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Abb. Abbildung 

APC 1. Antigenpräsentierende Zelle (antigen presenting cell) 

BMDC Dendritische Zellen aus dem Knochenmark (Bone marrow-derived 

dendritic cells) 

cDC klassische DC (classical DC) 

CD Oberflächenantigen (Cluster of differentiation) 

cDNA Engl. Complementary DNA 

CDP Common DC progenitor 

CED Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 

CLP Gemeinsame lymphatische Vorläuferzelle (Common lymphoid 

progenitor) 
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ESAM Engl. Endothelial cell–specific adhesion molecule  

FACS Fluoreszenzaktivierter Zellsorter (fluorescence activated cell 
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for Vorwärts (forward) 

GM-CSF Engl. Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
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complex) 
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1 Zusammenfassung 

	

Dendritische Zellen (DC) gelten als Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem 

Immunsystem. Als wichtige antigenpräsentierende Zellen treten sie mit T-Zellen in 

Kontakt und haben eine Schlüsselrolle bei der Induktion von Toleranz und Immunität. 

Unter normalen Bedingungen wird im Körper Selbstantigen als solches erkannt, was zur 

Induktion von Toleranz führt. Körperfremde Strukturen, bzw. Pathogene hingegen lösen 

eine Immunreaktion aus. Ungleichgewichte in diesem System können dazu führen, dass 

sich das Immunsystem gegen körpereigene Strukturen richtet, also Autoimmunität entsteht. 

Besonders an Körperoberflächen wie dem Darm kommt diesem System eine wichtige 

Bedeutung zu, da hier kommensale Bakterien toleriert werden müssen. Das Potenzial von 

DC, Toleranz oder Immunität zu initiieren, hängt von ihrem Reifezustand ab. Vereinfacht 

gesagt induzieren unreife DC Toleranz und reife DC Immunität. 	

Um die Mechanismen, die an der Induktion von Toleranz und Immunität beteiligt sind, 

weiter zu untersuchen, generierten wir transgene Mäuse, in denen DC ein konstitutives 

CD40-Signal erhalten. Das Mausmodell wird in der vorliegenden Arbeit als DC-

LMP1/CD40 bezeichnet. Für CD40 konnte zuvor bereits in vitro und in vivo durch 

Verabreichung von monoklonalen CD40-Antikörpern (mAb) gezeigt werden, dass ein 

solches Signal bei DC eine unvollständige Reifung bewirkt. Ohne einen zusätzlichen 

mikrobiellen Stimulus kommt es zu einer unzureichenden Aktivierung von T-Zellen. Unser 

Mausmodell ermöglichte es uns, die Effekte von CD40 auf DC ohne die potenziellen 

Nebeneffekte durch die Verabreichung des mAb auf andere Zellen zu beobachten.  

In den zuvor durchgeführten Versuchen unserer Arbeitsgruppe zeigte sich in den 

transgenen Mäusen eine ausgeprägte Colitis, die zu Gewichtsverlust und frühem Tod 

führte. Eine Subpopulation von DC, CD103+ DC, in der Lamina propria und im 

mesenterischen Lymphknoten war deutlich reduziert. Das konstitutive CD40-Signal führte 

dazu, dass CD103+ DC die Fähigkeit verloren, in der Peripherie aus naiven T-Zellen 

regulatorische T-Zellen zu induzieren, was zum Zusammenbruch der Immuntoleranz im 

Darm gegenüber kommensalen Bakterien und zur Entstehung der Colitis führte. Die 

Entstehung der Krankheit war dabei abhängig von der Darmflora, sowie der Präsenz von 

T- und/oder B-Zellen. 



Zusammenfassung 

	

2	

In dieser Arbeit wurde zunächst ein Augenmerk auf das Verhalten von T-Zellen in DC-

LMP1/CD40 Mäusen, deren Expansion und deren Entwicklung von Effektorfunktionen 

gelegt. Besonders in den mesenterischen Lymphknoten zeigte sich eine deutliche 

Erhöhung von Th1- und Th17-Zellen. Beides sind Zelltypen, denen eine Rolle bei der 

Entstehung von Colitis zugeschrieben wird. In Transferexperimenten mit CD8+ T-Zellen 

zeigte sich jedoch das erhaltene Potenzial von DC, Toleranz zu induzieren. Man kann also 

davon ausgehen, dass CD40-Signale alleine zu einer unzureichenden Reifung von DC 

führen. In Kombination mit einem zusätzlichen Stimulus, der zum Beispiel von der 

Darmflora ausgeht, kommt es aber zur überschießenden Aktivierung von T-Zellen und 

Autoimmunität.  

Eine durchgeführte Genexpressionsanalyse von in vitro aus Knochenmarksvorläuferzellen 

differenzierten DC zeigte Veränderungen in der Expression von Genen, die zum einen die 

inflammatorischen Vorgänge in den transgenen Mäusen verstärken mögen, zum anderen 

als kompensatorischer Versuch der Gegenregulation gewertet werden können.  
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2 Einleitung 

2.1 Das Immunsystem der Säugetiere 

Die Aufgabe des Immunsystems in mehrzelligen Organismen ist es, Schutz vor 

Krankheitserregern wie Bakterien, Viren, pathogenen Pilzen und Parasiten zu gewähren. 

Dabei kann man zwischen zwei gleichsam wichtigen Teilen unterscheiden: dem 

angeborenen und dem erworbenen (adaptiven) Immunsystem.  

Das angeborene Immunsystem dient dabei der ersten schnellen Abwehr von pathogenen 

Keimen. Dazu tragen sowohl physische als auch chemische Barrieren wie z.B. die Haut, 

Schleimhäute, Speichel, Tränenflüssigkeit, Magensäure, als auch Immunzellen, wie 

Phagozyten und natürliche Killerzellen (NK) bei. Darüber hinaus gibt es physiologische 

Abwehrsysteme wie das Komplementsystem. Gelingt es einem Erreger, die mechanischen 

Barrieren des Körpers zu überwinden und in den Körper einzudringen, sind Makrophagen 

und NK-Zellen von großer Bedeutung. Diese können über verschiedene Rezeptoren, wie 

die Toll-ähnlichen-Rezeptoren (TLR), Erreger erkennen und phagozytieren. Dabei werden 

die Makrophagen selbst aktiviert, was zu einer lokalen Entzündungsreaktion, der 

Aktivierung des Komplementsystems und Anlockung von anderen Entzündungszellen 

führt. All diese Mechanismen laufen im Körper mit einer eher geringen Spezifität für den 

Erreger ab. Reichen diese nicht aus, übernimmt das erworbene Immunsystem die 

körpereigene Abwehr. 

Das erworbene Immunsystem zeigt hingegen eine klare Spezifität für den Erreger und wird 

dabei erst mit einiger Verzögerung wirksam. Es besteht aus B- und T-Zellen, die eine 

humorale (antikörpervermittelte) und zellvermittelte Abwehr auslösen. Die Effektorzellen 

des erworbenen Immunsystems müssen dabei erst induziert werden. Dabei sind 

antigenpräsentierende Zellen (APC), wie Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen 

(DC) von entscheidender Bedeutung. Diese präsentieren über MHC-Moleküle Antigen von 

Pathogenen an CD4+ und CD8+ T-Zellen. Durch Ausschüttung verschiedener Zytokine, 

sowie die Bindung von T-Zellrezeptor und verschiedenen Co-Rezeptoren können T-Zellen 

ihre Effektorfunktionen initiieren und damit eine spezifische Immunabwehr bewirken 

(zellvermittelte Immunität). Die humorale Abwehr wird über B-Zellen, die Antikörper 

gegen extrazelluläre Erreger bilden, ausgelöst. Durch die Bildung von Gedächtniszellen 

kann das erworbene Immunsystem bei erneuter Infektion mit dem gleichen Erreger 
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wesentlich schneller reagieren, als bei erstmaligem Kontakt. Dieses Phänomen wird als 

immunologisches Gedächtnis bezeichnet.  

Neben der Beseitigung von Pathogenen ist es eine wesentliche Aufgabe des Immunsystems 

zwischen körpereigenen und körperfremden Zellen und Antigenen unterscheiden zu 

können. Unter physiologischen Bedingungen ist das Immunsystem in der Lage, 

körpereigenes Gewebe und auch kommensale Bakterien zu tolerieren. Dies bezeichnet man 

als Selbsttoleranz. Wird dieser Zustand gestört, kann dies Autoimmunität zur Folge haben. 

Dabei richtet sich das Immunsystem gegen körpereigene Strukturen. Es gibt eine Vielzahl 

an Autoimmunerkrankungen, die dadurch bedingt sein können. 

 

2.2 Dendritische Zellen 

Wie bereits erwähnt sind antigenpräsentierende Zellen von enormer Bedeutung für das 

Immunsystem. Sie dienen gewissermaßen als Bindeglied zwischen angeborenem und 

erworbenem Immunsystem. Dabei ist ihre wesentliche Aufgabe die Initiation und 

Kontrolle der erworbenen Immunabwehr. Dies geschieht durch die Aufnahme und die 

anschließende Präsentation von Antigenen über MHC-Moleküle, welche so von anderen 

Zellen des Immunsystems erkannt werden können, sowie durch die adäquate Expression 

von kostimulatorischen und koinhibiotirschen Molekülen. Dabei sind DC durch ihre 

konstitutive MHC-II-Expression besonders effektiv (1). Darüber hinaus exprimieren DC in 

der Regel CD11c. DC wurden 1973 erstmals von Steinman und Cohn beschrieben (2, 3). 

Sie kommen im Gewebe in unreifer Form vor, erkennen Pathogene über 

Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors PRR) und nehmen Antigen 

über Phagozytose, Endozytose und Pinozytose auf. Anschließend wandern DC in die 

lokalen Lymphknoten, wo sie über den MHC-II-Komplex und die kostimulatorischen B7-

Proteine (CD80 und CD86) und CD40, sowie verschiedene Adhäsionsmoleküle in Kontakt 

mit naiven CD4+ T-Zellen treten, deren T-Zell-Rezeptor das präsentierte Antigen erkennt, 

und diese aktivieren.  

DC sind auch in der Lage über die sogenannte Kreuzpräsentation (Cross-presentation) 

extrazelluläres Antigen über MHC-I-Komplexe CD8+ (zytotoxischen) T-Zellen zu 

präsentieren (4, 5). Dieser Vorgang ist entscheidend für die Immunität gegen Viren und 

Krebs (6).  
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2.2.1 Entwicklung dendritischer Zellen 

Nach der Identifizierung von DC in lymphatischen Organen konnten bei Langerhanszellen 

(LC), erstmals 1868 von Paul Langerhans beschrieben, zahlreiche gemeinsame 

Eigenschaften mit DC festgestellt werden (7). Dies führte zu der Annahme, es könnten 

mehrere Untergruppen von DC existieren. Es folgten zahlreiche Veröffentlichungen, in 

denen Zellen mit ähnlichem Phänotyp beschrieben wurden, welche sich im nicht-

lymphatischen Gewebe aufhalten, Antigen aufnehmen und anschließend in die 

lymphatischen Organe wandern, um dort T-Zellen ihr aufgenommenes Antigen zu 

präsentieren. So entstand das heute anerkannte Konzept, das DC als Wächter des 

Immunsystems beschreibt, deren Aufgabe es ist, das Gewebe zu durchsuchen und eine 

Antwort des erworbenen Immunsystems auf periphere Stimuli zu initiieren (8).   

Von den von Steinman beschriebenen klassischen DC (cDC) (2) unterscheidet man noch 

eine weitere Gruppe von DC. Die plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC). 

Namensgebend ist ihre plasmazellähnliche Struktur. pDC zeichnen sich durch eine längere 

Lebensdauer als die relativ kurzlebigen cDC und durch hohe Interferon-I-Expression als 

Antwort auf virale Infektionen aus (9, 10). In dieser Arbeit werden vor allem cDC 

beschrieben und ihre Rolle bei der Induktion von Immunität und Toleranz.  

Wie alle Blutzellen stammen auch DC von einer gemeinsamen hämatopoetischen 

Stammzelle (HSC) des Knochenmarks ab. Ein sehr früher Schritt in der Hämatopoese ist 

die Aufteilung in die lymphoide und die myeloide Entwicklungsreihe. Es konnte gezeigt 

werden, dass Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Megakaryozyten, Erythrozyten 

(11) und auch die meisten DC von einer gemeinsamen myeloiden Vorläuferzelle (CMP) 

abstammen (12). 

CMP differenzieren zu Monozyten/Makrophagen- und DC-Vorläuferzellen (MDP), die 

sich zu Monozyten oder zur gemeinsamen DC-Voräuferzelle (CDP) weiterentwickeln. 

CDP haben das Potenzial, entweder zu plasmazytoiden DC oder den Vorläuferzellen von 

cDC (pre-cDC) zu differenzieren. Dabei sind CDP aber nicht mehr in der Lage, 

Monozyten hervorzubringen. Pre-cDC sind die Vorläuferzellen zahlreicher Untergruppen 

dendritischer Zellen, die im nächsten Kapitel zum Teil genauer beschrieben werden. Sie 

halten sich nur für sehr kurze Zeit im Blut auf und wandern rasch in die peripheren 

lymphatischen Organe und in das nicht lymphatische Gewebe, wo sie zu DC differenzieren 

(13). 
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Da es sich wie bereits beschrieben bei DC um eine sehr heterogene Zelllinie handelt, 

kommt es regelmäßig zu Änderungen und Anpassungen dieser Einteilung.  

 

2.2.2 Untergruppen dendritischer Zellen 

Aufgrund der Heterogenität von DC können sie nach verschiedensten Kriterien 

klassifiziert werden. So können Monozyten-unabhängige DC, welche für ihre Entwicklung 

Flt-3L benötigen, von Monozyten-abstammenden DC, die M-CSF benötigen, 

unterschieden werden (14). Weiter können klassische DC (cDC) von plasmazytoiden DC 

(pDC) unterschieden werden, sowie die DC des lymphatischen und des nicht-

lymphatischen Gewebes (15).  

Da in dieser Arbeit der Fokus auf cDC liegt, werden im Folgenden zwei wichtige 

Untergruppen von cDC beschrieben: CD8+/CD103+ DC und CD11b+ DC. 

 

2.2.2.1 CD8+ dendritische Zellen 

CD8+ DC wurden als erste Untergruppe von DC in der Maus beschrieben (16). Das 

Äquivalent im nicht-lymphatischen Gewebe exprimiert anstelle von CD8 CD103 (17, 18). 

