

der GARP-MFI von d1 zu d2 ließ sich hier allerdings nicht statistisch signifikant nachweisen.   

 

3.5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur GARP-Oberflächenexpression 
 

Weder der Anteil GARP+-Zellen, noch die GARP MFI unterschied sich an d0 signifikant zwischen HC- 

und RA-Gruppe.  

Nach Stimulation der an d0 isolierten Zellpopulationen erfolgte sowohl in der HC- als auch der RA- 

Versuchsgruppe eine Hochregulation von GARP. Diese Hochregulation ließ sich sowohl in Form einer 

Zunahme von GARP+-Zellen, insbesondere der CD25+ CD4+-Zellpopulation, aber auch in schwächerer 

Form der CD4+-Zellpopulation nachweisen. Auf CD25- CD4+-Zellen konnte diese Entwicklung nicht mehr 

in ähnlichem Umfang nachgewiesen werden. Obwohl sowohl HC- als auch RA-Gruppe jeweils ähnliche 

Kinetik zeigten, war die Zunahme an GARP+-Zellen unter Stimulation in der HC-Gruppe stärker 

ausgeprägt.  

Die MFI-Werte der CD4+ sowie der CD25- CD4+-Zellpopulation wiesen im Verlauf der Zellstimulation 

kaum nachweisbare Veränderungen auf. Die Zellen der CD25+ CD4+-Zellpopulation exprimierten 

jedoch sowohl in der HC- als auch der RA-Gruppe im Verlauf deutlich stärker GARP auf der 

Zelloberfläche.  

Die Zunahme der GARP-MFI ließ sich auch in einer Subanalyse der Zellpopulationen der GARP+ CD4+- 

sowie GARP+ CD25+ CD4+-Zellen nachweisen.   
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse  
 

Für die vorliegende Studie wurden Serumproben, Zellproben von CD4+-, CD25- CD4+- sowie CD25+ CD4+- 

Zellpopulationen von insgesamt 9 RA-Patienten und 27 HC-Kontrollen isoliert. Die HC- und RA-Gruppen 

unterschieden sich bezüglich Alters- und Geschlechtsverteilung nicht signifikant. Die Zellpopulationen 

wurden über insgesamt 48 h kultiviert und stimuliert. Gemessen wurde die Serum-miR-Expression an 

d0 sowie die zellulär exprimierte miR-146a, miR-155, miR-223, miR-142-3p und GARP-mRNA an d0, d1 

und d2 des Versuchs. Ebenso wurde an d0, d1 und d2 die Expression von GARP auf den Zellen 

gemessen.   

Das Expressionsniveau der miR-146a in T-Zellen der RA-Patienten war, insbesondere in CD25+ CD4+-

Zellen hochsignifikant nachweisbar, an allen drei Messzeitpunkten niedriger als bei der HC-

Kontrollgruppe. Die miR-146a zeigte bei CD25- CD4+- und CD25+ CD4+-Zellen eine verminderte 

Expression an d1 und d2 im Vergleich zu d0.  

Die Zellen der RA-Patienten zeigten eine geringere Hochregulation von miR-155 als die Zellen der HC-

Kontrollgruppe. Die miR-155 zeigte bei allen untersuchten Zellpopulationen eine deutliche Zunahme, 

welche im zeitlichen Verlauf im Vergleich statistisch nachweisbar war.  

Für die Untersuchung der miR-223 waren weder im zeitlichen Verlauf innerhalb der Versuchsgruppen 

noch zwischen der RA- und HC-Gruppe statistisch signifikante Unterschiede nachweisbar.  

Die Expression der miR-142-3p zeigte von d0 zu d1 und d2 eine Herabregulation in allen 

Zellpopulationen der HC-Versuchsgruppe. Bei den RA-Patienten dagegen stieg die Expression in CD25+ 

CD4+-Zellen an d1 an, bevor sie an d2 wieder abfiel. Es zeigte sich deskriptiv eine etwas höhere 

Expression von miR-142-3p in der CD25+ CD4+-Zellpopulation der RA-Patienten als bei der HC-

Kontrolle, es konnten jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.  

Die miR-146a war im Serum der RA-Patienten in geringerer Menge vorhanden als bei den HC-

Kontrollen, auch hier waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Anders zeigte sich die Serum-

miR-155, die, im Gegensatz zu den intrazellulär gemessenen Mengen bei RA-Patienten, stärker 

exprimiert war. Ebenso wurde die Serum-miR-223 in der HC-Gruppe signifikant stärker exprimiert. Bei 

der Untersuchung der Serum-miR-142-3p zeigte die RA-Gruppe, wie bereits bei der Untersuchung der 

intrazellulären miR, eine leicht erhöhte miR-Expression. Auch im Serum war diese jedoch nicht 

signifikant nachweisbar. 

Auf der Ebene der mRNA-Expression zeigten die CD25+ CD4+-Zellen einen deutlich stärkeren Anstieg 

an GARP-mRNA als die CD25- CD4+-Zellen. Es ließen sich im Vergleich von RA- und HC-Gruppe keine 

signifikanten Unterschiede finden.  

Unter Stimulation kam es bei CD25+ CD4+-Zellen zur Hochregulation des Anteils von GARP+-Zellen sowie 

zu einem Anstieg der GARP-MFI. Diese Hochregulation konnte sowohl in der Gesamtzellpopulation der 

CD25+ CD4+-Zellen, als auch für die GARP+-Zellen innerhalb der Population gezeigt werden. Sie ließ sich 

darüber hinaus auch bei CD4+-Zellen nachweisen, bei CD25- CD4+-Zellen war sie hingegen nicht 

eindeutig nachweisbar.  

Bei der Messung der GARP-Expression auf den Zellen zeigte sich an d0 kein Unterschied zwischen HC- 

und RA-Gruppe in der Proteinexpression. Trotz vergleichbarer Kinetik der Hochregulation von GARP in 

RA- und HC-Gruppe fiel die Hochregulation bei der RA-Gruppe signifikant niedriger aus als in der HC-

Gruppe.  
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4.2 Diskussion der Methoden  

4.2.1 Einschluss der Versuchspersonen 
 

Der Einschluss von Versuchspersonen in die Studie erfolgte anhand der derzeit üblichen Standards zur 

frühen Klassifikation der Rheumatoiden Arthritis durch den EULAR/ACR Score aus dem Jahr 2010. 

Darüber hinaus wurden auch Patienten in die Studie rekrutiert, bei denen von erfahrenen klinischen 

Rheumatologen die Diagnose einer RA gestellt und eine Methotrexat-Therapie eingeleitet wurde.   

Die mangelnde Spezifität der EULAR/ACR 2010 Klassifikationskriterien wurde durch eine zweite 

Analyse der Patientenakten nach Abschluss der experimentellen Versuchsphase kompensiert, in der 

Patienten, bei denen sich die Erstdiagnose einer RA nicht eindeutig bestätigen ließ, von der 

Auswertung ausgeschlossen wurden. Eine methodische Stärke der vorliegenden Arbeit ist daher die 

Rekrutierung eines homogenen Patientenkollektivs, bei dem sich auch im Follow-up die Diagnose einer 

RA bestätigen ließ.   

Die Auswahl der HC-Kontrollgruppe orientierte sich an der Geschlechts- und Altersverteilung der 

rekrutierten RA-Patienten. Es wurde versucht, durch Matching nach Alter und Geschlecht von einer 

ausreichend großen Zahl gesunder Probanden (Verhältnis n(RA) : n(HC) = 1 : 3) objektive Daten zu 

generieren. Auch in der RA-Testgruppe wurde initial eine höhere Fallzahl angestrebt. Nachdem aber 

nur Patienten mit initial sehr wahrscheinlicher RA in die Studie rekrutiert wurden und im Rahmen der 

bereits erwähnten, nachträglichen Evaluation des Krankheitsverlaufs ein Dropout von 50 % der initial 

rekrutierten Patienten zustande kam, konnten letztendlich zur Datenauswertung nur die Werte von 

insgesamt neun RA-Patienten herangezogen werden.  

Trotz des geringen Stichprobenumfangs generierten die Experimente jedoch Daten, die teils 

hochsignifikante Ergebnisse lieferten und damit zur Beantwortung der im Rahmen dieser Arbeit 

behandelten Forschungsfragen einen wichtigen Beitrag leisteten.  

In einigen Bereichen zeichneten sich anhand der erhobenen Daten bereits gewisse Trends ab, die sich 

möglicherweise bei zu geringer Fallzahl nicht statistisch belegen ließen.  Gerade diese Daten könnten 

als Grundlage der Hypothesen-Generierung für weitere Forschungsvorhaben an größeren Kollektiven 

genutzt werden. Hier wäre beispielhaft die Untersuchung der Serum-miR-Expression zu nennen, die 

sich hervorragend zur Testung an großen Patientenkollektiven eignen würde, zumal vergleichsweise 

wenig Untersuchungsmaterial nötig ist und die Aufbereitung der Proben technisch einfach realisierbar 

wäre. 

 

4.2.2 Zellisolation  
 

Zur Isolation der gewünschten Zellpopulationen der CD4+-, CD25- CD4+- sowie CD25+ CD4+-Zellen war 

ein aufwändiges Vorgehen in vier Teilschritten notwendig: Die Isolation von PBMC-Zellen mit Hilfe der 

Ficoll-Dichtegraduierung, die Isolation von T-Lymphozyten durch Rosettierung mit Schafserythrozyten, 

erneute Dichtegraduierung und anschließende hypertone Zelllyse sowie anschließend zwei MACS-

Selektionen (Negativselektion von CD4+-, Negativ/Positivselektion von CD25- CD4+- und CD25- CD4+- 

Zellen).   