Die Gruppe von CD8+/CD103+ DC wird durch die Expression von Xcr1, die beiden 

gemeinsam ist (sowohl im lymphatischen, als auch nicht-lymphatischen Gewebe), 

charakterisiert. Xcr1 ist ein Zytokin-Rezeptor und wird von lymphatischen und nicht-

lymphatischen CD8+/CD103+ DC exprimiert (19, 20) und kann daher als zuverlässiger 

Marker dieser Zellgruppe dienen. CD8+/CD103+ DC sind effektiv in der Kreuzpräsentation 

über MHC-I-Moleküle. Dies wurde sowohl für DC in der Milz (21), als auch für DC in 

nicht-lymphatischen Geweben gezeigt (22). Auf Stimulation durch TLR-Liganden 

reagieren CD8+ DC mit der Produktion von hohen Mengen an IL12p70 (23). IL12p70 

bewirkt als Zytokin zum einen eine Aktivierung von natürlichen Killerzellen, zum anderen 

ist es an der Induktion von Th1-Zellen aus CD4+ T-Zellen beteiligt (24, 25). 

2.2.2.2 CD11b+ dendritische Zellen 

CD11b+ DC sind in allen lymphatischen Organen außer im Thymus die vorherrschende 

DC-Subpopulation (26). In der Milz sind CD11b+ DC heterogen und können in zwei 

Gruppen eingeteilt werden, welche sich durch unterschiedliche ESAM-Expression 

auszeichnen. ESAMhi DC exprimieren höhere Level an CD4, CD11c und Flt3 und 
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niedrigere Level an Csf-1R, Csf-3R und CCR2 als ESAMlo DC. Dabei stammten ESAMhi 

DC von DC-Vorläuferzellen ab und ihre Entwicklung ist dabei von Notch2 (neurogenic 

locus notch homolog protein 2)	abhängig. Bei ESAMlo DC geht man davon aus, dass sie 

von zirkulierenden Monozyten abstammen (27).   

Im Gegensatz zu CD8+ DC sind CD11b+ DC nicht befähigt zur Kreuzpräsentation über 

MHC-I-Moleküle, produzieren aber mehr IL-6 und IL-23 und sind daher besser 

ausgerüstet, CD4-Antworten über MHC-II assoziierte Antigenpräsentation auszulösen (28-

30). 

Neuere Nomenklaturen bezeichnen die beiden DC-Untergruppen als cDC1 (CD8+/CD103+ 

cDC) und cDC2 (CD11b+ cDC) (31, 32). 

 

2.3 Reifung dendritischer Zellen und ihre Rolle bei der Induktion 

von Toleranz und Immunität 

	

Nachdem T- und B-Zellen den Mechanismen der zentralen Toleranzinduktion unterzogen 

wurden, gelangen sie als naive Zellen in die Peripherie. Dort können sie nach Aktivierung 

durch APC effektiv Pathogene bekämpfen.  

DC sind entscheidend an der Induktion von Immunität und Toleranz bzw. deren 

Regulation beteiligt. Wie bereits erwähnt haben DC zahlreiche Eigenschaften, die sie dazu 

befähigen, Immunantworten einzuleiten. Dabei ist vor allem ihre Plastizität entscheidend. 

Vereinfacht dargestellt sind DC entweder unreif, oder nach Kontakt mit einem Antigen 

reif.  

Von DC gehen drei verschiedene Signale für die klonale Expansion und Differenzierung 

von naiven T-Zellen aus. Signal 1 umfasst die Interaktion eines mit Peptid beladenen 

MHC-Komplexes mit dem passenden T-Zell-Rezeptor (TCR). Diese Verbindung reicht 

allerdings noch nicht für die Aktivierung der T-Zelle in eine Effektor-T-Zelle aus. Hierfür 

sind noch zwei weitere Signale nötig. Die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 

auf DC interagieren mit CD28 auf T-Zellen und fördern so das Überleben und die 

Expansion von T-Zellen (Signal 2). Die T-Zell-Differenzierung in verschiedene 

Effektorzellen wird dann durch das Ausschütten bestimmter Zytokine, wie z.B. IL-12, 

gesteuert (Signal 3).  
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2.3.1 Mechanismen der Selbst-Toleranz 

Unterschiedliche immunologische Kontrollmechanismen gewährleisten die sogenannte 

Selbst-Toleranz. Unter physiologischen Bedingungen richten sich Immunzellen nicht 

gegen körpereigene Strukturen. Das „Selbst“ wird also toleriert. Dabei kann man im 

Grunde zwei wichtige Mechanismen nennen, welche gemeinsam zur Selbsttoleranz führen: 

Die zentrale und die periphere Toleranz. 

 

2.3.1.1 Zentrale Toleranz 

Die Mechanismen der zentralen Toleranz spielen sich in den primären Immunorganen 

Thymus und Knochenmark ab. Dabei werden T-Zellen im Thymus und B-Zellen im 

Knochenmark selektiert.  

T-Zellen entstehen im Thymus aus Vorläuferzellen des Knochenmarks durch somatische 

Rekombination. Die Reifung im Thymus ist auch der Grund für den Namen Thymus-

abhängige (T-) Lymphozyten oder T-Zellen. Um zu verhindern, dass die unreifen 

Thymozyten, sobald sie den Thymus verlassen, körpereigenes Gewebe angreifen, werden 

sie verschiedenen „Tests“ zur Etablierung der Toleranz unterzogen.  

T-Zellen, die hochaffine Rezeptoren für ihnen präsentiertes Selbstantigen besitzen und 

damit stark mit den MHC-Peptid-Komplexen reagieren, werden in die Apoptose 

gezwungen oder können in regulatorische T-Zellen (Treg) konvertiert werden (negative 

Selektion). Es wurde gezeigt, dass DC bei diesen Vorgängen wesentlich beteiligt sind (33, 

34).  

Die Bedeutung von DC bezüglich der Aufrechterhaltung der zentralen Toleranz wurde 

durch eine Publikation unterstrichen, in der gezeigt wurde, dass die konstitutive Ablation 

von DC im Mausmodell dazu führt, dass keine negative Selektion mehr stattfindet und 

vermehrt autoreaktive T-Zellen in die Peripherie gelangen. In der Folge kommt es zur 

Autoimmunität (35). Die Ergebnisse der Studie sind allerdings umstritten, da eine andere 

Arbeitsgruppe unabhängig davon im selben Mausmodell eine normale T-Zell-Entwicklung 

und Homöostase beschrieb, aber die Entstehung eines myeloproliferativen Syndroms 

beobachtete (36).  
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2.3.1.2 Periphere Toleranz 

Trotz der negativen Selektion im Thymus gelingt es einer geringen Zahl autoreaktiver T-

Zellen in die Peripherie zu gelangen. Um die periphere Immuntoleranz aufrecht zu 

erhalten, bedarf es also weiterer regulierender Mechanismen. Hierbei spielen DC eine 

entscheidende Rolle. Selbstantigen kann sowohl von Zellen im peripheren Gewebe über 

MHC-I-Moleküle, als auch von APC wie DC über MHC-II-Moleküle im lymphatischen 

Gewebe präsentiert werden. Für eine Immunreaktion bedarf es aber kostimulatorischer 

Signale. Liegt keine Infektion vor, werden nur sehr wenige kostimulatorischen Moleküle 

von DC (durch unreife DC) exprimiert. So werden naive T-Zellen, die in der Peripherie 

Selbstantigen erkennen normalerweise nicht aktiviert, sondern in einen Status getrieben, 

der als Anergie bezeichnet wird. T-Zellen, die sich in der Anergie befinden, können auch 

später in Anwesenheit kostimulatorischer Moleküle nicht mehr aktiviert werden (37). 

Andere T-Zellen, die Selbstpeptid erkennen, werden in die Apoptose getrieben oder in 

Treg konvertiert. Treg, die in der Peripherie induziert werden, werden auch als induzierte 

regulatorische T-Zellen bezeichnet (iTreg).  

 

2.3.2 Autoimmunität 

Paul Ehrlich formulierte erstmals zu Beginn des 20. Jahrhunderts das Prinzip der 

Autoimmunität, als er vom „horror autotoxicus“ sprach. Seine Experimente brachten ihn 

zu der Annahme, das Immunsystem richte sich unter physiologischen Bedingungen nur 

gegen körperfremde Strukturen. Er beobachtete bei einer Ziege, dass sie durch 

Verabreichung fremden Ziegenblutes Antikörper gegen die fremden Erythrozyten bildete, 

nicht aber gegen ihre eigenen Erythrozyten bei der Injektion von zuvor entnommenem 

Eigenblut.  

Bei einer Autoimmunerkrankung kommt es zu einer inadäquaten Reaktion des 

Immunsystems gegen körpereigenes Gewebe. Dabei läuft die Autoimmunreaktion im 

Grunde ab wie eine normale Immunreaktion gegen körperfremde Antigene. Wie bereits 

erwähnt, gibt es verschiedene Mechanismen (zentrale und periphere), durch welche die 

Toleranz gegenüber körpereigenen Strukturen aufrechterhalten wird. Autoimmunität 

entsteht, wenn diese Mechanismen zusammenbrechen oder versagen. Unter diesen 

Bedingungen können autoreaktive B- und T-Zellen aktiviert und zur Proliferation angeregt 
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werden, sowie die Produktion von Autoantikörpern begünstigt werden. All diese reagieren 

auf körpereigenes Gewebe und schädigen oder zerstören dieses. 

Zu einigen der häufigsten und bekanntesten Autoimmunerkrankungen gehören Morbus 

Basedow, rheumatoide Arthritis, Hashimoto-Thyreoiditis, Diabetes Mellitus Typ 1, 

Multiple Sklerose und der systestemische Lupus erythematodes. Auch die chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa gelten als 

Autoimmunerkrankungen. 

 

2.3.3 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 

In dieser Arbeit wird ein Mausmodell vorgestellt, in dem die Mäuse nach genetischer 

Veränderung eine Colitis entwickelten, was zu Gedeihstörung und frühem Tod führte (38).  

In diesem Zusammenhang soll an dieser Stelle auch auf chonisch-entzündliche 

Darmerkrankungen (CED) eingegangen werden.  

CED sind rezidivierende oder kontinuierliche entzündliche Erkrankungen des 

Verdauungstraktes. Sie bilden eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die nach 

Phanötyp in die Hauptvertreter Morbus Crohn und Colitis ulcerosa unterschieden werden. 

Neben diesen beiden Erkrankungen gibt es auch chronische Colitiden, die nicht genau 

klassifizierbar oder zuzuordnen sind (39, 40). Die Prävalenz in Europa und in den USA 

liegt für die beiden Erkrankungen zwischen 249 und 505 pro 100.000. Dabei sind 

Prävalenz und Inzidenz in Europa und in den USA steigend (41, 42). Auch die Inzidenz bei 

Kindern ist steigend (43, 44). Der Beginn der beiden Erkrankungen fällt typischerweise auf 

die zweite und dritte Lebensdekade (42).  

Der Morbus Crohn wurde 1623 erstmals von dem deutschen Chirurgen Wilhelm Fabry 

beschrieben, später auch vom amerikanischen Arzt Burril B. Crohn und nach diesem 

benannt (45). Die Colitis ulcerosa wurde erstmals 1859 vom britischen Arzt Sir Samuel 

Wilks beschrieben. 

Der Morbus Crohn kann typischerweise den gesamten Verdauungstrakt vom Mund bis 

zum Anus befallen, insbesondere sind meist das terminale Ileum und die Perianalregion 

betroffen. Das Befallsmuster ist dabei diskontinuierlich und betrifft alle Wandschichten 

des Magendarmtrakts. Durch das transmurale Befallsmuster kommt es im 

Krankheitsverlauf häufig zur Bildung von Fisteln, Abszessen und Strikturen.  
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Im Gegensatz dazu ist die Colitis ulcerosa auf den Dickdarm und das terminale Ileum 

beschränkt. Das Befallsmuster ist hier kontinuierlich, die Entzündung beschränkt sich auf 

die Darmschleimhaut (Mukosa und Submukosa). Die Symptomatik der beiden 

Erkrankungen ist dabei vor allem von Durchfällen geprägt, die bei der Colitis ulcerosa im 

Gegensatz zum Morbus Crohn oft blutig sind. Weitere häufige Symptome sind 

Bauchschmerzen und Gewichtsverlust, sowie zahlreiche extraintestinale Symptome. Bei 

Kindern sind Wachstum und Entwicklung beeinträchtigt.  

Die häufigsten extraintestinalen Manifestationen sind aphtöse Läsionen der 

Mundschleimhaut, Erythema nodosum, Episkleritis, Uveitis, Arthritis, ankolysierende 

Spondylitis, primär sklerosierende Cholangitis und Pyoderma gangraenosum. Diese 

Manifestationen können bereits vor den ersten Symptomen der jeweiligen CED auftreten 

(46). 

Aktuell gibt es für die beiden Erkrankungen keine kurative Behandlung. Symptome 

können durch Kortikosteroide und/oder Immunsuppressiva kontrolliert werden. Diätetische 

Maßnahmen können hilfreich sein, bestimmte Umweltfaktoren zu beseitigen. Dabei ist vor 

allem die Ernährungstherapie bei Morbus Crohn zu erwähnen, die bei Kindern regelmäßig 

eine Remission herbeiführt (47, 48). Bei schweren Verläufen werden teilweise 

chirurgische Eingriffe am Darm notwendig. Nur durch die Proktokolektomie kann die 

Colitis ulcerosa geheilt werden, mit dem Risiko zahlreicher weiterer Komplikationen. 

CED entstehen durch eine überschießende, fortschreitende entzündliche Immunreaktion 

auf die Darmflora in genetisch anfälligen Individuen (49). Auch wenn die genaue 

Pathogenese bisher nicht entschlüsselt ist, konnte gezeigt werden, dass sowohl genetische 

Faktoren, Umweltfaktoren, die Zusammensetzung der Darmflora und verschiedene 

Immunreaktionen an der Entstehung der beiden Erkrankungen beteiligt sind.  

Die Konkordanz bei eineiigen Zwillingen für die Entstehung der Krankheit beträgt beim 

Morbus Crohn 30-35%, bei der Colitis ulcerosa dagegen nur 10-15%, was darauf schließen 

lässt, dass nicht-genetische Ursachen bei der Colitis ulcerosa eine größere Rolle spielen 

(50). In einer großen Metaanalyse konnte gezeigt werden, dass die Konkordanz bei 

zweieiigen Zwillingen in beiden Gruppen deutlich niedriger ist, was den Verdacht, das 

vermehrte Auftreten bei eineiigen Zwillen könnte durch gemeinsame Umweltfaktoren 

bedingt sein, entkräftete (51). 
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Es sind inzwischen zahlreiche Genloci identifiziert worden, die bei der Entstehung von 

CED eine Rolle zu spielen scheinen (52-55). Dabei sind besonders die proteinkodierenden 

Varianten der Gene NOD2, IL23R und ATG16L1 hervorzuheben, welche eine große Rolle 

bei der antibakteriellen Immunantwort spielen (54).  

Neben der multifaktoriellen Genese von CED werden auch primäre, monogene 

Immundefekte als Ursache von CED beschrieben. Diese monogetischen CED können in 

verschiedene funktionelle Gruppen eingeteilt werden. Hierbei sind verschiedene 

Pathomechanismen verantwortlich, die teilweise sich überschneidende Signalwege haben. 

So sind Defekte der epithelialen Barriere, Dysfunktion von Phagozyten, hyper- und 

autoinflammatorische Syndrome, Aktivierungs- und/oder Selektionsdefekte von T- und B-

Zellen, Defekte der regulatorischen T-Zellen (Treg), Defekte im Interleukin-10-Signalweg 

und sonstige Defekte, die noch nicht zugeordnet werden können, die Folge (56). 

Es sind aktuell mehr als 60 monogenetische Defekte beschrieben, die man mit der 

Entstehung von chronischen Darmentzündungen in Zusammenhang bringt (57-59). Dabei 

sind monogene CED mit einer Prävalenz von 1:10.000 bis 1:100.000 seltene 

Erkrankungen. Bei Diagnose einer CED in den ersten 6 Lebensjahren ist das Risiko für 

einen primären Immundefekt besonders hoch (60, 61).  

Eine Erstmanifestation einer CED in den ersten drei Lebensmonaten sollte den Verdacht 

auf einen Defekt im IL-10-Signalweg lenken (59). Hierbei können sowohl Mutationen im 

IL-10-Rezeptor, als auch im IL-10-Zytokin verantwortlich sein (62). IL-10 ist ein 

antiinflammatorisches, immunsuppressives Zytokin, welches seine Effekte auf 

verschiedene Immunzellen ausübt und dabei überschießende Immunreaktionen abmildert 

oder verhindert (63). Es wird von einer Vielzahl von Zelltypen gebildet, dabei ist jedoch 

vor allem die Bedeutung von IL-10 als Mediator der Immunsuppression durch FOXP3+ 

und FOXP3- Treg hervorzuheben (64).  

Auch der kostimulatorische CD40-CD40L-Signalweg, der im Mausmodell dieser Arbeit 

von entscheidender Bedeutung ist, spielt eine wichtige Rolle bei der Krankheitsentstehung 

von CED. So konnte in den Mukosazellen, Endothelzellen und DC von Patienten mit 

Morbus Crohn eine Überexpression von CD40 festgestellt werden (65, 66). Die 

Behandlung mit monoklonalen CD40-Antikörpern zeigte sich in einer Studie als 

vielversprechender therapeutischer Angriffspunkt mit guten Remissionsraten (67).  
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2.3.4 CD40 auf dendritischen Zellen 

CD40 ist ein Transmembran-Glykoprotein aus der Tumornekrosefaktorrezeptor-

Superfamilie 5 mit einer molekularen Masse von 48 kDa. Die Erstbeschreibung erfolgte 

auf B-Lymphozyten, jedoch wird es auch auf anderen hämatopoetischen Zellen wie DC, 

Monozyten, sowie nicht hämatopoetischen Zellen wie epithelialen und endothelialen 

Zellen exprimiert.  

Durch die Bindung des Liganden CD154 bzw. CD40L kommt es zur Reifung der 

entsprechenden DC und zur Hochregulation von MHC-II-Molekülen und 

kostimulatorischen Proteinen wie CD80 und CD86 (68-70). Dadurch werden DC zu 

effektiveren antigenpräsentierenden Zellen und können die Signale 1 und 2 auf 

Effektorzellen initiieren.  

Es wurde gezeigt, dass DC, die über CD40 aktiviert wurden, auch ein Signal 3 durch die 

Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 bewirken können. Dies wurde 

sowohl in vitro (71), als auch in vivo nach Immunisierung mit anti-CD40 monoklonalen 

Antikörpern (mAb) gezeigt (72, 73). Andere Arbeitsgruppen zeigten auf der anderen Seite, 

dass CD40-Signale in vivo allein eine inkomplette DC-Reifung induzieren und es einer 

Kombination aus CD40-Signal und TLR-Ligation bedarf um eine komplette Aktivierung 

der DC zu erreichen (74-76).  

Die Ergebnisse dieser Studien müssen kritisch betrachten werden, da die in vivo 

Applikation von anti-CD40 mAb nicht nur Effekte auf DC hat, sondern auch auf andere 

Zellen wie z.B. B-Zellen. Nach der Injektion von anti-CD40 mAb in vivo wurde eine B-

Zell-abhängige entzündliche Lebererkrankung in der Maus beschrieben (77). Hierbei bleibt 

es unklar, ob die beobachteten Effekte durch die Verabreichung der Antikörper oder 

zusätzlich durch proinflammatorische Zytokine der entzündeten Leberzellen bedingt sind. 

Bei den in vitro Versuchen muss bedacht werden, dass DC hier im Rahmen der nötigen 

Stimulation durch Wachstumsfaktoren und Kultivierung in Serum und Plastikschalen 

weiteren synergistischen Effekten unterliegen. 

Da in vivo Versuche mit anti-CD40 mAb aufgrund der oben beschriebenen Nebeneffekte 

nicht gut geeignet sind, entwickelten wir ein Mausmodell, bei dem es zu einer 

konstitutiven, sterilen CD40-Expression selektiv auf DC kommt. 
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2.3.5 Das DC-LMP1/CD40-Mausmodell 

Zur weiteren Untersuchung der Effekte durch CD40-Signale auf DC dienten uns transgene 

Mäuse, welche latent membrane protein 1/CD40 (LMP1/CD40) exprimieren. Hierfür 

diente uns das Modell aus der Arbeitsgruppe von Ursula Zimber-Strobel (78). Dabei wurde 

in die Mäuse mittels Knock-in eine STOP-Kassette, die von zwei loxP-Stellen flankiert ist 

und auf die das Gen für das Fusionsprotein LMP1/CD40 folgt, in die ROSA26-Position 

inseriert. Die ROSA26-Position zeichnet sich durch eine gleichbleibend starke 

Transkription von inserierten Genen in allen Entwicklungsstadien und Zelltypen aus (79).  

Nun kreuzten wir LMP1/CD40-Mäuse mit CD11c-Cre transgenen Mäusen, welche die 

Cre-Rekombinase in CD11c+ Zellen exprimieren. CD11c kommt fast ausschließlich auf 

DC und Makrophagen vor (80). Wenn Cre exprimiert wird, wird die STOP-Kassette 

entfernt und das LMP1/CD40-Transgen gerät nun unter die Kontrolle des stets aktiven 

ROSA26-Promoters, so dass es in CD11c+ Zellen zu einer konstitutiven CD40-Expression 

kommt (Abbildung 2-1). Der so entstandene Mausstamm, der sowohl ein LMP1/CD40 

Allel, als auch ein CD11c-Cre Allel trägt, wird im Folgenden mit DC-LMP1/CD40 

bezeichnet.  

Das Fusionsprotein LMP1/CD40 besteht aus der Transmembran-Domäne von LMP1 

(Aminosäuren 1-187) des Epstein-Barr-Virus (EBV) und dem intrazellulären Teil des 

humanen CD40 Rezeptors (AS 223-280).  

EBV infiziert B-Zellen und kann in ihnen lebenslang persistieren. Darüber hinaus kann es 

vor allem in immungeschwächten Individuen maligne lymphoproliferative Erkrankungen, 

wie z.B. das Burkitt-Lymphom auslösen. Um in der Wirtszelle persistieren zu können, 

exprimiert EBV in der Latenzphase III sechs verschiedene nukleäre Antigene (EBNA-1, 

EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C und EBNA-LP) und zwei latente 

Membranproteine (LMP1 und LMP2A). LMP1 ähnelt dabei funktionell CD40 im Bezug 

auf die B-Zell-Proliferation und das Zellüberleben. LMP1 besteht aus einem kurzen 

zytoplasmatischen N-Terminus, aus sechs Transmembrandomänen und aus einem langen 

zytoplasmatischen C-Terminus. Es ist der entscheidende Faktor für die Immortalisierung 

von B-Zellen und damit der Tumorentwicklung durch EBV. Über den Transmembrananteil 

von LMP1 erfolgt das Anheften an andere LMP1-Proteine. So kann es durch die 

Rekrutierung von TRAF zu einem Liganden-unabhängigen konstitutiven 

Aktivierungssignal kommen (81). Wie bereits erwähnt ist LMP1 CD40 in seiner Funktion 

sehr ähnlich. Dies gilt auch für die Aktivierung von NF-κB, JNK und p38/MAPK (82, 83). 
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Abb. 2-1 Schematische Darstellung der rosa26-Position in LMP1/CD40 Mäusen und DC-LMP1/CD40 
Mäusen. In der Mitte Darstellung der rosa26-Position in LMP1/CD40 Mäusen, unten nach Kreuzung mit 
CD11c-Cre Mäusen. Abbildung aus (84). 

 

Der intrazelluläre Anteil des humanen CD40-Rezeptors stellt den zweiten Teil des 

LMP1/CD40-Fusionsproteins dar. Zuvor konnte bereits gezeigt werden, dass der humane 

CD40-Rezeptor den Phänotyp von CD40-defizienten Mäusen wiederherstellen kann (85).  

Um die beiden Moleküle, LMP1 und CD40, zu vergleichen, wurden verschiedene 

Fusionsproteine aus beiden Molekülen erstellt. Hierbei zeigten sich in den verschiedenen 

Modellen deutliche Ähnlichkeiten im Bezug auf die Aktivierung von NF-κB und die 

Expression von Wachstumsfaktoren in vitro (86, 87).  

In vivo konnte gezeigt werden, dass die konstitutive B-Zell-spezifische Expression von 

LMP1/CD40 zu einem aktivierten Phänotyp, verlängertem Überleben und gesteigerter 

Proliferation von B-Zellen führte. Hierzu wurde das LMP1/CD40 Fusionsprotein durch 

CD19-Cre aktiviert. Das konstitutive CD40-Signal führte dabei bei den Mäusen unter 

anderem zur konstitutiven Aktivierung des nicht-kanonischen NF-κB-Signalweges. Die 

Mäuse entwickelten ab dem 12. Lebensmonat regelmäßig B-Zell-Lymphome, was die 

Bedeutung von CD40-Signalen für die Proliferation und das Überleben von B-Zellen 

unterstreicht (78).   
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2.4 Zielsetzung der Arbeit 

 

DC sind als wichtige Vertreter antigenpräsentierender Zellen dazu befähigt, Toleranz und 

Immunität zu induzieren. Im unreifen Zustand vermitteln DC dabei Toleranz, im reifen, 

aktivierten Zustand Immunität. An der Reifung von DC sind verschiedene Moleküle 

beteiligt. Dazu gehört auch CD40, dessen Einfluss auf die Reifung von DC zuvor nur in 

vitro, bzw. in vivo nach Injektion von anti-CD40 mAb untersucht wurde. Dabei wurden 

sowohl immunstimulatorische, als auch tolerogene Effekte beschrieben. Um den Einfluss 

eines sterilen CD40-Signals exklusiv auf DC zu untersuchen, entwickelten wir transgene 

Mäuse, bei denen es zu einer DC-spezifischen Expression des Fusionsproteins 

LMP1/CD40 kommt, was eine chronische CD40-Stimulation nachahmt. Anhand von T-

Zell-Transfermodellen und der Untersuchung des Potentials von T-Zellen in verschiedenen 

Organen, bestimmte Effektorfunktionen auszuüben, sollen in dieser Arbeit Rückschlüsse 

auf die Reifungsprozesse von DC gezogen werden. Zur Detektion von Änderungen in der 

Genexpression von DC in DC-LMP1/CD40-Mäusen führten wir eine 

Genexpressionsanalyse durch. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Antikörper 

	

	

Epitop 

(Anti-Maus) 

Konjugat Klon Bezugsquelle 

CD4 FITC 
PE 

H129.19 
GK1.5 

Becton, Dickinson & Co. (BD), 
Franklin Lakes, NJ, USA  

CD8 PerCP 
PE-Cy7 

 
APC  

eFluor 780 

53-6.7 
53-6.7 

 
53-6.7 

BD 
eBioscience, San Diego, CA, 
USA 
eBioscience 

CD11b PE M1/70 BD 

CD11c APC 
PE-Cy7 

N418 
HL3 

eBioscience 
BD 

CD44 FITC Pgp-1, Ly24 BD 

CD62L APC Mel-14 BD 

CD90.1 PerCP OX-7 BD 

CD107a PE eBio1D4B eBioscience 

CD205 APC 205yekta eBioscience 

CD209 PE 5H10 eBioscience 

F4/80 PE BM8 eBioscience 

IFN-γ 
 

APC XMG1.2 eBioscience 

IL-2 PE-Cy7 JES6-5H4 eBioscience 
IL-17A PE TC11-18H10 BD 



Material und Methoden 

	

18	

	

Tabelle 3-1: Antikörper, die für die Durchflusszytometrie (FACS) verwendet wurden 

 

Für die intrazelluläre Färbung von IFN-γ, IL-2, IL-17A und TNF-α wurde das 

Cytofix/Cytoperm Kit (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) verwendet. 

Der agonistische anti-CD40-Antikörper (Klon: FGK45.5, Isotyp: Ratte IgG2a) für die 

Immunisierung wurde von der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach, Deutschland) 

bezogen. 

3.1.2 Chemikalien 

Alle Lö sungen, Medien und Puffer wurden mit zweifach destilliertem Wasser angesetzt. 

Wenn nicht anders vermerkt wurden die Chemikalien von den Firmen Merck (Darmstadt), 

Roth (Karlsruhe) und Sigma (St. Louis, MO, USA) im jeweils hö chsten Reinheitsgrad 

bezogen. Die Herkunft speziell benö tigter Reagenzien ist den entsprechenden 

Methodenbeschreibungen zu entnehmen. 