Bereits durch das aufwändige Vorgehen wird deutlich, dass versucht wurde, die untersuchten CD25+ 

CD4+-Zellen in maximaler Ausbeute und gleichzeitig größtmöglicher Reinheit zu isolieren. Insgesamt 

ließ sich so üblicherweise eine Reinheit von ≥ 85 % CD25+ CD4+- Zellen in der Population erreichen, was 
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für eine insgesamt ausreichend exakte Trennung der Zelltypen spricht. Eine weitergehende 

Aufreinigung der zu analysierenden Zelltypen wäre theoretisch zwar wünschenswert und technisch 

möglich (z.B. anhand FACS-basiertem Zellsorting), hierzu ist jedoch kritisch anzumerken, dass 

einerseits zwar die Reinheit der Zellen gesteigert werden könnte, gleichzeitig aber die Zellausbeute bei 

Weitem nicht vergleichbar mit der verwendeten MACS-Separation gewesen wäre. Gerade, da die 

Menge an isoliertem Zellmaterial bei einer zahlenmäßig eher kleinen T-Zellpopulation wie Tregs eine 

erwartbare technische Herausforderung darstellte, wurde daher die gegebene Reinheit zu Gunsten 

der Zellausbeute toleriert.  

Trotz des beschriebenen Vorgehens waren häufig die Absolutzellzahlen ein limitierender Faktor der 

Analysen: Bedingt durch das begrenzte Blutprobenvolumen war es gerade bei Patienten mit geringer 

Leukozytenzahl nicht möglich, ausreichend Probenmaterial für alle Einzelanalysen des 

Versuchsaufbaus zu gewinnen. Während für das FACS-Oberflächenstaining vergleichsweise geringe 

Zellzahlen benötigt wurden, waren insbesondere die Analysen auf RNA-Ebene durch die isolierten 

Zellmengen limitiert.  

Für weitergehende Untersuchungen der Thematik wäre daher gegebenenfalls ein modifizierter 

Versuchsaufbau nötig:  In einem zweiarmigen Ansatz könnte jeweils die Messung der GARP- 

Oberflächenexpression erfolgen, die Erhebung von GARP-mRNA und der untersuchten miRs sollte 

getrennt durchgeführt werden, um jeweils ausreichend Probenmaterial zu generieren. Eine weitere 

Möglichkeit, die Ausbeute an isolierten CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-Zellen zu steigern, wäre, auf die 

getrennte Kultivierung der CD4+-Zellpopulation zu verzichten. Dazu ist allerdings kritisch anzumerken, 

dass durch ein solches Vorgehen die Ausbeute an CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-Zellen zwar geringfügig 

steigerbar wäre, jedoch um den Preis des Verlusts der CD4+-Zellpopulation als Vergleichspopulation im 

FACS-Oberflächenstaining, weshalb dieser Ansatz nicht verfolgt wurde.  

 

4.2.3 RNA-Untersuchungen 
 

Alle RNA-Untersuchungen wurden mit Hilfe von kommerziell erhältlichen Kits realisiert. Sämtliche 

Messungen wurden in Form von Duplikaten realisiert. Die Normierung erfolgte jeweils auf endogen 

konstitutiv exprimierte „houseceeper“ von mRNA (Cyclophillin) und RNUs (RNU6b, RNU48) sowie im 

Falle der Serum-miR auf die zu Beginn der Serum-miR-Extraktion zugegebene miR-39, um die relative 

Expression der untersuchten RNAs wiederzugeben. Durch die so durchgeführte Normierung wurden 

die Ergebnisse unabhängig von Unterschieden in der Menge der asservierten Zellen und auch der 

Menge an extrahierter RNA.  

Sofern die Quantifizierung der RNAs aufgrund der Notwendigkeit zusätzlicher Zwischenschritte nicht 

direkt erfolgen konnte, wurde die Reaktion der Zwischenschritte getrennt bestätigt: nach reverser 

Transkription der RNA zu cDNA erfolgte eine Gelelektrophorese des amplifizierten Cyclophillin-Gens 

als Qualitätskontrolle, um die Reaktion zu überprüfen. Nur wenn die Bande in der Gelelektrophorese 

für alle Reaktionsansätze sichtbar war, wurde das revers transkribierte Material weiterverwendet, 

ansonsten wurde die reverse Transkription wiederholt.  

Die quantitative Real-Time-PCR stellt seit Jahren das Standardverfahren zur Messung von Nukleotid 

und Nukleosidsequenzen dar. Auch aufgrund der Qualitätskontrollen, die zur Validierung und 

Normalisierung verwendet wurden, sowie der Tatsache, dass spezifische, kommerziell erhältliche Kits 

zur Vorbereitung und Messung der Proben verwendet wurden, können die erhobenen RNA-Daten als 

ausreichend reliabel angesehen werden.    
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4.2.4 FACS-Durchflusszytometrie 
 

Sowohl die Reinheit der gewonnenen Zellpopulationen als auch die Oberflächenexpression des 

untersuchten GARP wurde mit Hilfe von FACS-Durchflusszytometrie erhoben. Zur Reinheitskontrolle 

wurden hier die Oberflächenantigene CD3, CD4 und CD25 bestimmt. Zellen mit CD25+ CD4+-

Antigenexpression wurden wie in diversen anderen Publikationen [19, 28, 32, 135] auch für diese 

Arbeit als Tregs gewertet. Allerdings konnte, wie bereits in 1.1.2 und 2.10 ausführlich ausgeführt, 

nachgewiesen werden, dass Foxp3 als Transkriptionsfaktor die Treg-Population noch eindeutiger 

definiert als deren Oberflächenantigen-Expressionsprofil [37-40]. Zugunsten der technischen 

Realisierbarkeit wurde diese methodische Limitation dennoch in Kauf genommen und der 

Zellcharakterisierung anhand von Oberflächenproteinen der Vorzug vor einer intrazellulären Foxp3-

Bestimmung gegeben. Das zusätzliche, intrazelluläre FACS-Staining hätte zu große Probenmengen 

erfordert, die stattdessen für die Durchführung der molekularbiologischen Untersuchungen benötigt 

wurden.   

Auch eine Reihe weiterer Moleküle wurde in der Vergangenheit bereits zur Charakterisierung des 

Phänotyps von Tregs herangezogen [34]. Um die Zellpopulation bei guter experimenteller 

Adressierbarkeit noch enger eingrenzen zu können, wäre für weitere Forschungsvorhaben 

beispielsweise die zusätzliche standardmäßige Miterfassung des CD127- und/ oder CTLA-4-Moleküls 

geeignet. Damit könnten neben der Messung von CD3, CD4 und CD25 als Reinheitskontrolle weitere 

Oberflächenmoleküle erfasst werden (statt des nur aufwändig bestimmbaren intrazellulären Foxp3), 

von denen bereits gezeigt wurde, dass ihre Expression invers mit der intrazellulären Foxp3-Expression 

korreliert [74, 142, 143] beziehungsweise funktionell für die Tregs relevant ist [49, 144].  

Stichprobenkontrollen der CD127-Expression zeigten jedoch ebenfalls eine ausreichende Reinheit der 

isolierten Zellpopulationen. Dies liegt mit großer Wahrscheinlichkeit in der verwendeten Methode zur 

Zellisolation begründet, da bei der MACS-Isolation der CD4+-Zellpopulation bereits CD127high-Zellen 

durch biotinylierte Antikörper gebunden und durch die anti-Biotin-Microbeads ausselektiert werden 

(vgl. hierzu Herstellerangaben und Gebrauchsanweisung des „Regulatory T-cell isolation kit II, human“, 

Miltenyi Biotech).  

 

4.2.5 Datenauswertung 
 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte anhand des Student´s t-Test unter der Annahme einer 

Normalverteilung der Daten. 

Durch Limitierung der statistischen Testung auf die Vergleichstests, die für die Beantwortung der 

Hypothesen relevant waren (nur die Kinetik innerhalb der jeweils untersuchten Versuchsgruppe sowie 

die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu den drei Messzeitpunkten d0, d1 und d2 wurden 

getestet) wurde versucht α-Fehler zu minimieren, eine Korrektur des p-Wertes für multiples Testen 

wurde nicht durchgeführt.   
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4.3 Diskussion der Ergebnisse  

4.3.1 RNA-Untersuchungen 

4.3.1.1 miR-Expression 

4.3.1.1.1 miR-146a und miR-155 

 

Die miR-146a, miR-155 und miR-223 sind bekanntermaßen an der Regulation von angeborenem und 

erworbenem Immunsystem beteiligt [145]. Eine veränderte Expression der miR-146a und miR-155 war 

im Kontext der RA bereits längere Zeit für verschiedene Zellen, beispielsweise Fibroblasten oder 

Synovialgewebe, bekannt [119].  

Die vorliegenden Daten zur miR-Expression zeigen, dass die T-Zellen der RA-Patienten bei 

Probennahme weniger miR-146a und miR-155 als die HC-Vergleichskontrollen exprimierten. Dieser 

Unterschied war für die miR-146a in der CD25- CD4+-Zellpopulation, anders als in der CD25+ CD4+-

Zellpopulation, zwar nicht statistisch signifikant, trotzdem aber angedeutet sichtbar.  

Unter T-Zell-Stimulation war die verminderte miR-146a-Expression in CD25+ CD4+-Zellen von RA-

Patienten noch deutlicher nachweisbar. Die Daten deuten darauf hin, dass insbesondere CD25+ CD4+-

T-Zellen, möglicherweise aber auch CD25- CD4+-T-Zellen von RA-Patienten im aktivierten Zustand 

weniger miR-146a exprimieren als die Zellen gesunder Probanden.  