3.1.3 Geräte 

Brutschrank (Hera cell, Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau), 

Durchflusszytometer (FACSCalibur, FACSCanto  II und FACSAria, BD), Magnetrührer 

(Ika Labortechnik, Staufen), Mikrozentrifuge (Kisker Biotech, Steinfurt), PCR-Gerät (T3 

Thermocycler, Biometra, Göttingen), Pipetten (Gilson, Middleton, WI, USA), 

Pipettierhilfe (Pipetboy, Integra Biosciences, Baar, Schweiz), Präzisionswaage (Kern, 

Balingen-Frommern), Real-Time-PCR-Gerät (CFX96 Real Time System, BIO-RAD, 

Hercules, CA, USA), Thermomixer (Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg), 

Tischzentrifuge (Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Hamburg und Mikro 200, Hettich, 

Tuttlingen), Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA), Zellzählgerät 

(Coulter Counter Z2, Beckman Coulter, Krefeld), Zentrifuge (Rotanta 460R, Hettich, 

Tuttlingen). 

Alle anderen Geräte, die verwendet wurden, werden in den jeweiligen 

Methodenbeschreibungen erwähnt. 

MHC-II (I-A/I-E) 

MHC-II (I-Ab) 

FITC, PerCP 

Biotin 

M5/114.15.2 eBioscience 

TNF-α FITC MP6-XT22 eBioscience 
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3.1.4 Pufferlösungen und Medien 

	

ACK-Puffer     8,29 NH4Cl 

      1g KHCO3 

      37,2 mg Na2EDTA 

      H2O ad 1 l 

pH 7,2-7,4 mit 1 N HCl eingestellt und durch 

0,2 µl Filter steril filtriert 

 

PBS      150 mM NaCl 

      10 mM Na2HPO4 

      2 mM KH2PO4 

      pH 7,4 mit 5 N NaOH eingestellt 

 

FACS Puffer     PBS 

      2% FBS (v/v) 

      0,01% NaN3 (v/v) 

 

MACS Puffer     Dulbecco’s PBS ohne Ca2+/Mg2+ 

      0,5% FBS (v/v) 

      2 mM EDTA    

  

Zellkulturmedium für DC  RPMI-1640 (PAA) mit Glutamin  

5 % FBS (inaktiviert, v/v) 

10 mM Hepes 

100 U/ml Penicillin 
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100 µg/ml Streptomycin 

500 mM β-Mercapthoethanol  

25 ng/ml GM-CSF  

 

3.1.5 Mausstämme 

Alle Mä use wurden im Tierstall des Instituts fü r Immunologie der LMU Mü nchen 

gehalten. Nachfolgende Mä use wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet: 

C57BL/6 

Der MHC-Haplotyp dieses als Wildtyp-Kontrolle dienenden Mausstamms ist H-2b.  

CD11cCre 

CD11c-Cre-Mäuse wurden vom Labor von Boris Reizis zur Verfügung gestellt. Diese 

Mäuse exprimieren die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des CD11c-Promoters (80). 

DC-LMP1/CD40 

DC-LMP1/CD40-Mäuse wurden durch Kreuzung von CD11cCre-Mäusen mit 

LMP1/CD40-Mäusen (78) generiert. LMP1/CD40 trägt ein Knock-In des LMP1/CD40-

Gens, welchem eine loxP-flankierte STOP-Kassette im konstitutiv aktiven ROSA26-

Promoter vorausgeht. Durch die Kreuzung mit CD11cCre-Mäusen kommt es zur 

Entfernung des STOP-Codons in DC11c+ Zellen und damit zur konstitutiven Expression 

von LMP1/CD40 (weitere Beschreibung des Mausmodells siehe Kapitel 2.3.5). 

SMARTA-1 

SMARTA-1-Mäuse sind transgen für einen TCR, der das Epitop GP61 von LCMV im 

Kontext von MHCII I-Ab erkennt (88). 

P14 

Dieser Mausstamm ist transgen fü r einen TCR, der das Epitop GP33 aus GP 1 von 

LCMV im Kontext von MHC-I Db erkennt (89, 90). 
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3.1.6 Peptide und Oligonukleotide 

Die Peptide GP33 aus Glycoprotein 1 (gp33-41, KAVYNFATM) und GP61 (gp61–80, 

GLNGPDIYKGVYQFKSVEFD) jeweils von LCMV wurden von der Firma PolyPeptide 

Group (Straßburg, Frankreich) synthetisiert und bezogen.  

Alle Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech AG (Ebersberg, Germany) erworben. 

Diese werden in den jeweiligen Methodenbeschreibungen aufgeführt.  

 

3.1.7 Verbrauchsmaterialien 

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden verwendet: 

Cell Strainer (Zellsieb) 100 µm Nylon  BD, Franklin Lakes, NJ, USA 

Einmalkanülen 0,45 mm x 12 mm    Terumo, Eschborn, Deutschland 

Einmalspritzen 1 ml     Braun, Melsungen, Deutschland 

qPCR-Reaktionsgefäße    Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

PCR-Reaktionsgefäße    VWR, Radnor, PA, USA 

Pipettenspitzen (10 µl , 20 µl, 200 µl, 1000 µl) Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland 

Plastik-Petrischalen     Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Reaktionsgefäße 1,5 ml und 2 ml   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Reaktionsgefäße 15 ml und 50 ml   Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

Reaktionsröhrchen 5 ml (FACS)   BD, Franklin Lakes, NJ, USA 

Zellkulturplatten     Nunc, Roskilde, Dänemark 

 

Weitere Plastikwaren und Zellkulturmaterialien wurden von den Firmen Falcon, Becton 

Dickinson (Franklin Labs. NJ, USA), Nunc (Wiesbaden) und Greiner (Frickenhausen) 

erworben.  
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3.2 Methoden 

3.2.1 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1.1 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde durchgeführt, um DNA- und RNA-Fragmente 

aufzutrennen und zu identifizieren. Dazu wurden Horizontalgele (0,8-2% Agarose (w/v)) 

auf TAE-Pufferbasis verwendet. Um die DNA-Fragmente später unter UV-Licht (312 nm, 

Intas, Göttingen) sichtbar zu machen, wurde dem Gel Ethidiumbromid-Lösung (0,5µg/ml) 

hinzugefügt. Die 100bp oder 1kb Basenpaarleiter (New England Biolabs, Ipswich, MA, 

USA) diente als Längenstandard. Die Auftrennung der DNA- oder RNA-Fragmente 

erfolgte bei einer konstanten Spannung von 80 Volt in einer Elektrophoresekammer mit 

TAE als Laufpuffer. Anschließend wurden die DNA- oder RNA-Fragmente mit Hilfe von 

UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert.  

 

3.2.1.2 Isolierung von RNA 

Für die Isolierung von totaler RNA wurde das miRNeasy mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Deutschland) verwendet. Die Zellen wurden direkt nach Abschluss der jeweiligen 

Versuche (MACS von BMDCs oder FACS von Milzzellen) in 700 µl  QIAzol Lysis 

Reagent (Qiagen) resuspendiert und somit lysiert. Anschließend wurde die RNA-

Isolierung nach den genauen Angaben des Herstellers durchgeführt.  

Die RNA wurde in 50 µl RNase freiem Wasser gelöst. Bis zur weiteren Verwendung 

wurde die RNA mit einem 1/10 Volumen Natriumacetat und dem 2,5-fachen Volumen 

100-prozentigem Ethanol ausgefällt und bei -80°C gelagert. 

 

3.2.1.3 Messung von RNA-Konzentrationen 

Zur Messung von RNA-Konzentrationen wurde ein Nanodrop ND-1000 Gerät verwendet 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 
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3.2.1.4 Genexpressionsanalyse (Microarray) 

DNA-Microarrays dienen dazu, die RNA-Menge bestimmter Gene zu bestimmen. Hierzu 

wird zunächst die RNA aus einer bestimmten Zellsuspension isoliert und in einem 

weiteren Schritt mittels Reverse Transkriptase-Reaktion in komplementäre DNA (cDNA) 

umgeschrieben. Anschließend wird die cDNA auf industriell gefertigte DNA-Chips 

aufgebracht, die eine Vielzahl von Genen abbilden. Durch Inkubation mit der 

fluoreszenzmarkierten DNA auf den Chips können die Stellen mit hybridisierter DNA 

identifiziert werden. So kann die Genexpression der entsprechenden Zellen, bzw. die 

Änderung der Genexpression im Vergleich zu einer Kontrollprobe gemessen werden. 

Die Microarray-Analyse unserer Proben wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Thorsten 

Buch  (Group of Expression Core Facility, Institut für Medizinische Mikrobiologie, 

Immunologie und Hygiene, TU München) für die Analyse von BMDC	über einen Mouse 

Gene ST Array (Affymetrix, Santa Clara, USA) durchgeführt. 

Die Analysen wurden nach den Standards der jeweiligen Labors und unter Einhaltung der 

Herstellerangaben durchgeführt. 

Die Auswertung der Daten wurde von Dr. Tobias Straub (Biomedical Center 

Molecular Biology, LMU, Planegg-Martinsried) durchgeführt und uns bereitgestellt.  

	

3.2.1.5 Synthese von komplementärer DNA (cDNA) 

Mit dieser Methode wird Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) mit Hilfe von Oligo-d(T)-

Primern, zufälligen DNA-Hexameren, und des Enzyms Reverse Transkriptase in 

komplementäre DNA (cDNA) übersetzt. In dieser Arbeit diente die daraus gewonnene 

cDNA als Ausgangsmaterial für die darauf folgende quantitative Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR).  

Für die cDNA-Synthese wurden für alle Proben eines Experiments gleiche RNA-Mengen 

verwendet (für BMDCs 1µg). Es wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit 

(Qiagen) verwendet. In einem ersten Schritt wurde mit Hilfe des Kits die genomische 

DNA aus der Probe entfernt (gDNA Wipeout Buffer). Auch alle weiteren Schritte wurden 

nach den Angaben des Herstellers ausgeführt. Für die spätere Negativkontrolle in der 

qPCR wurde zusätzlich eine Reaktion ohne den Zusatz von Reverser Transkriptase 

durchgeführt, um eine eventuelle Verunreinigung durch genomische DNA in der qPCR 

auszuschließen.  
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Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20°C gelagert. 

 

3.2.1.6 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) 

Die quantitative PCR dient dazu, die Menge einer bestimmten DNA-Sequenz in einer 

Probe zu bestimmten. Wir wählten hierfür ein RT-qPCR-System, basierend auf einem 5’-

Nuklease Test (Taqman assay). Die zuvor isolierte RNA, welche im Weiteren in cDNA 

transkribiert wurde, wurde nun jeweils mit Hilfe zweier flankierender Primer amplifiziert 

und quantifiziert. Hierfür wurde das LightCycler 480 Probes Master kit (Roche, Basel, 

Schweiz), sowie das CFX96 Real Time System (BIO-RAD) verwendet. Die verwendeten 

Primer sind Tabelle 3-2 zu entnehmen.	 

Im Zuge der Polymerisation der Primer an das cDNA-Fragment wird Fluoreszenz eines an 

die Sonde gekoppelten Fluorochromes ermöglicht, welche dann durch das Gerät detektiert 

wird. Auf diese Art kann die Menge an DNA in Relation zu einem Kontrollgen 

quantifiziert werden. Als zusätzliche Kontrolle diente uns, wie bereits weiter oben 

beschrieben, jeweils ein zusätzlicher Reaktionsansatz jeder RNA-Probe ohne reverser 

Transkriptase, um Verunreinigungen durch genomische DNA in der qPCR auszuschließen. 

Die Expressionslevel wurden auf Ubiquitin normiert und die relative Quantifizierung 

wurde mit der ΔΔCT-Methode berechnet (91). 

Alle Arbeitsschritte wurden nach Vorgabe der jeweiligen Hersteller durchgeführt.  

 

Gen Vorwärts-Primer Rückwärts-Primer Probe # 

C1qc 5’-TTAGGCCTGAAGTCCCT 
TACAC-3’  

5’-GCAGCAGGCAAAGTC 
CAC-3’   75 

Card9 5’-GCTCTCACAAGACCCTG 
AGC-3’ 

5’-GCTTCACCCGGAAG 
CTCT-3’   67 

CD205 5’-CTCACGTGGCTATGCAA 
GAG-3’  

5’-GGATGGCTATGCCTGT 
GTAGT-3’   6 

CD209a 5’-ACCAAGAACTGACCCA 
GTTGA-3’  

5’-CTTGGAAGTGCGTCCAG 
TC-3’ 51 

CD209c 5’-CCCAACTAGTGGTTATC 
AAAAGTG-3’    

5’-TCCAGGCATAGCCTTT 
CTCT-3’ 84 
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Chi3l3 5’-AAGAACACTGAGCTAAA 
AACTCTCCT-3’  

5’-GAGACCATGGCACTGA 
ACG-3’  88 

Fcrls 5’-GCCTTTGATTGTGGACA 
TGA-3’  

5’-GATCTTCAGAAAGTGC 
TGGGTAA-3’  67 

Gfra2 5’-TTTAACATGATCTTGGC 
AAACG-3’  

5’-AGCGGAGGGTTTCGTCT 
AA-3’  34 

H2-M2 5’-GACAGTGGGAAATGAG 
ACTCTACTG-3’  

5’-CATGATGATGTCAGAAG 
GGTAGA-3’  81 

IL-12p35 5’-CCAGGTGTCTTAGCCA 
GTCC-3’  

5’-GCAGTGCAGGAATAA 
TGTTTCA-3’  62 

IL-12p40 5’-GCGCAAGAAAGAAAA 
GA TGAA-3’  

5’-TTGCATTGGACTTCG 
GTAGA-3’  82 

Inhba 5’-ATCATCACCTTTGCCGA 
GTC-3’  

5’-TCACTGCCTTCCTTGGA 
AAT-3’  72 

Jag1 5’-TGGCCGAGGTCCTAC 
ACTT-3’ 

5’-GCCTTTTCAATTATGCTA 
TCAGG-3’ 22 

Mapk14 5’-GACCTTCTCATAGATGA 
GTGGAAGA-3’ 

5’-CAGGACTCCATTTCTTCT 
TGGT-3’ 77 

Nfkbia 5’-ACGAGCAAATGGTGAA 
GGAG-3’ 

5’-ATGATTGCCAAGTGCAG 
GA -3’ 38 

Nlrp1a 5’-GTGATAGCCAGGCCCTA 
CTG-3’ 

5’-TTGAGCAGCCATCCTAC 
CAT-3’ 84 

Notch1 5’-CTGGACCCCATGGACA 
TC-3’ 

5’-AGGATGACTGCACACAT 
TGC-3’ 80 

Plcb4 5’-TACCTGGGAGGATTCTC 
GAC-3’  

5’-AGGGAGGTCTACCCGAT 
CAA-3’  64 

Slc1a2 5’-AGGACGGGATGAACGTC 
TTA-3’  

5’-CATCAGCTTGGCCTGTT 
CA-3’  60 

UBC 5’-GACCAGCAGAGGCTGAT 
CTT-3’ 

5’-CCTCTGAGGCGAAGGAC 
TAA-3’ 11 

 

Tabelle 3-2 Primer und Proben für die quantitative PCR 
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3.2.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mit dieser Methode wurden DNA-Sequenzen aus CD11c-Cre und DC-LMP1/CD40flSTOP 

Mäusen amplifiziert. Die dafür benötigte DNA wurde aus den Schwanzspitzen der Mäuse 

gewonnen.  