Die miR-155 wurde in RA-Zellen (in beiden Zellpopulationen, CD25- CD4+- und CD25+ CD4+-Zellen) 

bereits bei Probenentnahme in signifikant niedrigerer Menge exprimiert. Wie bereits bekannt [58], 

regulierten sowohl die HC- als auch RA-Zellen die Expression der miR-155 hoch, dennoch blieb die in 

RA verminderte miR-155-Expression auch nach der 48-stündigen T-Zell-Stimulation in der Population 

der CD25+ CD4+-Zellen noch signifikant nachweisbar.  

Einige andere Studien hatten, im Widerspruch zur vorliegenden Arbeit, eine Hochregulation für miR-

146a und miR-155 im Kontext der RA gezeigt. In den Publikationen wird miR-146a generell als anti-, 

miR-155 dagegen als proinflammatorisch angesehen. [55, 129, 132, 146, 147] 

Um die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in den Kontext der vorhandenen Studien einzuordnen, 

werden im Folgenden einige Publikationen detailliert betrachtet:     

Eine Veröffentlichung von Stazcyk et al. zeigte die Hochregulation der beiden miRs (miR-146a und miR-

155) bei RA-Patienten im Vergleich zu Patienten mit Arthrose (OA = Osteoarthritis, Arthrose) [119].  

Die Fallzahlen dieser Arbeit waren allerdings mit maximal sieben eingeschlossenen Patienten generell 

geringer als im Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit.  

Noch entscheidender ist jedoch die Tatsache, dass sich die Publikation auf die Analyse an 

Synovialgewebe beschränkte.  

Darüber hinaus geht die Studie nicht auf die Möglichkeit ein, dass die Ergebnisse durch die Wahl von 

OA-Patienten als Kontrollgruppe verfälscht sein könnten: Obwohl die OA als chronisch degenerative 

Verschleißerkrankung zweifelsohne primär von anderer Pathogenese als die inflammatorische Genese 

im Setting der RA ist, kann auch bei OA das Vorhandensein einer sterilen Inflammation generell nicht 

ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund eignen sich Patienten mit OA auch nur begrenzt als 

Kontrollgruppe zur RA. Gesunde Probanden wurden nicht als Kontrollen herangezogen, mutmaßlich 

weil sich hier die invasive Gewinnung von Synovialgewebe ethisch nur schwer rechtfertigen ließe. [119] 

Eine andere Untersuchung zur miR-155 zeigte in Atopischer Dermatitis, dass die miR in Hautgewebe, 

das aus Läsionen entnommen worden war, stärker exprimiert wurde als in unauffälligen Hautregionen 

[148]. Darüber hinaus konnten die Autoren nachweisen, dass die Hochregulation der miR-155 auf der 

Expression der miR in T-Zellen beruhte. Obwohl in der Arbeit auch Tregs untersucht wurden, liefert die 
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Publikation keine Daten zur Frage, ob die miR-155 in gleicher Weise in CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-

Zellen exprimiert wurde.  

Weiterhin erfolgte in der Studie nur die Untersuchung solider Gewebe und keine Testung von 

Blutproben, weshalb die Daten nur schwer mit den vorliegenden Ergebnissen verglichen werden 

können.  

Die Publikation ist dennoch auch für die chronische Inflammation im Allgemeinen sowie die RA im 

Speziellen beachtenswert, weil die Studie im Kontext der Atopischen Dermatitis mit der Suppression 

von CTLA-4 einen wichtigen Mechanismus identifizieren konnte, über den die T-Zellproliferation durch 

miR-155 beeinflusst wird. [148] 

In einer weiteren Veröffentlichung zur miR-146a-Expression in Synovialgewebe von Nakasa et al. 

wurde lediglich die Expression am Tag der Gewebeentnahme erfasst, die Studie umfasst darüber 

hinaus nur fünf Patienten mit einer einzigen gesunden Kontrolle [118]. Diese Veröffentlichung zeigt 

bezüglich der miR-Expression in T-Zellen, nachgewiesen durch in-situ-Hybridisierung, dass CD3+-Zellen 

die miR-146a exprimieren.  

Dadurch werden die vorliegenden Daten insofern bestätigt, dass auch hier eine Expression von miR-

146a sowohl in CD25+ CD4+- als auch CD25- CD4+-Zellen nachgewiesen werden konnte. Eine 

detailliertere Subanalyse der T-Zell-Populationen erfolgte in der Arbeit von Nakasa et al. jedoch nicht, 

ebenso wird lediglich die in-situ-Hybridisierung und damit keine Quantifizierung der miR gezeigt. [118] 

Eine Studie mit 16 eingeschlossenen RA-Patienten untersuchte die miR-Expression in PBMC-Zellen. 

Hierbei fanden die Autoren Pauley et al. im Vergleich zu HC, aber auch zu anderen 

Erkrankungsentitäten, in RA eine erhöhte miR-146a- und miR-155-Expression vor. [130]  

Verglichen mit der vorliegenden Arbeit erfolgte die Auswahl der Patienten auch bei Pauley et al. zwar 

anhand der ACR Klassifikationskriterien für RA, allerdings wurde nicht zwischen behandelter und 

unbehandelter RA differenziert. Die Tatsache, dass bei Einschluss 13 der 16 Patienten bereits eine 

antiinflammatorische Therapie erhielten, kann daher eventuell erklären, dass ein gegensätzlicher 

Trend zu den Ergebnissen dieser Dissertation zu sehen war: Während im Rahmen unserer Studie 

lediglich Patienten mit frisch diagnostizierter, aktiver und noch nicht ärztlich behandelter RA 

eingeschlossen wurden, bildet die Publikation von Pauley et al. hauptsächlich ein Patientengut ab, das 

nicht nur mit rheumatologischen Basistherapeutika wie Methotrexat behandelt wurde, sondern häufig 

sogar Kombinations- oder Biological-Therapeutika erhielt. [130] Es drängt sich daher die Frage auf, ob 

die in der Studie nachgewiesene miR-146a-Hochregulation möglicherweise weniger den generellen 

RA-Pathomechanismus als vielmehr eine Wirkungsweise oder Folge der verabreichten 

pharmakologischen Therapie abbildet.  

Abgesehen von der Auswahl des Patientenkollektivs fällt auf, dass auch diese Studie lediglich die Basis-

miR-Expression bei Entnahme der Zellproben untersucht. Diese Expression entspricht dem Messpunkt 

d0 der vorliegenden Ergebnisse. Hierbei exprimierten die T-Zellen beider untersuchter 

Zellpopulationen von RA-Patienten weniger miR-155, HC- und RA-Gruppe unterschieden sich aber 

bezüglich der miR-146a-Expression nicht.  

Um die Ergebnisse der Publikation um Pauley et al. mit den vorliegenden Ergebnissen zu vergleichen, 

müssen außerdem noch zwei weitere Punkte kritisch betrachtet werden:  

Zum einen wurde mit PBMC-Zellen eine sehr große und relativ inhomogene Zellpopulation für die 

Analysen gewählt.  

Auffällig ist außerdem, dass in der Publikation von Pauley et al. mehrere Proben eines einzigen 

Spenders verwendet wurden, was aus statistischer Sicht zumindest kritisch hinterfragt werden muss. 

 

Eine weitere Veröffentlichung um Li et al. liefert, verglichen mit den bisher genannten Studien, präziser 

vergleichbare Daten für die Fragestellung zur Expression der miR-146a [128]. Es erfolgte hierbei nur 

ein Einschluss von Patienten mit unbehandelter RA, außerdem waren die Fallzahlen mit einem 
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Einschluss von 20 RA-Patienten und 12 HC-Kontrollen im Vergleich zu den bereits genannten Arbeiten 

erheblich größer. Die gewählten Methoden für Zellisolation und Messung der miR waren mit dem 

Versuchsansatz der vorliegenden Arbeit weitestgehend identisch.   

Im Rahmen der Experimente zur vorliegenden Arbeit wurden die Zellen jedoch aus Vollblut statt 

Synovialflüssigkeit isoliert, was möglicherweise erklären kann, dass sich im Rahmen unseres Versuches 

direkt nach Zellisolation keine signifikanten Unterschiede in der miR-146a-Expression zwischen HC- 

und RA-Gruppe nachweisen ließen.  

Unabhängig vom Versuchsaufbau bleibt es allerdings spekulativ, ob die vorliegenden Daten mit 

größerer statistischer Power ebenfalls die von Li et al. gezeigte Überexpression von miR-146a hätte 

zeigen können. 

Bezüglich der Übertragbarkeit der Publikation auf die vorliegenden Ergebnisse muss außerdem mit 

einbezogen werden, dass Li et al. die miR-Expression in der Gesamtheit der CD4+-Zellpopulation 

ermittelten, während in unserem Versuchsansatz durch die Unterteilung der CD4+-Zellen in CD25+ 

CD4+- und CD25- CD4+-Zellen nachgewiesen werden konnte, dass sich die Kinetik innerhalb der CD4+-

Zellen inhomogen verhält. [128] 

Auffällig ist, dass alle bisher genannten Studien, die an Synovialgewebe durchgeführt wurden, die 

relative miR-Expression mit Normalisierung zu Let-7 angeben. Eine schwankende Expression dieser 

internen Kontrolle ist jedoch bereits gezeigt worden [128]. Es entsteht somit eine Verzerrung der 

Ergebnisse durch die Nutzung des instabil exprimierten Let-7 als Kontrolle. [149]  

In der vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grund, statt der alleinigen Normalisierung auf Let-7, 

jeweils eine doppelte Normalisierung auf RNU6b und RNU48 durchgeführt, um stets zwei unabhängige 

Kontrollen zu verwenden. Hierbei zeigten sich tatsächlich meist vergleichbare Trends, allerdings waren 

die Unterschiede in der Expression der jeweiligen miRs teilweise auf verschiedenen Signifikanzniveaus 

statistisch nachweisbar.  

In allen bisher genannten Publikationen wurde auf die Ermittlung einer kompletten Verlaufskinetik der 

miR-Expression in nativen T-Zellen einzelner Spender unter Zellstimulation verzichtet, weshalb 

diesbezüglich keine Vergleichsdaten zu den vorliegenden Ergebnissen abgeleitet werden können. 

Gerade die funktionelle Testung des miR-Expressionsverhaltens von T-Zellen und deren 

Subpopulationen in einer simulierten proinflammatorischen Umgebung ist jedoch zwingend nötig, um 

ein grundlegenderes Verständnis der pathophysiologischen Bedeutung von miRs zu erhalten. Nur 

durch die Erforschung der Kinetik der miR-Expression kann neben der Bedeutung der miRs für die 

quantitative posttranskriptionelle Regulation möglicherweise auch eine Beteiligung an der zeitlichen 

Feinregulation der Proteinexpression nachgewiesen werden.   

Sofern in den genannten Studien eine Zellstimulation durchgeführt wurde, wurden Zelllinien oder 

gepoolte Zellpopulationen mehrerer Spender verwendet. Ein solcher Ansatz ist aus technisch-

experimenteller Sicht durchaus sinnvoll, da die Zellkultur und Stimulation von T-Zellen aus 

Vollblutproben eines einzelnen Spenders aufgrund der geringen Zellzahlen und niedriger 

Proliferationsraten nativer T-Zellen anspruchsvoll und nicht in allen Fällen möglich sind. Gerade 

aufgrund der Unterschiede zwischen so generierten Daten und der tatsächlichen Expression in vivo 

sollten Ergebnisse, die in Zelllinien generiert wurden, allerdings nicht unkritisch auf die Verhältnisse im 

physiologischen oder pathophysiologischen Kontext übertragen werden.  

Abschließend bleibt zusammenzufassen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in 

Zusammenschau mit der bisherigen Forschungslage deutliche Hinweise darauf liefern, dass die miR-

146a und miR-155 in Tregs von RA-Patienten dereguliert sind.  

Dies erscheint plausibel, angesichts der für miR-146a bereits identifizierten Targets wie IRAK1, TRAF6 

oder IL-1 und der damit verbundenen pleiotropen Interaktion mit dem TNF- und NF-κB-Signalweg [125, 

150].  
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Außerdem konnte für miR-146a eine deutliche Überexpression in den IL-17 produzierenden Zellen 

gezeigt werden, die eine entscheidende Rolle im RA-Pathomechanismus einnehmen [151]. Dass 

sowohl die Arbeit von Pauley et al. [130] als auch Mitglieder des Rheumaforschungslabors am KUM 

[131]  jedoch nachweisen konnten, dass TRAF6 und IRAK1 in Patienten und Kontrollen trotz 

unterschiedlicher miR-Expression in gleichem Maß exprimiert werden, zeigt, dass die Interaktionen 

der miR-146a in der Immunregulation noch umfangreicher sind als bisher angenommen.  

Die miR-146a bildet daher auch für die weitere Forschung ein wichtiges Tätigkeitsfeld. Möglicherweise 

kann der Vergleich verschiedener inflammatorischer Entitäten dabei helfen, die komplexen 

Wirkmechanismen der miR-146a zu entschlüsseln und weitere, klinisch relevante, Targets zu 

identifizieren.   

Ähnlich stellt sich die Situation im Fall der miR-155 dar, deren Involvierung in inflammatorische 

Vorgänge sowie die Gelenkzerstörung durch Matrixmetalloproteasen bereits bekannt war [119, 134, 

152-154]. Auch eine Hochregulation der miR-155 in Immunzellen durch Inflammation war bereits 

beschrieben worden [155], ebenso wie eine Deregulation im autoimmunen Kontext [134, 148].  Die 

miR-155 konnte in verschiedenen Publikationen mit wichtigen Targets, beispielsweise CTLA-4, das die 

Aktivität von Effektor T-Zellen herunterreguliert [148], dem TNFα- [156] sowie TLR/IL-1-Signalweg in 

Verbindung gebracht werden, den die miR im Sinne eines Negativfeedbacks herunterregelt [157]. 

Nichtsdestotrotz sind auch für die miR-155 noch nicht alle biologischen Targets identifiziert und 

insbesondere die Relevanz der Interaktionen noch nicht geklärt. Fest steht, dass die miR-155 

grundsätzlich an der Feinsteuerung und zeitlichen Koordination inflammatorischer Reaktionen 

beteiligt ist. [158]  

Die vorliegende Arbeit weist in RA eine verminderte miR-155-Expression, insbesondere in CD25+ CD4+-

Zellen nach. Diese Tatsache ist auch und gerade deshalb von besonderer Bedeutung, weil eine 

Regulation der miR-155 durch Foxp3 als zentralem Transkriptionsfaktor der Tregs nachgewiesen 

worden ist [122, 133]. Die vorliegenden Ergebnisse könnten daher ein Hinweis darauf sein, dass die 

Tregs in RA durch aberrante miR-155-Expression fehlreguliert werden und diese Fehlregulation 

möglicherweise in einer Veränderung des zentralen Treg-Transkriptionsfaktors Foxp3 begründet liegt. 

Weitere Forschung, insbesondere zur Korrelation zwischen Foxp3-Expression und miR-155-Expression 

im Kontext der RA, wäre daher unabdingbar, da die Foxp3-miR-155-Interaktion einen 

vielversprechenden Angriffspunkt für molekularbiologische Therapieoptionen darstellen könnte.   

 

4.3.1.1.2 miR-223 

 

Für die Expression der miR-223 konnten keine Unterschiede zwischen HC- und RA-Gruppe gezeigt 

werden. Die vorliegenden Daten konnten somit die Hochregulation der miR, die von anderen 

Arbeitsgruppen im Kontext der RA gezeigt worden war, nicht bestätigen [159, 160].  

Eine Publikation von Fulci et al. hatte durch Microarray-Testung die miR-223 in T-Zellen als potenziell 

dereguliert identifiziert und diese Vermutung anschließend durch Real-Time-PCR bestätigt [159]. Viele 

der eingesetzten Methoden entsprechen weitgehend dem auch für die vorliegende Studie gewählten 

Versuchsansatz, beispielsweise die Normalisierung der miR-Expression zur RNU6b. Auch die Gruppe 

um Fulci schloss Patienten unter DMARD-Therapie oder Biological-Medikation aus der Untersuchung 

aus, um ein homogenes Patientenkollektiv zu generieren. Im Gegensatz zu den Einschlusskriterien der 

vorliegenden Arbeit, die keinerlei ärztliche Vormedikation erlaubten, schloss die Arbeitsgruppe um 

Fulci jedoch auch Patienten mit NSAR- oder Glukokortikoid-Therapie in die Analyse mit ein.  

Weiterhin unterschieden sich die untersuchten Patientenkollektive erheblich bezüglich Alter und 

Erkrankungsdauer.  
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Der relevanteste Unterschied bezüglich des Patientenguts dürfte jedoch in den angewendeten 

Klassifikationskriterien der RA liegen, nachdem für dieser Arbeit die aktuell gültigen ACR/EULAR 2010 

Klassifikationskriterien der RA [104] zugrunde gelegt wurden, während in der von Fulci et al. 

veröffentlichten Studie Patienten nach den ARA/ACR-Kriterien aus dem Jahr 1987 [103] eingeschlossen 

wurden. [159]  

Eine weitere Arbeit von Lu et al. zeigte ebenfalls eine erhöhte miR-223-Expression in humanen T-Zellen 

bei RA [160], wenngleich deutlich niedriger als in der zuvor genannten Arbeit [159]. Die Autoren selbst 

geben hierzu als mögliche Gründe für die differierenden Ergebnisse beider Studien an, dass die 

taiwanesische Forschergruppe nur T-Zellen ohne Differenzierung von T-Zell-Subsets untersucht hatte 

und dass es sich außerdem um RA-Patienten unter Therapie handelte. Der Einschluss der Patienten 

war jedoch auch in dieser Arbeit anhand der RA-Klassifikationskriterien aus dem Jahr 1987 erfolgt 

[103]. 

Ob die Expression der miR-223 bei RA verändert ist, lässt sich derzeit nicht abschließend klären, 

nachdem unsere eigenen Ergebnisse, aber auch eine andere Publikation [161] die erhöhte miR-223- 

Expression nicht reproduzieren konnten. Die Publikation von Smigielska-Czepiel begründet die 

unterschiedliche Datenlage mit einer möglichen inter-Donor-Variabilität. Es bleibt darüber hinaus 

festzuhalten, dass die Patienten für die beiden erstgenannten Studien nach den veralteten 

Klassifikationskriterien rekrutiert wurden, die durch die Neufassung im Jahr 2010 abgelöst wurden.  

Setzt man sich mit den Unterschieden zwischen den ARA/ACR-Kriterien aus dem Jahr 1987 und den 

aktuellen Klassifikationskriterien von ACR/EULAR aus dem Jahr 2010 auseinander (siehe hierzu Tabelle 

1), so stellt man fest, dass die aktuellen Kriterien hauptsächlich auf eine frühe Erstdiagnose der RA 

fokussieren, um frühzeitig eine adäquate Behandlung einleiten zu können. Die ARA/ACR Kriterien sind 

dagegen auf die Diagnose einer manifesten RA ausgelegt.  