Hierfür wurden 2-5 mm der Schwanzspitze abgeschnitten, in 50 !l 1x Gitocher Puffer 

gegeben und für 6 Stunden bei 55°C inkubiert. Proteinase K wurde bei 95°C über 5 

Minuten inaktiviert.  

Für die PCR werden spezifische Primer, die die interessierende Region flankieren, benutzt. 

Durch mehrere, temperaturabhängige und aufeinander folgende Denaturierungs-, 

Primeranlagerungs-, und Polymerisationsschritte wird das gewünschte DNA-Fragment 

exponentiell vervielfältigt. Die DNA-Polymerisation erfolgt durch eine hitzestabile DNA-

Polymerase.  

 
Primer: 

CD11c-Cre for: ACTTGGCAGCTGTCTCCAAG  

Cre-ORF rev: GCGAACATCTTCAGGTTCTG  

LMP1 for: AGGAGCCCTCCTTGTCCTCTA  

CD40 rev: CTGAGATGCGACTCTCTTTGCCAT  

 

Reaktionsbeschreibung: 

1 µl der verdauten Schwanzspitze  

2.5 µl Primer for (10 pmol/µl)  

2.5 µl Primer rev (10 pmol/µl) 12.5 µl ReddyMix PCR Master Mix (Abgene, Epsom, UK)  

6.5 µl H2O  

 

Die PCR-Reaktionen wurden mit einem T3 Thermocycler (Biometra) durchgeführt mit 

dem folgenden Programm:  

CD11c-Cre:  

Schritt 1:  95°C 5 min  
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Schritt 2: 95°C 30 sec  

Schritt 3:  63°C 30 sec  

Schritt 4:  72°C 30 sec    zurück zu Schritt 2 (30 Zyklen) 

Schritt 5:  72°C 10 min  

Schritt 6:  4°C ∞  

 

LMP1/CD40:  

Schritt 1:  94°C 5 min  

Schritt 2:  94°C 45 sec 

Schritt 3:  55°C 45 sec  

Schritt 4:  72°C 1 min 15 sec  zurück zu Schritt 2 (31 Zyklen) 

Schritt 5:  72°C 10 min 

Schritt:  4°C ∞ 

 

3.2.2 Zell- und immunbiologische Methoden 

3.2.2.1 Durchflusszytometrie – Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) 

Mit einem FACS Gerät (FACS) lassen sich Größe, Granularität, 

Oberflächeneigenschaften, sowie intrazelluläre Zusammensetzung einer Zelle 

unterscheiden. Hierbei werden die zu untersuchenden Zellen einzeln in einem laminaren 

Flüssigkeitsstrom an einem Laser vorbeigeleitet. Dabei wird Licht beim Auftreffen des 

Laserstrahls auf die Zelle gestreut. Ein System aus verschiedenen Spiegeln und Filtern 

trennt die abgehende Strahlung nach ihren Wellenlängenbereichen, die dann über 

Detektoren registriert wird. Auch unmarkierte Zellen liefern dabei wichtige Informationen 

über Größe (Vorwärtsstreulicht) und Granularität (Seitwärtsstreulicht). Auf diese Weise 

kann man beispielsweise tote Zellen durch ihre geringere Größe und Granuolzyten oder 

Makrophagen durch ihre stärkere Granularität von der Lymphozytenpopulation 

unterscheiden.  
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Darüber hinaus lassen sich Oberflächenantigene, aber auch intrazelluläre Antigene mit 

fluoreszenzgekoppelten Antikörpern oder direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen markieren. 

Dabei absorbieren die fluoreszenzgekoppelten Antikörper Licht einer bestimmten 

Wellenlänge und emittieren Licht einer höheren Wellenlänge. Das so emittierte Licht wird 

anschließend über Detektoren erfasst, das Signal verstärkt und die Daten verrechnet. Die 

Daten werden dann üblicherweise entweder über ein Histogramm, bei dem nur eine 

Fluoreszenz dargestellt wird, oder über ein Punktwolkendiagramm (Dotplot), bei dem zwei 

verschiedene Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen werden, dargestellt.  

Die Messungen wurden an einem FACSCalibur- oder an einem FACSCantoII– 

Durchflusszytometer (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) vorgenommen. Die Datenaufnahme 

erfolgte mit CellQuest Software, Version 3.4 bzw. BD FACSDiva Software, Version 2.2 

(Becton, Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ, USA). Für die Datenanalyse wurde die 

FlowJo-Software (Tree-star, Ashland, OR, USA) verwendet. 

 

Färbemethode: 

In einem FACS-Röhrechen wurden 50 µl der Zellsuspension mit dem gleichen Volumen 

einer doppelt konzentrierten Antikö rperlö sung in PBS vermischt und 20 min. bei 4˚C 

abgedunkelt inkubiert. Jeder Antikörper war zuvor für die optimale Verwendung titriert 

worden. Ungebundene Antikö per wurden dann durch einmaliges Waschen mit FACS- 

Puffer entfernt. Nach dem letzten Waschschritt verblieben ca. 200 µl Zellsuspension im 

FACS-Rö hrchen, das bis zur Analyse lichtgeschü tzt auf Eis gelagert wurde.  

Für die intrazelluläre Färbung wurden die Zellen anschließend fixiert und deren Zellwände 

permeabilisiert, damit die Antikörper ins Zelleninnere eindringen können. Hierfür wurde 

das Cytofix/Cytoperm Kit (BD) verwendet und nach genauen Herstellerangaben 

durchgeführt.  

 

3.2.2.2 Magnetische Zellseparation (MACS) 

Die magnetische Zellseparation (MACS, Miltenyi Biotech) ermöglicht es, Zellen durch 

Markierung bestimmter Oberflächenantigene mit Antikörpern, die an paramagnetische 

Partikel (Microbeads) gekoppelt sind, zu separieren.  
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Die Separation erfolgt über eine Säule, die in ein starkes Magnetfeld platziert wird. Die 

Zellsuspension wird in die Säule pipettiert und die magnetisch markierten Zellen bleiben 

an der Säule haften. Sobald die Säule aus dem Magnetfeld genommen wird, können die 

markierten Zellen eluiert werden.  

Es gibt zwei mögliche Methoden der Isolierung: zum einen können die Zellen markiert 

werden, die man gewinnen möchte (positive Selektion, Microbeads), zum anderen können 

alle Zellen markiert werden, die man nicht gewinnen möchte (negative Selektion, Isolation 

Kit). In diesem Fall müssen die Zellen, die die Säule verlassen, aufgefangen werden. 

Für die Experimente in dieser Arbeit wurden beide Methoden verwendet. 

Zur Isolierung von DC wurden CD11c-Microbeads verwendet. Zur Isolierung von CD4+ 

T-Zellen wurden mit dem CD4+ T Cell Isolation Kit, CD8+ T-Zellen mit dem CD8+ T Cell 

Isolation Kit isoliert. 

Die Durchführung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.  

 

3.2.2.3 Bestimmung von Zellzahlen 

Zur Bestimmung der Zellzahlen wurde ein Coulter Counter Z2 (Beckman Coulter, Inc., 

Fullerton, CA, USA) verwendet. Das Prinzip der Messung basiert auf der Verä nderung 

des elektrischen Widerstandes, der von einer Zelle ausgelö st wird, die in einer elektrisch-

leitfä higen Flü ssigkeit suspendiert wird und eine Kapillarö ffnung zwischen zwei 

Elektroden passiert. Durch die Anzahl der Impulse lässt sich die Zellzahl bestimmen und 

die Höhe des elektrischen Impulses verhält sich proportional zur Zellgröße. Die Zugabe 

von Zap-O-Globin (Beckman Coulter) ermöglicht es, lebende von toten Zellen, sowie von 

Erythrozyten zu unterscheiden.  

Dafür wurden von jeder zu untersuchender Zellsuspension 10 µl in 10 ml Isoton II-Lösung 

(Beckman, Coulter) gegeben und mit jeweils 2 µl Zap-O-Globin vermischt. Anschließend 

konnte die Zellzahl im Coulter Counter Z2 bestimmt werden. 

 

3.2.2.4 Gewinnung von Blut und Organen der Mäuse 

Entnahme der Organe 

Für die Entnahme der Organe wurden die Mäuse mit Isofluran inhalativ narkotisiert und 

anschließend mittels zervikaler Dislokation getötet. Die Mäuse wurden dann auf einem 
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Styroporbrett an den Extremitäten mit Nadeln fixiert und mit 70-prozentigem Alkohol 

desinfiziert. Daraufhin wurden je nach Experiment die Milz, Lymphknoten (zervikal, 

axillär und inguinal) und die Hinterbeine vorsichtig mit Pinzette und Schere gelöst und 

entnommen.  

Die Organe wurden unverzüglich in geeigneten Reaktionsgefäßen in PBS und auf Eis 

gelagert und schnellstmöglich für die jeweiligen Versuche weiterverarbeitet. 

 

Herstellung von Einzelzellsuspensionen 

Nach Organentnahme wurden Milzen und Lymphknoten mit DNAse I (0,2mg/l) und 

Liberase (0,65 Wünsch units/l, beide Roche) bei 37˚C für 30 Minuten verdaut. Die Organe 

wurden dann in ein Zellsieb gegeben (Cell Strainer, 100µm, BD), das auf ein 50 ml 

Reaktionsgefäß platziert wurde, mit dem Stempel einer Injektionsspritze zerrieben und 

anschließend mit PBS gespült. Die Zellsuspension wurde dann bei 1340 upm und bei 4˚C 8 

min. lang zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgegossen oder abgesaugt und 

die Zellen einer Erythrozytenlyse unterzogen.  

Für die Herstellung von Kulturen von DC aus dem Knochenmark (BMDC – bone marrow 

derived dendritic cells) wurden Femur und Tibia der Hinterbeine vorsichtig voneinander 

getrennt, von Muskulatur und Sehnen befreit und anschließend kurz mit 70-prozentigem 

Ethanol desinfiziert. Danach wurden die Epiphysen der Knochen mit einer kleinen Schere 

entfernt, um den Markraum zu eröffnen. Mit einer kleinen Nadel wurden die 

Knochenmarkszellen dann mit Hilfe einer Spritze mit RPMI herausgespült und in eine 

Zellkulturplatte überführt. Die Zellen wurden daraufhin in ein 50 ml Reaktionsgefäß 

überführt und dabei mit einem Zellsieb filtriert und bei 1340 rpm und bei 4˚C 8 min. lang 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgegossen oder abgesaugt und die 

Zellen einer Erythrozytenlyse unterzogen. Nach anschließender Bestimmung der Zellzahl 

wurden die Zellen für 7 Tage in DC-Zellkulturmedium inkubiert (detaillierte Beschreibung 

siehe Kap. 3.2.2.5). 

Gewinnung von peripherem Blut 

Vor dem Eingriff wurden die Mäuse für einige Minuten unter einer Infrarotlampe erwärmt, 

um dadurch ihre peripheren Gefäße zu weiten und damit die Blutabnahme zu erleichtern. 

Die Mäuse wurden in eine Falle gesetzt und der Schwanz wurde mit einem Skalpell 

vorsichtig angeritzt. Wenige Tropfen Blut wurden dann mit einem 1,5 ml Reaktionsgefäß 
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aufgefangen und mit Natrium-Heparin vermischt, um die Gerinnung des Blutes zu 

verhindern. 

Erythrozytenlyse 

Erythrozyten aus dem peripheren Blut wurden mit dem „Pharm Lyse reagent“ (BD) lysiert. 

Die Durchführung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 

Um Erythrozyten aus Milz-, Lymphknoten oder BMDC-Supsensionen zu entfernen, 

wurden die Zellpellets in 1 ml ACK Puffer resuspendiert und 5 min. bei Raumtemperatur 

gelagert. Die Reaktion wurde mit 5-10 ml PBS gestoppt. Ein weiterer Zentrifugierschritt 

(1340 upm bei 4˚C für 8 min.) folgte. Danach wurden die Zellen in der Regel in 1 ml PBS, 

MACS Puffer oder FACS Puffer resuspendiert und deren Zellzahl bestimmt. 

 

3.2.2.5 Zellkultur 

Kultivierung von BMDC 

Knochenmarkszellen wurden nach der Erythrozytenlyse und der Bestimmung der Zellzahl 

in DC-Medium kultiviert. Die Zellkonzentration war dabei 1x106 Zellen/ml. In jede 10 cm 

Zellkulturplatte wurden 10 ml DC-Medium gegeben und diese wurden 7 Tage bei 37˚C 

und 5% CO2 kultiviert. Das DC-Medium enthielt das Cytokin GM-CSF, das in vitro die 

Differenzierung von dendritischen Zellen des Knochenmarks induziert. Dafür wurde eine 

modifizierte Version des Protokolls von Inaba verwendet (92). Nach 3 Tagen wurde das 

Medium ausgewechselt und die Zellen in frisches Medium gegeben. Nach 7 Tagen wurden 

die Zellen aus der Kultur entnommen. Um die Zellen anschließend per MACS einer 

positiven Selektion zu unterziehen, wurden vorher die CD11c+ Zellen mit CD11c-

Microbeads markiert.  

 

3.2.2.6 Adoptiver Zelltransfer 

Bei dieser Methode werden T-Zellen einer Spendermaus in eine syngene Empfängermaus 

übertragen. Dies ermöglicht es, das Verhalten einer geringen Anzahl an Zellen in vivo zu 

beobachten. Es wurden jeweils die großen Lymphknoten und die Milz der Mäuse 

entnommen und nach Verdau und Lyse durch ACK-Puffer einer negativen Selektion 

(MACS) unterzogen. So wurden je nach Versuch entweder CD4+ oder CD8+ T-Zellen 
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isoliert. Nach der Isolation durch MACS wurde eine FACS-Analyse zur Reinheitskontrolle 

durchgeführt. Es wurden pro Empfängermaus 5x105 bzw. 2x106 Zellen in syngene, 

gleichgeschlechtliche Empfängermäuse transferiert. Da die Ausbeute an CD8+ T-Zellen 

regelmäßig niedriger war, entschieden wir uns hier für eine geringere Menge an Zellen 

(5x105). Der Zelltransfer erfolgte durch Injektion in die Schwanzvene der Maus. Die 

Detektion der transferierten Zellen wurde durch den kongenen Marker Thy1.1 (CD90.1) 

ermöglicht.  