Perspektivisch wirft der Vergleich der vorliegenden Arbeit mit den bereits erörterten Publikationen 

daher allerdings die Frage auf, ob die Untersuchung von miR-223 eventuell geeignet wäre, um als 

langfristiger Verlaufsparameter für den Progress der chronischen Inflammation der RA angewendet zu 

werden.    

Die Interaktionen der miR-223 und ihr Effekt auf die Pathogenese der RA wurden insbesondere in 

naiven T-Zellen zum Teil bereits erforscht, allerdings sind die Daten hierzu kontrovers [54]. Relevant 

ist die miR-223 insbesondere deshalb, weil ein Zusammenhang zwischen miR-223-Expression und 

Osteoklastenaktivierung gezeigt werden konnte [162, 163].  

Ungeachtet der genannten Fragestellung einer Eignung von miR-223 als langfristiger 

Verlaufsparameter, zeigen unsere Daten das beachtenswerte Ergebnis, dass trotz T-Zellstimulation die 

miR-223 im kurzfristigen Verlauf eine konstante Expression ohne relevante Kinetik aufweist, was auch 

in einer anderen Studie bestätigt wurde [159].  

Aufgrund dieser Beobachtung wäre beispielsweise die Verwendung der miR-223 für die weitere T-Zell-

Forschung als Bezugs-miR zur Normalisierung denkbar.   

 

4.3.1.1.3 miR-142-3p 

 

Für die miR-142-3p konnte zwischen HC- und RA-Gruppe kein signifikanter Unterschied nachgewiesen 

werden. Die miR-142-3p wurde außerdem auch in den Zellen der CD25- CD4+-Zellpopulation in 

ähnlicher Konzentration exprimiert wie in der CD25+ CD4+- Zellpopulation.  
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Es konnten keine Publikationen gefunden werden, die im Kontext der RA durchgeführt wurden und 

damit einen direkten Abgleich der vorliegenden Ergebnisse ermöglicht hätten. Ein Vergleich der 

Ergebnisse mit Studien zur chronischen Inflammation am Beispiel von Systemischem Lupus 

erythematodes (SLE) bringt ebenfalls keinen zusätzlichen Erkenntnisgewinn: In einer Arbeit wurden 

dendritische Zellen, in einer zweiten Arbeit zwar CD4+-T-Zellen, jedoch ohne Auftrennung in die 

Subpopulationen innerhalb dieser heterogenen Zellpopulation untersucht [117, 164].  

Weiterhin liefern beide Veröffentlichungen im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit keine Aussagen zum 

Verhalten der miR-142-3p-Kinetik in CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-Zellen während simulierter 

Inflammation und sind daher nicht direkt vergleichbar. 

Die vorliegenden Daten zeigen eine verminderte Proteinexpression von GARP auf den Zellen (siehe 

hierzu 3.5). MiRs beeinflussen inflammatorische Prozesse. Es war bereits bekannt, dass immunologisch 

wichtige Proteine, beispielsweise GARP, durch die miR-142-3p posttranskriptionell reguliert werden. 

[70] Außerdem konnte für die miR-142-3p bereits gezeigt werden, dass sie im autoimmunen Kontext, 

insbesondere bei SLE, dereguliert ist [117, 164].  

Die initiale Hypothese einer Überexpression von miR-142-3p, die konsekutiv zum Abbau der GARP-

mRNA und damit zu geringerer GARP Expression auf den Zellen führt [70], musste jedoch verworfen 

werden, nachdem sich HC- und RA-Gruppe zwar in der Proteinexpression (siehe hierzu 3.5), nicht aber 

bezüglich der miR-142-3p-Expression oder Expression der GARP-mRNA (siehe hierzu 4.3.1.3) 

unterschieden.  

Das miR-Expressionsniveau in CD25+ CD4+- und CD25- CD4+-Zellen war vergleichbar. Außerdem konnte 

unter Stimulation eine Herabregulation der miR-142-3p auch in CD25- CD4+-Zellen, trotz deren 

konstant sehr geringen GARP-Expression, gezeigt werden.  

 

Daraus lässt sich zusammenfassend folgern, dass miR-142-3p neben der 

Translationshemmung/Degradation der GARP-mRNA auch in die Regulation weiterer zellulärer 

Vorgänge involviert zu sein scheint. Diese Folgerung wird gestützt durch die Beobachtung, dass miRs 

evolutionär stark konserviert erhalten sind, da komplexe pleiotrope Regulationsnetzwerke nur mit 

konservierten Messengern denkbar sind. [165] 
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4.3.1.2 Serum-miR-Expression 

 

Bei der Untersuchung der Serum-miRs konnten für Serum-miR-142-3p und Serum-miR-146a keine 

Unterschiede zwischen HC- und RA-Gruppe nachgewiesen werden. Die Serum-miR-155 war bei RA-

Patienten erhöht, die Serum-miR-223 erniedrigt nachweisbar.  

Betrachtet man im Vergleich dazu die Daten zur miR-Expression der untersuchten Zellpopulationen, 

so imponiert die Beobachtung, dass die Serum-miR-Daten zur miR-142-3p und miR-146a der 

intrazellulären Situation der CD25- CD4+- Zellpopulation an d0 ähnelt. In beiden Fällen zeigte sich ein 

vergleichbarer Trend, die Unterschiede waren jedoch auf dem gewählten Signifikanzniveau von 5 % 

nicht signifikant nachweisbar.  

Anders verhielt sich die Situation der Serum-miR-155, die wir in RA-Patienten erhöht nachweisen 

konnten. Die miR-155 wurde zum Zeitpunkt der Blutentnahme in den T-Zellen der Patienten aber 

erniedrigt exprimiert. Auch bei Serum-miR-223, die intrazellulär stets eine vergleichbare Expression in 

RA- und HC-Gruppe zeigte, war die Serum-miR vermindert nachweisbar, sodass sich intrazelluläre und 

Serum-miR-Niveaus nicht korrelieren ließen.   

Aus den Daten lässt sich ableiten, dass die Expression von Serum-miR eine eigene Entität darstellt. Sie 

bildet nicht zwingend die intrazelluläre miR-Expression in T-Zellen ab, obwohl T-Zellen als große, 

kerntragende Zellpopulation sicher einen relevanten Anteil zur Serum-miR-Expression beitragen. 

Weiterhin wurde bereits gezeigt, dass eine Überexpression von miR in Zellen auch zu einer Serum-miR-

Überexpression führt [166].  

Diese Beobachtung deckt sich mit aktueller Literatur, die die Serum-miR-Expression als unabhängig 

von intrazellulärer miR-Expression beschreibt [167, 168]. Dass die Serum-miR in kernhaltigen Zellen 

entstanden sein muss, ist aufgrund der Biosynthese von miRNAs evident. Obwohl Chen et al. 

insbesondere die Zellen des Blutes als Herkunft der Serum-miR benennen [137], bleibt aber auch unter 

Berücksichtigung der vorliegenden Ergebnisse unklar, welche eukaryontischen Zellen tatsächlich den 

größten Effekt auf die Serum-miR haben. Das bisherige Verständnis der Regulation von Serum-miR ist 

noch unzureichend und die Mechanismen der Sekretion und Endozytose noch nicht gänzlich 

verstanden [169]. Gerade aufgrund der potenziell therapeutischen Nutzbarkeit stellt die Serum-miR 

jedoch ein höchst relevantes Forschungsfeld dar.   

Serum-miR sind darüber hinaus technisch erheblich leichter erfassbar als intrazellulär exprimierte miR 

[170], sie erweisen sich außerdem als stabil aufgrund ihres Transports in Vesikeln oder der 

Komplexbildung mit Argonaute-2. [169, 171, 172] Dadurch sind Serum-miRs in Proben auch trotz 

mehrfachen Gefrier-Tau-Zyklen noch konstant nachweisbar [173]. Die genannten Eigenschaften 

zeigen, dass der Erforschung von Serum-miR vermehrte Aufmerksamkeit zukommen sollte, um die 

Eignung in Bezug auf die potentielle Nutzbarkeit als Biomarker [137] zu klären.  

Weiterhin muss in dem Zusammenhang auch der Frage nachgegangen werden, inwieweit die Serum-

miR nicht nur diagnostisch und prognostisch relevant sein könnten, sondern ob sie möglicherweise 

auch funktionell am Pathomechanismus der RA beteiligt sind. Theoretisch denkbar wäre 

beispielsweise die parakrine Expression von Serum-miRs durch Zellen oder Gewebe (z.B. Fibroblasten), 

die in anderen Zellen (z.B. Lymphozyten) wirksam werden. [167, 174]   

Die bisherige Literatur zur Serum-miR-Expression in RA zeigt inhomogene Ergebnisse.  

Beim Vergleich von HC-, RA- und OA-Patienten konnten Murata et al. keine Unterschiede in der Serum-

Expression der miR-146a, miR-155 und miR-223 zeigen [173]. Es gelang den Autoren allerdings, die 
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Anzahl schmerzender Gelenke (TJC) sowie die Krankheitsaktivität (anhand DAS28-Score) mit der 

Serum-miR-146a-Expression zu korrelieren.   

Im Gegensatz zum Versuchsansatz der vorliegenden Arbeit mit einmaliger Serumspende erfassten 

Filková [136] et al. ein Follow-up der Patienten über insgesamt 12 Monate und konnten so auch 

Korrelationen zwischen Veränderungen von Serum-miR und klinischen Parametern der Patienten 

erheben. Weiterhin unterschieden die Forscher im Gegensatz zur vorliegenden Studie zwischen früher, 

unbehandelter RA und bestehender RA.  Entgegen unseren Ergebnissen waren hierbei Unterschiede 

in der Serum-miR-146a-Expression zwischen früher, unbehandelter RA und HC nachweisbar, dagegen 

zeigten sich bei Serum-miR-155 lediglich Unterschiede zwischen früher, unbehandelter und etablierter 

RA, jedoch nicht zu den HC. Eine Korrelation der Serum-miR-223 mit CRP und DAS28 konnte auch in 

dieser Publikation gezeigt werden.  