 

3.2.2.7 In vitro T-Zell-Restimulation 

Um die Zytokinexpression von CD4+ T-Zellen zu untersuchen, wurden die Mäuse getötet 

und Einzelzellsuspensionen hergestellt. Jeweils 2 x 106 Zellen wurden in 96-Lochplatten 

gegeben und mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Ionomycin stimuliert mit einer 

Konzentration von 40 ng/ml bzw. 1!g/ml. Der Reaktion wurden noch 2 !M Golgi-Stop 

(BD) hinzugefügt, was die Proteinsekretion blockiert, und die Zellen über 4 Stunden bei 

37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimalig mit FACS-Puffer gewaschen 

und einer extrazellulären Färbung unterzogen. Um die Zellwände zu permeabilsieren und 

durchgängig für Antikörper zu machen wurde das Cytofix/Cytoperm Kit (BD) verwendet 

und für 20 min. bei 4˚C abgedunkelt inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 

Perm/Wash Buffer (BD) gewaschen und mit den jeweiligen Antikörpern für die 

intrazelluläre Färbung für 30 min. bei 4˚C abgedunkelt inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen erneut gewaschen und in FACS Puffer resuspendiert bis sie für die FACS-Analyse 

verwendet wurden. 

 

3.2.2.8 Depletion der Darmflora 

Die Mäuse wurden ab der 3. Lebenswoche mit Ampicillin-Natriumsalz (1 g/L; Roth), 

Vancomycin-Hydrochlorid (500 mg/L; Roth), Neomycin-Sulfat (1 g/L; Roth) und 

Metronidazol (1 g/L; Sigma-Aldrich) in Trinkwasser gelöst für mindestens 3 Wochen 

behandelt. 
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3.2.3 Statistische Analyse 

Die P-Werte wurden mit dem Student’s t test der PRISM Software errechnet (GraphPad 

software, La Jolla, CA, USA) und folgendermaßen definiert: ***: P < 0,001, **:P = 0,001 

bis 0,01, *:P = 0,01 bis 0,05, n.s. (nicht signifikant): P > 0,05. Die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichung von den jeweiligen Mittelwerten an.  
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4 Ergebnisse 

4.1 DC-LMP1/CD40-Mäuse erkranken schwer 

Bei der Zucht des DC-LMP1/CD40-Mausstammes zeigte sich eine ausgeprägte 

Gedeihstörung und stark verringerte Lebenserwartung, die drastisch auf 10-20 Wochen 

reduziert war. Die Beobachtungen deuteten auf eine schwere Immunerkrankung hin, was 

uns zuerst dazu veranlasste, die lymphtischen Organe makroskopisch zu untersuchen. Es 

zeigte sich bei 8-12 Wochen alten Mäusen eine deutliche Vergrößerung der Milz, eine 

Verkürzung und Verdickung des Colons und damit einhergehend eine deutliche 

Vergrößerung der mesenterischen Lymphknoten (Abb. 4-1). Die Veränderungen des 

Colons ließen auf eine schwere intestinale Entzündung schließen.  

 

 

Abb. 4-1: Links: Verkürzung und Verdickung des Colons. Rechts oben: Vergrößerung der mesenterischen 
Lymphknoten. Rechts unten: Splenomegalie. Jeweils rechts im Bild sind die Organe der DC-LMP1/CD40 
Mäuse ca. im Alter von 9 Wochen dargestellt. Links im Bild die Organe gesunder C57BL/6 Kontrollmäuse. 
 

 

4.2 Adoptiver Zelltransfer von CD8+ P14-Zellen in DC-

LMP1/CD40-Mäuse 

Im Folgenden wollten wir untersuchen, inwieweit diese Veränderung in DC-LMP1/CD40-

Mäusen die Fähigkeit von Dc zur Toleranzinduktion beeinflussten. Hierzu verwendeten 

wir zunächst einen adoptiven Transfer von P14 T-Zellen. 
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Der P14 T-Zellrezeptor ist spezifisch für das Peptid GP33, aus dem Glycoprotein von 

LCMV, welches über MHCI-Db präsentiert wird (90). P14-Mäuse sind transgen für diesen 

TCR. GP33 ist dabei eines der am häufigsten verwendeten Modellantigene in der 

immunologischen Forschung. T-Zellen, die den P14 TCR tragen, sind in der 

Vergangenheit vielfältig in Mausmodellen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen, 

antiviraler Immunität und Tumorabstoßung untersucht worden (93-96). P14 CD8+ T-

Zellen, die GP33 über den TCR binden, werden aktiviert und proliferieren entsprechend.  

Verschiedene Studien konnten auch zeigen, dass DC fü r die Aktivierung GP33 

spezifischer T-Zellen entscheidend sind. So konnte beispielsweise nach in vivo Depletion 

von DC durch Diphterietoxin keine MHCI-Db abhängige spezifische T-Zellantwort durch 

GP33 detektiert werden (97, 98). P14 CD8+ T-Zellen konnten über den kongenen Marker 

CD90.1 detektiert und so von endogenen T-Zellen differenziert werden. 

Um die Fähigkeit von DC zu untersuchen, Toleranz zu induzieren, machten wir nun 

Gebrauch von einem adoptiven Zelltransfer. Hierfür isolierten wir P14 CD8+ T-Zellen per 

MACS und injizierten jeweils 5x105 dieser Zellen in C57BL/6-Kontrollmäuse und DC-

LMP1/CD40-Mäuse über die Schwanzvene. Um die transferierten Zellen funktionell zu 

untersuchen, können sie nach erneuter Isolation aus den Tieren mit dem bekannten Peptid 

GP33 stimuliert werden und anschließend durchflusszytometrisch analysiert werden.  

Am Tag nach dem adoptiven Zelltransfer wurden DC-LMP1/CD40-Mäuse und C57BL/6 

mit GP33 immunisiert. Weiter wurde als Positivkontrolle eine Gruppe von C57BL/6 mit 

GP33 und anti-CD40-Antikörper zugleich immunisiert. Eine Gruppe C57BL/6-Mäuse 

blieb bis auf den adoptiven Zelltransfer unbehandelt. Wären die DC in DC-LMP1/CD40-

Mäusen voll aktiviert, so würden wir eine Stimulierung der P14 T-Zellen ähnlich wie in 

der Positivkontrolle erwarten.  

An Tag 4 nach der Injektion der Zellen wurden die Mäuse getötet und die Milzen 

entnommen. Die gewonnenen Milzzellen wurden anschließend einer Restimulation mit 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Ionomycin über 4 Stunden bei 37˚C im 

Inkubator unterzogen. Im Anschluss erfolgte sowohl eine Fä rbung von CD8 und 

CD107a, sowie eine intrazellulä re Fä rbung fü r die Zytokine IFN-γ und TNF-α. Die 

Zellen wurden anschließend mittels Durchflusszytometrie analysiert. 

Die Überlegungen vor diesem Versuch waren, dass wenn ein konstitutives CD40-Signal 

auf DC zu einer vollen funktionellen Reifung führte, es zu einer Proliferation von P14 
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CD8+ T-Zellen in DC-LMP1/CD40-Mäusen kommen müsste, für die es keines weiteren 

Stimulus bedarf, damit die T-Zellen ihre Effektorfunktionen ausführen können. Die Anzahl 

der nach 4 Tagen nachgewiesenen P14-Zellen wurde als Surrogatmarker für die 

Proliferation und das Überleben der Zellen in vivo genutzt. 

Eine deutliche Zunahme von P14 CD8+ T-Zellen wurde nur in den Kontrollmäusen, die mit 

GP33 und anti-CD40 mAb immunisiert wurden, beobachtet. Bei den Kontrollmäusen, die 

nur mit GP33 immunisiert wurden, fiel dieser Effekt deutlich geringer aus, bei DC-

LMP1/CD40-Mäusen war nur eine geringe Zunahme zu erkennen (Abb. 4-2). 

 

 

Abb. 4-2 Oben dargestellt sind FACS-Plots, die die Population an P14 CD8+ T-Zellen unter allen Milzzellen 
markieren. Unten werden links die absoluten Zahlen der P14 CD8+ T-Zellen in den Milzen der jeweiligen 
Versuchstiere aufgeführt. Unten rechts der prozentuale Anteil von P14 CD8+ T-Zellen unter allen CD8+ 
Zellen. Die Unterschiede zwischen mit GP33-Peptid immunisierten Kontrollmäusen und DC-LMP1/CD40-
Mäusen waren jeweils signifkant. Es gilt pro Gruppe jeweils n=3. Die Statistische Analyse und Berechnung 
der P-Werte erfolgte wie in Kap. 3.2.3 beschrieben. 

 

In der Analyse der Zytokinexpression mittels Durchflusszytometrie nach Restimulation der 

Zellen zeigte sich lediglich eine leicht erhöhte Expression von CD107a und IFN-γ der P14 

CD8+ T-Zellen in DC-LMP1/CD40 Zellen im Vergleich zu den mit GP33 immunisierten 
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Kontrollmäusen. In beiden ausschließlich mit GP33 immunisierten Gruppen konnten keine 

relevanten Mengen TNF-α produzierender P14 CD8+ Zellen nachgewiesen werden. Die 

Kontrollmäuse, die neben GP33 zusätzlich mit anti-CD40 mAb immunisiert wurden, 

zeigten hingegen eine deutliche Zunahme der Expression von CD107a und IFN-γ (Abb. 4-

3).  

CD107a wird als Marker für Degranulation von CD8+ T-Zellen nach deren Stimulation 

verwendet, während IFN-γ und TNFα als proinflammatorische Zytokine von T-Zellen 

ausgeschüttet werden, um Effektorfunktionen in der Abwehr von Pathogenen einzuleiten.  

Zusammenfassend bestehen keine Anzeichen dafür, dass die Toleranzinduktion in DC-

LMP1/CD40-Mäusen außer Kraft gesetzt ist. Sonst wäre eine ähnlich starke 

Effektorfunktion wie in den mit GP33 und anti-CD40 mAb immunisierten Kontrollmäusen 

zu sehen gewesen. Dennoch lag der Prozentsatz der IFN-γ+	 CD107a+ Zellen bei DC-

LMP1/CD40 Mäusen, die mit GP33 immunisiert wurden deutlich höher (7,4% zu 14,8%) 

als in den mit GP33 immunisierten Kontrollmäusen, was auf einen intermediären Effekt 

schließen lässt. 
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Abb. 4-3 A Nach Restimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Ionomycin  der Milzzellen 
werden mittels FACS-Plots in schwarz markiert P14 CD8+ Zellen dargestellt, in grau die Gesamtheit der 
Lymphozyten. Für die jeweiligen Versuchsgruppen sind einzeln die Expressionen von IFN-γ, TNF-α und 
CD107 dargestellt. B Zusätzliche Veranschaulichung von A mittels Kreisdiagramm. In Prozent ist der Anteil 
der P14 CD8+ Zellen dargestellt, der das jeweilige bunt markierte Zytokin exprimiert, bzw. die doppelt oder 
dreifach positiven Zellen. Es gilt pro Gruppe jeweils n=3.  

 

4.3 Adoptiver Zelltransfer von CD4+ SMARTA-Zellen in DC-

LMP1/CD40-Mäusen mit depletierter Darmflora 

Analog zum P14-Mausmodell dienten uns SMARTA1-Mäuse dazu, antigenspezifische 

CD4+-T-Zellen mittels adoptivem Zelltransfer in unsere Versuchsmäuse einzubringen. 
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SMARTA1-Mäuse sind transgen für einen TCR, der das Epitop GP61 von LCMV im 

Kontext von MHCII I-Ab erkennt (88). Auch in diesem Versuch diente uns der kongene 

Marker CD90.1 zur Detektion der in die Versuchsmäuse transferierten Zellen.  

In vorangegangen Versuchen unserer Arbeitsgruppe (Daten nicht veröffentlicht) zeigte 

sich, dass transferierte CD4+ T-Zellen in DC-LMP1/CD40-Mäusen stark proliferierten. 

Um festzustellen, ob dies auch bei Mäusen, deren Darmflora vorher mit Antibiotika 

depletiert wurde und somit ein wesentlicher externer Stimulus wegfällt, der Fall ist, führten 

wir den Versuch erneut durch. Dafür wurden sowohl DC-LMP1/CD40-, als auch 

C57BL/6-Mäuse ab der 3. Lebenswoche bis zum Start des Experiments mit vier 

verschiedenen Antibiotika (Ampicillin, Vancomycin, Neomycin und Metronidazol) in 

Trinkwasser gelöst behandelt. Durch die Behandlung mit diesen Antibiotika kann eine 

weitgehende Depletion der Darmflora erreicht werden.  

Jeder Maus wurden 2x106 SMARTA CD4+ T-Zellen in die Schwanzvene injiziert. Am 

Folgetag wurden C57BL/6 Kontrollmäuse entweder nur mit GP61 oder zusätzlich mit anti-

CD40 mAb immunisiert. Die Gruppe der DC-LMP1/CD40-Mäuse wurde ebenfalls mit 

GP61 immunisiert. Eine Gruppe C57BL/6-Kontrollmäuse wurde über die Injektion der 

Zellen hinaus nicht behandelt.  

Im Verlauf des 14-tägigen Experiments wurde den Mäusen an den Tagen 3, 6, 9 und 13 

jeweils ein wenig Blut aus der Schwanzvene entnommen. Die Blutzellen wurden dann 

anschließend mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dabei wurde vor allem auf die 

Veränderung der SMARTA-Zellzahl im peripheren Blut geachtet. Zusätzlich war der 

Anteil der aktivierten SMARTA-Zellen von Interesse (CD62-, CD44+).  

Es zeigte sich im Zeitverlauf zunächst eine deutliche Zunahme der SMARTA CD4+ T-

Zellen im Blut sowohl in DC-LMP1/CD40-Mäusen, als auch in den mit GP61 und anti-

CD40 mAb immunisierten Kontrollmäusen mit einem Höhepunkt an Tag 6. Im weiteren 

Zeitverlauf verschwanden die Zellen weitgehend aus dem peripheren Blut und konnten am 

Tag 13 nur noch in kleinen Zahlen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu kam es in 

den unbehandelten Kontrollmäusen und den lediglich mit GP61 immunisierten Mäusen zu 

keiner signifikanten Zunahme der SMARTA-Zellzahl im peripheren Blut. 