Eine weitere Publikation untersuchte neben der Serum-miR-Expression in SLE auch die Expression in 

RA und fand die Serum-miR-155 und Serum-miR-223 in RA dereguliert vor [175]. Entgegen den 

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigte die Gruppe jedoch auch eine veränderte Serum-miR-146a-

Expression. Weiterhin waren die deregulierten Serum-miR-155 und Serum-miR-223 im Vergleich zu 

den vorliegenden Daten jeweils gegengerichtet verändert.  

Obwohl die verwendeten Methoden (beispielsweise Serumgewinnung aus EDTA-Blut, Vortestung 

mittels eines gepoolten MicroArray-Tests) sich von der Vorgehensweise der vorliegenden Arbeit in 

einigen Punkten unterschieden, sind die Unterschiede zu unseren Daten nicht einzig durch die 

methodischen Unterschiede zu erklären. Denkbar ist neben einer inter-Donor-Variablität auch, dass 

die Patientenkollektive sich hinsichtlich demographischer oder krankheitsspezifischer Merkmale 

relevant unterschieden, was anhand der gezeigten Daten nicht abschließend beurteilt werden kann.  

Obwohl, oder gerade weil die vorliegenden Ergebnisse teilweise deutlich von den Daten der bereits 

erwähnten Publikationen abweichen, können sie zur Hypothesengenerierung für weitere Forschung 

genutzt werden. Insbesondere die Nutzbarkeit von miR und Serum-miR im diagnostischen Kontext 

stehen hierbei aktuell im Fokus. 

Die in der vorliegenden Arbeit für die miR- und Serum-miR-Expression gefundenen Unterschiede 

zwischen HC- und RA-Versuchsgruppe könnten perspektivisch einen Beitrag zur zukünftigen Nutzung 

von miR und Serum-miR als Biomarker leisten. Um eine solche Anwendung zu erwägen, ist jedoch 

zwingend die Validierung der hier gezeigten Daten anhand großer Patientenkollektive nötig. 

Theoretisch wäre die Verwendung als diagnostische oder prognostische Marker jedoch durchaus 

denkbar.  

Die Frage nach der therapeutischen Nutzbarkeit von miR und Serum-miR in dem untersuchten Kontext 

ist derzeit noch nicht zu beantworten. Um miRs auch therapeutisch einzusetzen, ist der Nachweis der 

kausalen Involvierung in die Pathogenese der RA zwingende Voraussetzung. Dieser Nachweis kann 

aufgrund der Methodik in dieser Arbeit nicht erbracht werden, weshalb hier weitergehende Forschung 

nötig sein wird.  

Zudem setzt die therapeutische Nutzung von miR und Serum-miR eine zielgerichtete und zuverlässige 

Applikation voraus, die sowohl pharmakologisch (z.B. durch entsprechende Galenik), als auch 

gentechnisch (z.B. durch Viren als Vektor) Gegenstand aktueller Forschung ist.  
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4.3.1.3 GARP-mRNA-Expression 

 

Auf Ebene der GARP-mRNA zeigten die Zellen der CD25- CD4+-Zellpopulation wie erwartet eine 

konstant sehr niedrige GARP-mRNA-Expression sowie insgesamt deutlich weniger mRNA-Expression 

als die CD25+ CD4+-Zellpopulation. Eine Kinetik war nicht feststellbar, ebenso gab es keine relevanten 

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.  

Anders verhielt sich die GARP-mRNA-Expression in der Zellpopulation der CD25+ CD4+-Zellen. Hier 

zeigte sich eine Hochregulation der mRNA-Expression unter der Zellstimulation in Zellkultur. Die 

Kinetik der Hochregulation war, verglichen mit der GARP-Oberflächenexpression (siehe hierzu 4.3.2), 

in ähnlichem Trend sichtbar, allerdings waren die Daten hier nicht auf vergleichbarem Niveau 

statistisch signifikant wie bei der Messung der Proteinexpression. Gleiches gilt für den Vergleich 

zwischen HC- und RA-Gruppe, der an keinem der Messzeitpunkte signifikant ausfiel.  

Als Erklärung für die Diskrepanz zwischen Oberflächenexpression des Proteins und seiner zugehörigen 

mRNA müssen zwei Punkte berücksichtigt werden:  

Zum Einen war die Datenerhebung zur mRNA erheblich aufwändiger und erforderte mehr 

Probenmaterial als die Messung der Oberflächenproteinexpression (siehe hierzu auch 4.2.2). Aus 

diesem Grund waren die Messungen zur mRNA nicht bei allen Versuchspersonen, bei denen die 

Proteinexpression quantifiziert werden konnte, möglich. Somit ergibt sich für die Versuche auf mRNA-

Basis eine insgesamt geringere statistische Power, um tatsächliche Unterschiede in der Kinetik sowie 

im Vergleich zwischen den Versuchsgruppen generell nachweisen zu können. Um feine Differenzen 

zwischen den beiden Versuchsgruppen statistisch signifikant nachweisen zu können, wäre daher 

möglicherweise die Wiederholung des Experimentes ohne Messung der Oberflächen-

Proteinexpression, dafür aber mit größeren Fallzahlen sinnvoll.  

Als zweiter Punkt muss darüber hinaus aber auch kritisch hinterfragt werden, ob auf mRNA-Ebene 

tatsächlich Daten erwartbar sind, die die GARP-Oberflächenexpression identisch abbilden. Eine rein 

durch Veränderungen auf DNA- und RNA-Ebene bedingte GARP-Oberflächenexpression lässt sich bei 

kritischem Abgleich der Daten von GARP-Oberflächen-FACS-Staining und GARP-mRNA-Quantifizierung 

mit großer Wahrscheinlichkeit ausschließen. Vielmehr weisen die vorliegenden Daten darauf hin, dass 

trotz vergleichbarer GARP-mRNA-Expression die Expression von GARP auf der Zelloberfläche zwischen 

RA-Versuchsgruppe und HC-Kontrollgruppe signifikant unterschiedlich war.  

Aus dieser Feststellung lässt sich auch für die Entität der RA eine Beteiligung der posttranslationalen 

Modifikation des GARP vermuten. Obwohl in der Studie keine quantitativen Daten zur GARP-mRNA- 

Expression gezeigt wurden, sollte hierzu die Publikation zur GARP-Expression in Atopischer Dermatitis 

Beachtung finden, auf die auch in 4.3.2 eingegangen wird. [176] Im direkten Vergleich zu den Daten 

der vorliegenden Arbeit erscheint die Veröffentlichung hoch relevant, nachdem die Autoren eine 

posttranslationale Veränderung des GARP-Proteins in der Patientengruppe nachweisen konnten. Die 

gefundene Veränderung beruhte hierbei auf einer Punktmutation und der konsekutiv veränderten 

Proteinfaltung. Diese veränderte Proteinstruktur führt zu einer intrazellulären Akkumulation statt zur 

Oberflächenpräsentation von GARP. Ein solcher Mechanismus wäre ein möglicher Erklärungsansatz, 

um die im Rahmen unseres Experimentes gefundene Konstellation aus signifikant differierender 

Oberflächenexpression des GARP trotz vergleichbarer intrazellulärer GARP-mRNA-Mengen 

ausreichend zu erklären. 

Ebenso wären jedoch theoretisch auch andere Mechanismen, die die Oberflächenexpression eines 

Proteins posttranslational bedingen, vorstellbar. Denkbar wäre beispielsweise ein beschleunigter 

Abbau von GARP, der trotz identischer mRNA-Level und identischer Proteinproduktion letztendlich im 
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steady-state zu einem niedrigeren Expressionsniveau des GARP-Proteins auf T-Zellen der RA-Patienten 

führen würde.   

Dass die verminderte GARP-Präsentation auf der Zelloberfläche einen Beitrag zur Pathogenese der RA 

leistet, konnten wir anhand unserer Daten zeigen (siehe hierzu 3.5). Zur Testung der geschilderten  

Forschungshypothesen würden allerdings umfangreiche weitere Versuche nötig sein: Für einen 

stringenten Nachweis der genannten Theorien müssten sowohl bei RA-Patienten als auch HC-

Kontrollen jeweils die intrazelluläre Expression, die GARP-Oberflächenexpression und auch der 

gesamte Proteinumsatz (beispielsweise durch radioaktive Proteinmarkierung) erfasst werden. Sollte 

sich hier tatsächlich ein Unterschied in der Proteinverteilung oder dem Proteinumsatz nachweisen 

lassen, wäre es sinnvoll, die weitere Forschung sowohl auf Proteinstruktur-Ebene, als auch auf DNA-

Ebene weiter zu verfolgen, um die Zusammenhänge zwischen Mutation(en), Proteinstruktur, 

Proteinpräsentation und -abbau kausal nachweisen zu können. 
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4.3.2 GARP-Oberflächenexpression 
 

Im Verlauf der Zellstimulation über 48 Stunden stieg die Frequenz GARP+-Zellen statistisch signifikant 

an. Dieser Anstieg war in der Zellpopulation der CD25+ CD4+-Zellen am stärksten messbar, auch die 

Mischpopulation der CD4+-Zellen zeigte jedoch eine signifikante Zunahme an GARP+-Zellen. Es ließ sich 

auch in der CD25- CD4+-Zellpopulation, insbesondere in der HC-Kontrollgruppe, ein solcher Anstieg 

nachweisen, jedoch weitaus weniger stark als in den anderen untersuchten Populationen. 