Im zeitlichen Verlauf war die Anzahl der aktivierten CD62-/CD44+ SMARTA CD4+ T-

Zellen sowohl in DC-LMP1/CD40 Mäusen, als auch in den mit anti-CD40 mAb 

immunisierten Kontrollmäusen zunehmend, während die aktivierten Zellen in lediglich mit 



Ergebnisse 

	

40	

GP61 immunisierten Kontrollmäusen nach einem initialen Anstieg bis Tag 9 wieder 

abnahmen. Dabei zeigte sich die Kinetik des Anstiegs von aktivierten SMARTA CD4+ T-

Zellen zwischen DC-LMP1/CD40 Mäusen und den mit anti-CD40 mAb immunisierten 

Kontrollmäusen deutlich verschieden. Der Anstieg zu Beginn war dabei bei den 

Kontrollmäusen deutlich rascher und flachte ab Tag 9 ab, während der Anteil der 

aktivierten SMARTA-Zellen in DC-LMP1/CD40-Mäusen bis Tag 13 kontinuierlich 

zunahmen.  

Bei den unbehandelten Kontrollmäusen kam es wie erwartet zu keiner Zunahme an 

aktivierten SMARTA CD4+ T-Zellen (Abb. 4-4).  

 

Abb. 4-4 Nach adoptivem Zelltransfer von SMARTA CD4+ T-Zellen wurde den Mäusen an den Tagen 3, 6, 
9 und 13 Blut entnommen. Links ist in Prozent der Anteil an aktivierten Zellen (CD62L- CD44+) unter den 
transferierten SMARTA CD4+ T-Zellen dargestellt. Rechts ist die relative Zellezahl von SMARTA CD4+ T-
Zellen im Zeitverlauf in Prozent von allen CD4+ Zellen dargestellt. Wie in Abb. 4-5 gezeigt wurden die hier 
als SMARTA T-Zellen bezeichneten Zellen nach CD90.1+ und CD4+ ausgewählt. Es gilt pro Gruppe jeweils 
n=3.  

 

An Tag 13 des Experiments wurden die Mäuse getötet und die Organe entnommen. Die 

Analyse der Anzahl der SMARTA CD4+ T-Zellen in den Milzen der einzelnen 

Versuchsgruppen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen unbehandelten 

Kontrollmäusen, mit GP61 behandelten Kontrollmäusen und mit GP61 behandelten DC-

LMP1/CD40-Mäusen. Lediglich in den als Positivkontrolle dienenden zusätzlich mit anti-

CD40 mAb immunisierten Kontrollmäusen war eine deutliche Zunahme der Anzahl an 

SMARTA CD4+ T-Zellen nachzuweisen. 

Zusammenfassend zeigten sich in DC-LMP1/CD40-Mäusen, deren Darmflora zuvor 

mittels Antibiotika depleteriert wurde, keine signifikanten Unterschiede zu den 

Kontrollmäusen im Bezug auf die Anzahl der in der Milz gefundenen SMARTA-Zellen. 

Der Anteil der aktivierten Zellen unter den detektierten SMARTA-Zellen nahm in mit 

GP66 immunisierten DC-LMP1/CD40-Mäusen kontinuierlich zu, während es in den 
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ebenfalls mit GP66 immunisierten Kontrollmäusen ab Tag 9 zu einer Abnahme deren 

Anteil kam. Diese Abnahme an aktivierten Zellen im Zeitverlauf kann man 

klassischerweise im Rahmen von Toleranzinduktion beobachten.  

  

 

 

Abb. 4-5 Oben dargestellt sind FACS-Plots, die die Population an SMARTA CD4+ T-Zellen unter allen 
Milzzellen markieren. Unten werden links die absoluten Zahlen der SMARTA CD4+ T-Zellen in den Milzen 
der jeweiligen Versuchstiere aufgeführt. Unten rechts der prozentuale Anteil von SMARTA CD4+ T-Zellen 
unter allen CD4+ Zellen. Die Unterschiede zwischen mit GP61-Peptid immunisierten Kontrollmäusen und 
DC-LMP1/CD40-Mäusen waren jeweils nicht signifkant (n.s.). Es gilt pro Gruppe jeweils n=3 

 

4.4 Th1- und Th17-Zellen als Effektorzellen bei der Entstehung 

der Colitis in DC-LMP1/CD40-Mäusen 

Entzündliche Prozesse und chronisch-entzündliche Darmerkrankungen sind häufig mit 

erhöhter Sekretion von IFN-γ und IL-17 durch T-Zellen assoziiert. Aus diesem Grund 

untersuchten wir das Potenzial von CD4+ T-Zellen zur Produktion dieser Zytokine in DC-

LMP1/CD40-Mäusen im Vergleich zu Kontrollmäusen. Dabei ist für Th1-Lymphozyten 

die Sekretion von IFN-γ neben weiteren Zytokinen wie IL-2 und TNFα charakteristisch, 

während die Sekretion von IL-17 charakteristisch für Th17-Lymphozyten ist. Darüber 

hinaus gibt es auch T-Zellen, die sowohl IFN-γ, als auch IL-17 sezernieren.  
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Für den Versuch wurden DC-LMP1/CD40-Mäuse und Kontrollmäuse in verschiedenen 

Altersgruppen (5, 7, 9 und 15 Wochen) ausgewählt. Um Sekundäreffekte durch die 

Inflammation des Darmes auszublenden, untersuchten wir zusätzlich eine Gruppe DC-

LMP1/CD40-Mäuse im Alter von 6 Wochen, deren Darmflora zuvor nach oben 

beschriebenem Protokoll mittels Antibiotika depletiert wurde.  

Die Mäuse wurden zu den genannten Zeitpunkten getötet und ihre Milzen und 

Lymphknoten (mesenterische Lymphknoten, sowie Hautlymphknoten) entnommen. Die 

anschließend in vitro mit PMA und Ionomycin restimulierten Zellen wurden einer 

intrazellulären Färbung (IFN-γ und IL-17A) für die Durchflusszytometrie unterzogen.  

Dabei zeigte sich in DC-LMP1/CD40-Mäusen sowohl in der Milz, als auch in den 

mesenterischen Lymphknoten (mLN) eine Zunahme an IL-17A+ Th17-Zellen, IL-17A+ 

IFN-γ+ Th17/Th1-Zellen und IFN-γ+ Th1-Zellen in nahezu allen Altersgruppen. Die 

Ergebnisse waren zwar nicht durchweg signifikant, die Tendenz lässt sich allerdings aus 

Abbildung 4-6 eindeutig ablesen. Für die Erhöhung von IL17A+ Zellen in mLN zeigte sich 

dabei die geringste Signifikanz, so dass hier eher von keiner wesentlichen Zunahme von 

Th17+ T-Zellen auszugehen ist.  

In den mit Antibiotika behandelten DC-LMP1/CD40-Mäusen zeigte sich keine Zunahme 

an Th1- bzw. Th17-Zellen. Auch in den Hautlymphknoten (sLN), waren diese Effekte 

nicht nachweisbar. 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse eine signifikante Erhöhung von IL-17A+ Th17-

Zellen, IL-17A+ IFN-γ+ Th17/Th1-Zellen und IFN-γ+ Th1-Zellen in der Milz, während im 

mLN es zu einer Zunahme an IL-17A+ IFN-γ+ Th17/Th1 Zellen und IFN-γ+ Th1-Zellen, 

nicht aber von IL-17A+ Th17-Zellen kommt. In den sLN gab es keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen. In den Mäusen, deren Darmflora mit 

Antibiotika depletiert wurde kam es ebenfalls zu keinen signifikanten Unterschieden in der 

Expression von IL17A und IFN-γ.  
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Abb. 4-6.  In DC-LMP1/CD40 Mäusen zeiget sich eine signifikante Zunahme an proinflammatorischen 
T-Zellen in Milz und mesenterischen Lymphknoten. A Representative FACS Plots IL-17A oder IFN-γ 

produzierender CD4+ T-Zellen in Milz, mesenterischen Lymphknoten und Hautlymphknoten. B Anteil von 
CD4+ T-Zellen, die entweder IL-17A, IFN-γ oder beides exprimieren. Dargestellt ebenfalls in Milz, 
mesenterischen Lymphknoten (mLN) und Hautlymphknoten (sLN) in verschiedenen Altersgruppen, sowie 
einer mit Antibiotika (ABX) behandelten Gruppe von DC-LMP1/CD40 Mäusen. Es gilt pro Gruppe jeweils 
n=3 
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4.5 Genexpressionsanalyse in BMDC 

Um Änderungen der Genexpression in DC-LMP1/CD40-Mäusen zu erfassen, untersuchten 

wir BMDC anhand einer Genexpressionsanalyse (Microarray-Analyse).  

4.5.1 Genexpressionsanalyse 

Für die Analyse der BMDC wurden zuvor BMDC-Kulturen über 7 Tage angelegt (siehe 

Kap. 3.2.2.6) und die Zellen anschließend zuerst per MACS einer positiven Selektion auf 

CD11c+ Zellen unterzogen. Die daraufhin anhand der Durchflusszytometrie bestimmte 

Reinheit der CD11c+ Zellen, ergab stets >85% in DC-LMP1/CD40-Mäusen und stets 

>90% in den Kontrollmäusen (siehe Abb. 4-7A). Aufgrund der zufriedenstellenden 

Reinheit nach MACS verzichteten wir in diesem Versuch auf eine durchflusszytometrische 

Zellsortierung, um eine noch bessere Reinheit zu erreichen.  

 

           

Abb. 4-7 A Reinheit der MACS-sortierten CD11c+ BMDC, dargestellt in einem FACS-Plot. Representativ 
für jeweils n=3 B Kontrolle auf vorliegende RNA in den entsprechenden Proben nach RNA-Isolierung. 
Dargestellt sind jeweils die Banden der 16s- und 23s-rRNA 

 

Nach anschließender Isolierung der RNA nach zuvor beschriebenem Protokoll wurde die 

Microarray-Analyse durch die Arbeitsgruppe Prof. Thorsten Buch (Group of Expression 

Core Facility, Institut für Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, TU 

München) durchgeführt.  

Das Knochenmark eignet sich besonders zur Kultivierung von DC, da es leicht verfügbar 

ist und zahlreiche DC-Vorläuferzellen enthält. Durch den Zusatz von GM-CSF zum 

Kulturmedium wird die Differenzierung der Vorläuferzellen zu DC erreicht.  

Die Auswertung der Rohdaten wurde von Dr. Tobias Straub (Biomedical Center 

Molecular Biology, LMU, Planegg-Martinsried) durchgeführt und uns bereitgestellt.  



Ergebnisse 

	

45	

Die ausgeprägtesten Veränderungen der Genexpression in BMDC der DC-LMP1/CD40-

Mäuse im Vergleich zu den Kontrollmäusen sind in Abbildung 4-8 anhand einer Heatmap 

dargestellt.   

Dabei zeigten die Gene Plcb4, Inhba, Chi3l3, Slc1a2 und H2-M2 die deutlichste Erhöhung 

der Expression (5-10 fach) in DC-LMP1/CD40 Mäusen gegenüber Kontrollmäusen, 

während CD209a, CD209c, Fcrls, Gfra2 und C1qc am deutlichsten herunterreguliert 

wurden (7-50 fach). Von Interesse ist darüber hinaus auch die erhöhte Expression von 

CD205 und Traf1. 

In der anschließenden Literaturrecherche wurde nach immunologischen Funktionen der 

aufgezeigten Gene gesucht. Die Ergebnisse der Literaturrecherche sollen später genauer 

beschrieben und diskutiert werden.  

 

 

Abb. 4-8 Dargestellt sind mittels einer Heatmap die jeweils 20 ausgeprägtesten Veränderungen der 
Genexpression von BMDC in DC-LMP1/CD40-Mäusen im Vergleich zu gesunden Kontrollmäusen. FC 
(Foldchange) steht dabei für die n-fache Veränderung der Genexpression, die der rechten Spalte zu 
entnehmen ist. Es gilt pro Gruppe jeweils n=3. 
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4.5.2 Bestätigung der Ergebnisse mittels quantitativer Polymerase-

Kettenreaktion  

Um zu testen, ob sich die obigen Ergebnisse per quantitativer Polymerase-Kettenreaktion 

(qPCR) zuverlässig reproduzieren lassen, wurden erneut BMDC-Kulturen angelegt, die 

RNA isoliert und in cDNA transkribiert. Wir führten anschließend jeweils für die fünf am 

stärksten hoch- bzw. herunterregulierten Gene quantitative PCRs durch, um jeweils eine 

DC-LMP1/CD40 Maus mit einer Kontrollmaus zu vergleichen. Hierbei zeigte sich im 

Vergleich zur Microarray-Analyse eine ähnliche Tendenz unter den untersuchten Genen. 

(siehe Abb. 4-9).  

 

 

 

 

Abb. 4-9 Links ist dargestellt die n-fache Veränderung der Genexpression im Microarray für die jeweils 5 
am stärksten deregulierten Gene in BMDC von DC-LMP1/CD40 Mäusen. Rechts ist dargestellt die n-fache 
Veränderung im Bestätigungsversuch mittels qPCR. Es gilt pro Gruppe jeweils n=3. 
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5 Diskussion 

 

Der Einfluss von CD40-Signalen auf DC ist noch nicht im Detail verstanden. Auch 

herrscht noch Unklarheit darüber inwieweit CD40-Signale zur funktionellen und 

phänotypischen Reifung von DC führen.  

Das von unserer Arbeitsgruppe entwickelte Mausmodell ermöglichte es uns, die Effekte 

durch ein intrinsisches, konstitutives CD40-Signal auf DC ohne externe Stimuli zu 

untersuchen und zu erforschen welchen Einfluss dies auf die Entwicklung von Toleranz 

und Immunität hat.  

Die bereits veröffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe (38) zeigten, dass DC-

LMP1/CD40-Mäuse eine ausgeprägte Colitis und Gedeihstörung entwickelten. Die 

Überlebenszeit war drastisch auf 10-20 Wochen reduziert. Außer im Darm zeigten sich in 

anderen Organen keine Pathologien.  