Bei Betrachtung der GARP-MFI zeigte die Population der CD25+ CD4+-Zellen einen deutlichen Anstieg, 

in der gesamten Zellpopulation wurde also insgesamt mehr GARP pro Zelle exprimiert. Hier zeigte die 

CD25- CD4+-Zellpopulation keine Veränderung und auch in der CD4+-Zellpopulation blieb die GARP-MFI 

relativ konstant. Ein leichter Anstieg der MFI war lediglich von d0 zu d2 nachweisbar.  

Es lässt sich daher folgern, dass nicht nur die Anzahl der GARP-exprimierenden Zellen im Verlauf des 

48-stündigen Versuches anstieg, sondern auch die GARP-Expression der einzelnen Zellen anstieg.  

Die durchgeführte Subanalyse der GARP-MFI von GARP+-Zellen muss im Kontext mit der GARP-MFI der 

jeweiligen Gesamtpopulationen betrachtet werden. Der auswertungsbedingte Ausgangswert an d0 ist 

hier zwingend in die Interpretation mit einzubeziehen. In der Folge lässt sich auch aus der MFI der 

GARP+-Zellen letztlich lediglich der Schluss ziehen, dass die GARP-MFI der GARP-exprimierenden Zellen 

in der CD4+-Zellpopulation von d1 zu d2 ansteigt. Ein vergleichbarer Trend zeichnet sich auch in der 

CD25+ CD4+-Zellpopulation ab, allerdings ist der Anstieg der GARP-MFI hier bereits nicht mehr 

statistisch signifikant auf dem gewählten 5 %-Signifikanzniveau.  

Die Expression von GARP auf aktivierten regulatorischen T-Zellen war bereits zuvor bekannt [70-72, 

74, 75, 78, 79]. Eine GARP-Expression auf Zellen der CD4+ und CD25+ CD4+-Zellpopulation war daher 

ein erwartbares Resultat der Zellstimulation. Dies gilt jedoch nicht für die CD25- CD4+-Zellpopulation, 

wo eine Zunahme der Frequenz von GARP+-Zellen in unserem Versuch ebenfalls nachweisbar war.  

Die Zunahme der Frequenz der GARP+-Zellen in der CD25- CD4+-Zellpopulation stellt dennoch keinen 

Widerspruch zur derzeitigen Forschungslage dar. Einerseits lässt sich diese Beobachtung durch die  

Zellisolation erklären, bei der, bedingt durch die gewählte Methodik, keine hundertprozentige Reinheit 

der Zellpopulationen erreicht werden konnte (s. hierzu auch 2.7, 2.7.5 und 4.2.2), darüber hinaus kann 

es sich bei den Zellen der CD25- CD4+-Zellpopulation, die GARP produzieren, möglicherweise auch um 

induced Tregs (iTregs) handeln, die durch die Stimulationsbedingungen in vitro erst generiert wurden 

[177, 178]. Gegen diese Annahme spricht allerdings, dass Probst-Kepper et al. in einer Veröffentlichung 

2009 zeigen konnten, dass TGF-β-induzierte iTregs kein GARP exprimierten [72].  

Unabhängig davon gilt es in der CD25- CD4+-Zellpopulation, die Relevanz der zwar nachweisbaren, 

jedoch im Vergleich zu den anderen Zellpopulationen nur minimalen Hochregulation der Frequenz der 

GARP+-Zellen zu hinterfragen.  

Zur Beantwortung der Hypothese einer differierenden GARP-Expression in RA- und HC-

Versuchsgruppe wurden die beiden Gruppen direkt miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich, dass 

die Zellpopulationen sich an d0 nicht statistisch signifikant unterschieden. Unter Stimulation war 

dagegen sowohl in der CD4+ als auch der CD25+ CD4+-Zellpopulation, nicht jedoch in der CD25- CD4+-

Vergleichspopulation eine stärkere Zunahme der Frequenz der GARP+-Zellen in der HC-Gruppe als in 

der RA-Gruppe nachweisbar. Ebenso war die GARP-MFI in der der CD25+ CD4+-Zellpopulation der HC-

Kontrollgruppe signifikant höher als in der RA-Gruppe.  
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Daraus lässt sich zusammenfassend ableiten, dass die GARP-Expression sich im Ruhezustand nicht 

zwischen RA- und HC-Gruppe unterschied. Als Folge der Zellstimulation exprimierten jedoch weniger 

Tregs der RA-Patienten GARP, außerdem fiel die GARP-Expression pro Zelle dabei insgesamt geringer 

aus als in der Vergleichsgruppe.  

Die Hypothese einer veränderten GARP-Expression in Tregs von RA-Patienten ließ sich damit unter 

Stimulation in der simulierten Inflammationssituation insgesamt bestätigen. An d0, also dem 

Messpunkt, der am ehesten die Situation der Patienten in vivo abbildet, fand sich dagegen kein 

Unterschied.  

Eine verminderte GARP-Expression war bereits zuvor im autoimmunen Kontext bei B-Zellen im Kontext 

von SLE [179] sowie im Zusammenhang mit T-Zellen bei Patienten mit Atopischer Dermatitis [176] 

nachgewiesen worden. Letztere Forschergruppe zeigte, ausgehend von Gene-Mapping, dass Patienten 

mit Atopischer Dermatitis Veränderungen im Sinne von Missens-Mutation im GARP-Gen aufweisen. 

Weiterhin konnten auch sie eine verringerte Expression von GARP auf der Zelloberfläche zeigen, 

während intrazellulär mehr mutiertes GARP vorhanden war. Daraus wurde gefolgert, dass die 

Proteinexpression generell zwar nicht gestört ist, dafür aber Veränderungen der posttranslationalen 

Modifikation (z.B. Faltung oder Proteinstabilisierung) aus der Mutation resultieren, die einen Transport 

des Proteins zur Zelloberfläche behindern. [176]  

Dass die Oberflächenexpression von GARP mit der immunsuppressiven Wirkung der Tregs korreliert, 

war aus in vivo-Experimenten ebenfalls bereits bekannt [76].  

Im Gegensatz zur bereits erwähnten Studie zur GARP-Expression auf iTregs [72] zeigten auch die 

Ergebnisse von Manz et al. [176], dass die iTregs der Patientenkohorte weniger GARP exprimierten als 

die gesunden Kontrollen. Die Datenanalyse zur Frequenz der GARP+-Zellen innerhalb der CD25- CD4+- 

Zellpopulation unseres Experimentes hatte bereits einen ähnlichen Trend, wenngleich nicht signifikant 

nachweisbar, angedeutet.   

Die Hypothese, wonach RA-Patienten unter Stimulation eine veränderte Expression von GARP auf 

Tregs aufweisen, konnte damit durch die vorliegende Arbeit erstmals bewiesen werden. Es konnte 

insbesondere gezeigt werden, dass bei Patienten mit RA sowohl niedrigere Frequenzen der GARP+-

Zellen als auch geringere GARP-MFIs exprimiert wurden.  

GARP als Oberflächenprotein ist nicht nur ein spezifischer Marker auf Tregs [71], über eine Feedback-

Loop ist die GARP-Expression mit der Foxp3-Expression als zentralem Regulator der Tregs eng 

funktionell verbunden [72, 73, 75, 180]. Eine verminderte GARP-Expression bewirkt daher auch eine 

verminderte regulatorische Funktion der Tregs [76].  

Obwohl noch nicht alle biologischen Funktionen des GARP-Moleküls bereits ausreichend erforscht 

sind, weist die aktuelle Literatur darauf hin, dass die Minderung der immunsuppressiven Wirkung der 

Tregs über die funktionelle Störung des TGF-β-Signalweges vermittelt wird, indem GARP die 

Bioverfügbarkeit von TGF-β steuert [73, 74, 76-80, 82, 83, 181, 182]. TGF-β ist ein Zytokin mit breitem 

biologischen Wirkspektrum und großer Relevanz gerade im Rahmen der RA [183]: Einerseits wurde 

nachgewiesen, dass TGF-β entscheidend zur Generierung von Th17-Zellen beiträgt, die als 

Effektorzellen paradoxerweise mit Tregs einer gemeinsamen T-Verläufer-Zelllinie entstammen [184-

186], gleichzeitig aber an der proinflammatorischen und gelenkdestruktiven Pathogenese der RA 

beteiligt sind [184, 187-189]. Andererseits wurde bereits früh TGF-β aber auch als Zytokin mit einer 

zentralen Rolle in der Immuntoleranz identifiziert [190-192].  

Trotz der proinflammatorischen Effekte von TGF-β scheint nach aktuellem Kenntnisstand insgesamt 

die antiinflammatorische Wirkung des Zytokins deutlich zu überwiegen [24, 76, 80, 82, 182, 185, 186, 



Diskussion 

65 | 

190, 191, 193, 194]. Eine verminderte Expression von TGF-β stellt daher einen denkbaren 

Pathomechanismus für die Entstehung des insgesamt proinflammatorischen Milieus der RA dar.  

Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass es sich hierbei tatsächlich, vermittelt über das Molekül 

GARP, um einen Mechanismus handelt, der essenziell an der Pathogenese der RA beteiligt ist und 

daher einen potenziellen Angriffspunkt für die Therapie der RA darstellen könnte. Die Erforschung des 

funktionellen Zusammenhangs von GARP und TGF-β im Kontext der RA stellt daher ein wichtiges Feld 

für weitere Studien dar. Die vielschichtigen Regelkreise, in die das Zytokin TGF-β eingreift, besser im 

Kontext von Autoimmunerkrankungen zu erforschen, kann so auch helfen, die physiologischen 

Funktionen des Zytokins selbst, aber auch seiner Rezeptoren und Bindungspartner zukünftig besser zu 

verstehen.   

Bringt man die Ergebnisse der GARP-Expression mit den bereits diskutierten Ergebnissen zur GARP-

mRNA und miR-142-3p in einen Kontext, so lässt sich zusammenfassend folgern:  

Die Expression von GARP auf der Zelloberfläche ist neben der transkriptionellen Regulation, also 

posttranskriptionell, vermutlich von einer Vielzahl von Faktoren abhängig, und sicher nicht 

ausschließlich von der miR-142-3p-Expression. Dass trotz vergleichbarer GARP-mRNA-Level und nicht 

signifikant erhöhter miR-142-3p-Level die GARP-Oberflächenexpression vermindert ist, zeigt, dass 

andere posttranskriptionelle und/oder posttranslationale Mechanismen Einfluss auf die Präsentation 

des GARP-Moleküls auf Zellen nehmen.  

Die dargestellten Ergebnisse zeigen beispielhaft auf, dass das hochkomplexe molekularbiologische und 

proteinbiologische Interaktom der chronischen Inflammation aufgrund der großen klinischen Relevanz 

auch zukünftig ein für die Medizin höchstrelevantes und vielschichtiges Forschungsfeld bleiben wird.  

 



Zusammenfassung 

66 | 

5 Zusammenfassung 

Regulatorische T-Zellen sind von zentraler Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz des 

Immunsystems. Das Versagen dieser Selbsttoleranz führt zu chronisch-generalisierter Inflammation in 

Form von Autoimmunerkrankungen, zum Beispiel der Rheumatoiden Arthritis. Regulatorische T-Zellen 

sind im Kontext der Rheumatoiden Arthritis funktionell kompromittiert.  

MicroRNAs sind nichtcodierende, einzelsträngige RNAs, die intrazellulär und im Serum nachgewiesen 

werden können. Sie wirken als posttranskriptionelle Negativregulatoren der Proteinexpression und 

haben Einfluss auf die Entwicklung und Funktion von Immunzellen. GARP ist ein Oberflächenprotein, 

das auf regulatorischen T-Zellen exprimiert wird und als Marker für deren zelluläre Funktionalität 

herangezogen werden kann. 

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob sich Patienten mit Rheumatoider Arthritis hinsichtlich der 

Expression von ausgewählten microRNAs (miR-146a, miR-155, miR-223 und miR-142-3p in 

regulatorischen T-Zellen und im Serum) sowie der GARP-Expression auf regulatorischen T-Zellen von 

einer gesunden Bevölkerungsstichprobe unterscheiden.   

Zur Testung der beschriebenen Fragestellung wurde 9 Patienten mit neu diagnostizierter und 

unbehandelter Rheumatoider Arthritis und 27 gesunden Kontrollen Vollblut und Serum entnommen. 

Die Untersuchung der Serum-microRNA-Expression wurde mittels Real-Time-PCR realisiert. Aus den 

Vollblutproben wurden CD4+-, CD25- CD4+- und CD25+ CD4+- Zellpopulationen isoliert, die anschließend 

über 48 h in Zellkultur stimuliert wurden. Direkt nach Zellisolation, nach 24-stündiger sowie 48-

stündiger Zellkultur wurden Zellproben entnommen. Aus einem Teil dieser Proben wurde die GARP-

Oberflächenexpression mittels FACS-Durchflusszytometrie bestimmt. Die restlichen Proben wurden 

verwendet, um daraus die intrazellulären microRNAs und die GARP-mRNA zu isolieren und durch Real-

Time-PCR zu quantifizieren. 

MiR-146a und miR-155 zeigten in den Zellen der Patienten mit Rheumatoider Arthritis eine 

verminderte Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Für die Expression der miR-223 und miR-142-

3p ließ sich kein relevanter Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe nachweisen. In den 

untersuchten Seren der Patienten mit Rheumatoider Arthritis war die Serum-miR-155 erhöht, Serum-

miR-223 dagegen vermindert nachweisbar. GARP wurde hauptsächlich auf CD25+ CD4+-Zellen 

exprimiert. Der Anteil an GARP+-Zellen steigerte sich während Zellstimulation bei Patienten mit 

Rheumatoider Arthritis in geringerem Umfang, als dies bei den gesunden Kontrollen der Fall war. Auch 

die GARP-Expression der GARP+-Zellen wurde in geringerem Umfang hochreguliert. Diese veränderte 

Oberflächenexpression von GARP war auf mRNA-Ebene nicht nachweisbar. 

Die veränderte Expression von miR-146a und miR-155 als potente Modulatoren immunologischer 

Prozesse können zu einem veränderten T-Zell-Phänotyp bei Rheumatoider Arthritis beitragen. Die 

verminderte GARP-Expression regulatorischer T-Zellen liefert Hinweise auf deren funktionelle 

Insuffizienz im Kontext der Rheumatoiden Arthritis.  

Die oben beschriebenen Parameter unterschieden sich zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv 

signifikant. Perspektivisch könnte daher, insbesondere für microRNAs und Serum-microRNAs, 

diagnostisches, prognostisches und eventuell auch therapeutisches Potential abgeleitet werden. 

Hierfür ist jedoch die Validierung der Daten an großen Patientenkollektiven unabdingbar. Um 

microRNAs auch therapeutisch einsetzen zu können, wird jedoch noch weitaus umfangreichere 

Forschung nötig sein, um einerseits die pleiotropen microRNA-Interaktionen detailliert zu eruieren und 

andererseits pharmakologische oder gentechnische Möglichkeiten zu identifizieren, die eine 

zielgerichtete und zuverlässige Applikation der microRNAs ermöglichen.     
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6.2 Abkürzungsverzeichnis 
 

ACR   American College of Rheumatology 
Ago   Agonautenprotein 
AMV   Alfalfa mosaic Virus 
ARA   American Rheumatism Association 
bp   basepair, Basenpaar 
BSA   Bovines Serumalbumin 
BSG  Blutsenkungsgeschwindigkeit, Synonym: ESR 
B-Zellen  Synonym: B-Lymphozyten 
CD   Cluster of differentiation 
CD25-  CD25- CD4+ T-Zellen 
CD25+  CD25+ CD4+ T-Zellen 
CTLA-4  Cytotoxic T-Lymphocyte associated Protein, Synonym: CD152 
d0   Versuchstag 0, Tag der Blutprobenentnahme 
d1   Versuchstag 1, 24h nach Blutentnahme 
d2   Versuchstag 2, 48h nach Blutentnahme 
dest.  Destilliert 
DIP   Distales Interphalangealgelenk 
DMARD  disease-modifying anti-rheumatic drug 
DNA  Desoxyrionucleic acid 
dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphate 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
ESR   Erythrocyte Sedimentation Rate, Synonym: BSG 
EULAR  European League Against Rheumatism 
Exp5   Export Receptor Exportin-5 
FACS   fluorescence-activated cell scanning 
FAM  Carboxyfluorescein 
Fas   Synonym: CD95, APO-1 
FasL  Fas Ligand 
FCS   fetal calf serum, Fetales Kälberserum 
FITC  Fluorescein isothiocyanate 
Foxp3  Forkhead-Box-Protein P3, Synonyn: Scurfin 
GARP  Glycoprotein A repetitions predominant, Synonym: LRRC32 
GEF   Guanine nucleotide exchange Factor 
HC   healthy control, Synonym: Gesunde Kontrollgruppe 
HC   healthy control, Synonym: Gesunde Kontrollgruppe 
HLA  Human Leukocyte Antigen 
IgG   Immunglobulin G 
IL   Interleukin 
IL2Rα  Interleukin-2 Rezeptor Alpha Kette 
IRAK  Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 
kbp   kilobasepair, 1000 Basenpaare 
KUM  Universitätsklinikum der Ludwig-Maximilians-Universität München 
LRRC32   leucine-rich repeat-containing Protein 32 
MACS  Magnetic-activated cell sorting 
MCP  Metacarpophalangealgelenk 
MFI   Mean Fluorescence Intensity, mittlere Fluoreszenzstärke 
MHC  Major Histocompatibility Complex 
miR   microRNA, miRNA 
mRNA  massenger RNA 
MTP  Metatarsophalangealgelenk 
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NHS   gepooltes Normal Human Serum 
NSAR  Nichtsteroidales Antirheumatikum 
OA   Osteoarthritis, Synonym: Arthrose 
PBMC  Peripheral Blood Mononuclear Cell 
PBS   Phosphate Buffered Saline 
PCR  polymerase chain reaction 
PE   Phycoerythrin     
PIP   Proxymales Interphalangealgelenk 
pre-miR  pre-microRNA, Synonym: pre-miRNA 
pri-miR  pri-microRNA, Synonym: pri-miRNA 
RA   Rheumatoide Arthritis 
Ran-GTP  Ras-related nuclear GTP-binding Protein 
RISC   RNA-induced silencing complex 
RNA  Ribonucleic Acid 
RNA  ribonucleic acid 
RNU  Nucleolar RNA 
rpm  revolutions per minute 
RPMI   Roswell Park Memorial Institute  
RT    Raumtemperatur 
SDS   Sodium Dodecyl Sulfate 
Serum-miR  Serum-microRNA, Serum-miRNA 
SLE   Systemischer Lupus erythematodes 
SRBC   Sheep Red Blood Cells 
TGF-β  Transforming Growth Factor beta 
TLR   Toll-like Receptor 
TNF  Tumornekrosefaktor 
Tregs  regulatorische T-Zellen 
TRIS  Trishydroxymethylaminomethan   
T-Zellen  Synonym: T-Lymphozyten 
UTR   untranslated region 
VAS  Visuelle Analogskala 
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