Es konnte auch gezeigt werden, dass durch das konstitutive CD40-Signal CD103+ DC 

vermehrt von der Lamina propria in die mesenterischen Lymphknoten migrieren und die 

Zahl an RORγT+ iTreg deutlich reduziert war. Da RORγT+ iTreg Immuntoleranz 

vermitteln, kommt es zu einem Zusammenbruch der intestinalen Immuntoleranz und zu 

einer Zunahme an IL17A und IFN-γ produzierenden CD4+ T-Zellen und in der Folge zur 

fatalen Colitis. Mäuse, deren Darmflora mit Antibiotika depletiert wurde, erkrankten 

hingegen nicht, was darauf hinweist, dass es eines mikrobiellen Stimulus bedarf, damit 

diese Effekte auftreten. In einem weiteren Versuch wurden DC-LMP1/CD40-Mäuse mit 

Rag1 -/- Mäusen gekreuzt, die weder T-, noch B-Zellen haben. DC-LMP1/CD40 x Rag1 -/- 

Mäuse erkrankten ebenfalls nicht, so dass die Krankheitsentstehung bei DC-LMP1/CD40-

Mäusen sowohl von der Darmflora, als auch von T- und B-Zellen abhängig ist.  

In der vorliegenden Arbeit wurde aufbauend auf den bisherigen Erkenntnissen die 

Proliferation und Entwicklung von Effektorfunktionen von CD4+ und CD8+ T-Zellen in 

DC-LMP1/CD40-Mäusen in verschiedenen Organen untersucht, was Rückschlüsse auf den 

Reifungsgrad von DC zulässt.  Um Veränderungen in der Genexpression zu detektieren, 

wurde eine Microarray-Analyse von BMDC durchgeführt. Die Ergebnisse sollen im 

Folgenden diskutiert werden.   
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5.1 Erhaltenes Potenzial der Toleranzinduktion durch reduzierte 

Proliferation von CD8+ T-Zellen in DC-LMP1/CD40-Mäusen  

	

Mittels adoptivem Zelltransfer von P14 CD8+ T-Zellen wollten wir die Fähigkeit von DC 

in DC-LMP1/CD40-Mäusen untersuchen, T-Zell-Antworten oder Toleranz zu induzieren. 

Hier zeigte sich eine geringere Zunahme der Anzahl an transferierten CD8+ T-Zellen in 

DC-LMP1/CD40 Mäusen im Vergleich zu den Kontrollmäusen. In der Positivkontrolle, 

die neben GP33 mit anti-CD40 mAb behandelt wurde, zeigte sich die zu erwartende 

deutliche Expansion der injizierten CD8+ T-Zellen, so wie eine deutliche Zunahme der 

Effektorfunktionen dieser Zellen. Auch wenn die Proliferation von P14 CD8+ T-Zellen 

mittels CFSE- oder Ki67-Färbungen nicht formal untersucht wurde, wird im Folgenden die 

Anzahl der wiedergefunden transferierten Zellen als Surrogat-Marker für die Proliferation 

und das Überleben der Zellen in vivo genutzt.  

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass DC in DC-LMP1/CD40-Mäusen in einem 

sterilen Milieu wie in der Milz durch den transgenen CD40-Stimulus nicht ausreichend 

gereift werden um CD8+ T-Zellen für eine adäquate Immunantwort ausreichend zu 

aktivieren. So kommt es auch zu einer geringeren Proliferation dieser Zellen. Dies kann 

auch so interpretiert werden, dass DC hier weiterhin die Fähigkeit besitzen, Toleranz zu 

induzieren. In unserem Versuch zeigte sich jedoch eine geringfügig höhere Expression von 

CD107a und IFN-γ in den transferierten CD8+ T-Zellen von DC-LMP1/CD40-Mäusen im 

Vergleich zu Kontrollmäusen.  

Zusammenfassend lässt sich jedoch vermuten, dass die geringere Proliferation von CD8+ 

T-Zellen in der Milz von DC-LMP1/CD40 Mäusen dadurch verursacht wird, dass das 

konstitutive CD40-Signal in DC durch LMP1/CD40 zu einer unzureichenden Reifung der 

DC führt. Stattdessen liegen unvollständig gereifte DC vor, die nicht in der Lage sind, 

ausreichende Immunantworten in Abwesenheit weiterer Stimuli zu induzieren. Auch wenn 

die Zytokinexpression in DC-LMP1/CD40-Mäusen im Vergleich zu den Kontrollmäusen 

leicht erhöht war, kann die verringerte Proliferation als Zeichen des Potenzials erhaltener 

Toleranzinduktion interpretiert werden.  
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5.2 Keine Krankheitsentstehung und keine verstärkte 

Proliferation CD4-positiver Zellen bei depletierter Darmflora 

von DC-LMP1/CD40-Mäusen 

	

Wie bereits zuvor beschrieben erkrankten DC-LMP1/CD40-Mäuse, deren Darmflora mit 

einer Kombination aus Ampicillin, Vancomycin, Neomycin und Metronidazol, depletiert 

wurde, nicht. Die lymphatischen Organe waren makroskopisch unverändert, das Überleben 

im Vergleich zu Kontrollmäusen ebenfalls (38). 

In vorangegangenen Versuchen mittels OTII-Transfers unserer Arbeitsgruppe (Daten nicht 

veröffentlicht) war in DC-LMP1/CD40-Mäusen eine verstärkte Proliferation von CD4+ T-

Zellen in mLN gezeigt worden. Diese Proliferation und die Aktivierung von naiven T-

Zellen führt in diesem Mausmodell im Verlauf zur Entwicklung der Colitis (siehe auch 

Kapitel 5.3) 

Um zu untersuchen, ob diese Beobachtungen abhängig vom bakteriellen Stimulus durch 

die Darmflora sind, führten wir den Versuch erneut durch, in dem wir wie in Kap. 4.3 

beschrieben mittels adpotivem Zelltransfer SMARTA CD4+ T-Zellen in verschiedene 

Versuchsmäuse injizierten. Hier zeigte sich wie erwartet kein signifikanter Unterschied der 

Anzahl an CD4+ Zellen nach Stimulation durch GP61 zwischen Kontrollmäusen und DC-

LMP1/CD40-Mäusen.  

Diese Beobachtungen unterstreichen unsere vorherigen Ergebnisse, dass es in DC-

LMP1/CD40-Mäusen durch die unvollständige Reifung der DC eines zusätzlichen 

Stimulus bedarf, um Immunantworten auszulösen. Fällt ein wesentlicher externer Stimulus 

über das Darmmikrobiom nach Depletion der Darmflora weg, kommt es entsprechend 

auch zu einer geringeren Proliferation von CD4+ T-Zellen. 

Auch die im peripheren Blut erfasste Zunahme der aktivierten T-Zellen unter SMARTA 

CD4+ T-Zellen in DC-LMP1/CD40 Mäusen im Zeitverlauf führt offenbar ohne 

zusätzlichen bakteriellen Stimulus aus dem Darm nicht dazu, dass T-Zellen ihre 

Effektorfunktionen ausführen und es zur Entwicklung von Krankheitszeichen in den 

betroffenen Mäusen kommt.  
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5.3 Colitis-Entstehung in DC-LMP1/CD40-Mäusen 

	

In den vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe zeigte sich eine Reduktion von 

CD103+ DC und in der Folge auch RORγT+ iTreg in der Lamina propria und im mLN. 

Hierdurch ist die Immuntoleranz herabgesetzt (38).  

In unseren Versuchen zeigte sich nach in vitro Restimulation der Zellen eine signifikante 

Erhöhung an IL-17A+ IFN-γ+ Th17/Th1 Zellen und IFN-γ+ Th1-Zellen im mesenterischen 

Lymphknoten. Die Zahl an IL-17A+ Th17-Zellen war hier zwar ebenfalls erhöht, jedoch 

war diese Erhöhung in den meisten Versuchsgruppen nicht signifkant. Die Rolle von 

Th17-Zellen wird in der Literatur in den meisten Untersuchungen eher als immunprotektiv 

im Gewebe beschrieben. Sie tragen auch zur Aufrechterhaltung der Oberflächenbarriere 

des Darmes bei (99). In einem T-Zell-Transfermodell, in dem die Mäuse eine Colitis 

entwickeln, wurde gezeigt, dass die Injektion von IL-17 –/– T-Zellen den Verlauf der 

Krankheit aggravierte (100). Andererseits wurde in einem Mausmodell mit durch 

Trinitrobenzolsulfonsäure (TNBS) induzierter Colitis eine proinflammatorische Rolle IL-

17+ T-Zellen beschrieben (101). Diese widersprüchlichen Ergebnisse erschweren die 

Interpretation der Rolle von IL-17 in unserem Mausmodell. Es ist aber davon auszugehen, 

dass IL-17 produzierende T-Zellen keine wesentliche Rolle bei der Entstehung der Colitis 

in DC-LMP1/CD40-Mäusen spielen, da keine signifikante Zunahme der Expression im 

mesenterischen Lymphknoten detektierbar war. Im Gegensatz zum mesenterischen 

Lymphknoten war die Zunahme an IL-17 produzierenden CD4+ Zellen in der Milz in fast 

allen Altersgruppen signifikant.  

Anders als bei Th17-Zellen ist die Rolle von Th1-Zellen bei entzündlichen 

Darmerkrankungen deutlich besser verstanden. Es konnte gezeigt werden, dass Th1-Zellen 

maßgeblich an der Entstehung von intestinalen Entzündungen beteiligt sind (102). Auch 

die Beteiligung der doppelt positiven IL-17A+ IFN-γ+ Th17/Th1-Zellen ist in der Literatur 

bei entzündlichen Prozessen des Darmes sowohl in der Maus, als auch beim Menschen 

beschrieben (103, 104).   

Die wahrscheinlichste Erklärung für die Zunahme an Th1- und Th17/Th1-Zellen und die 

Entstehung der Colitis in unserem Mausmodell ist die in den vorangegangenen Versuchen 

unserer Arbeitsgruppe nachgewiesene starke Reduktion von RORγT+ iTregs. Durch den 
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Wegfall deren immuntoleranten Effekte kommt es zu einer gestörten Immunregulation und 

damit zur Entstehung der Colitis.  

Es soll noch erwähnt werden, dass es in den Hautlymphknoten zu keinen signifikanten 

Unterschieden im Bezug auf die Expression von IL-17A und IFN-γ kam. Dies ist 

vermutlich darauf zurückzuführen, dass die Hautlymphknoten nicht von den entzündlichen 

Prozessen betroffen sind, die in DC-LMP1/CD40-Mäusen vor sich gehen. Hier fehlt der 

Stimulus durch die Darmflora, damit DC T-Zellen aktivieren können.  

 

5.4 Änderung der Genexpression in BMDC von DC-LMP1/CD40-

Mäusen 

 

Um Änderungen in der Genexpression in DC-LMP1/CD40-Mäusen zu erfassen, isolierten 

wir BMDC und ließen die Unterschiede im Vergleich zu Kontrollmäusen mittels 

Genexpressionsanalyse untersuchen. Im Folgenden werden die ausgeprägtesten 

Veränderungen der Genexpression vorgestellt und deren Bedeutung für die 

Krankheitsentstehung im vorliegenden Mausmodell diskutiert. 

Unter den Genen mit erhöhter Expression in BMDC von DC-LMP1/CD40-Mäusen sind 

Plcb4 und Inhba zu erwähnen, welche in der Literatur im Rahmen von 

Tumorerkrankungen ebenfalls mit erhöhter Expression beschrieben sind (105-109). Hier 

zeigte sich unter allen untersuchten Genen, die deutlichste Expressionserhöhung gegenüber 

Kontrollmäusen. Über deren Funktion insbesondere auf DC ist in der Literatur nichts 

beschrieben, so dass hier eine Interpretation nicht möglich ist.  

Erhöhungen der Chi3l3 Expression (auch Ym1) können eine Akkumulation von 

Neutrophilen durch die Expansion von γ-δ-T-Zellen, welche IL-17 sezernieren, bewirken. 

Dadurch wird eine immunmodulatorische Wirkung erreicht (110). Da wie bereits erwähnt 

IL-17 eine eher immunprotektive Rolle zugeschrieben wird, könnte die erhöhte Expression 

von Chi3l3 in DC-LMP1/CD40 Mäusen im Vergleich zu den Kontrollmäusen einen 

Kompensationsmechanismus darstellen, um IL-17 produzierende T-Zellen zu rekrutieren.  

Die Hochregulation von CD205 (auch DEC205) ist im Kontext unseres Mausmodells von 

besonderem Interesse. Als endozytischer Rezeptor auf DC erkennt CD205 vornehmlich 

Liganden, die von apoptotischen und nekrotischen Zellen exprimiert werden (111). Ohne 
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zusätzlichen inflammatorischen Stimulus wird nach Endozytose über CD205 und 

anschließende Prozessierung, sowie Präsentation über MHCI- bzw. MHCII- Moleküle 

Toleranz gegen das entsprechende (Selbst-) Antigen induziert, indem T-Zellen in Anergie 

getrieben werden und es zur Proliferation von Treg kommt. Andererseits kommt es in 

Kombination mit einem Reifungsstimulus mittels in vivo Applikation von anti-CD40 mAb 

durch über CD205 aufgenommene Antigene zu einer langlebigen Immunität durch 

antigenspezifische T-Zellen (72, 73, 112, 113). Die erhöhte Expression von CD205 in DC-

LMP1/CD40-Mäusen könnte an der Aktivierung und Proliferation von reaktiven T-Zellen 

und damit an der Entstehung der Colitis beteiligt sein.  

Die Erhöhung der Expression von Traf1 (tumor necrosis factor receptor associated factor 

1) ist in unserem Versuch ebenfalls interessant (siehe auch Kap. 2.3.5). Traf1 erhöht als 

Signalmolekül, welches von einer Gruppe von Tumornekrosefaktorrezeptoren (TNFR) wie 

CD40 und LMP1 abhängig ist, das Zellüberleben. Dies geschieht über die Aktivierung des 

klassischen NF-κB Signalweges und MAPK-Aktivierung (114). Traf1 -/- DC zeigen 

vermehrt Apoptose und eine deutlich geringere Aktivierung des klassischen NF-κB 

Signalweges nach CD40-Stimulation (115). Das Epstein-Barr-Virus exprimiert unter 

anderem LMP1, um TRAF-Proteine wie Traf1 zu rekrutieren und damit CD40 Signale in 

infizierten B-Zellen nachzuahmen über die Aktivierung des klassischen NF-κB 

Signalweges, JNK und p38/MAPK (82, 83). Damit kann EBV lebenslang in den infizierten 

Zellen überleben und maligne lymphoproliferative Erkrankungen auslösen. Bei EBV-

assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen kann eine Überexpression von Traf1 

festgestellt werden (116, 117). Traf1 wird daher als möglicher Angriffspunkt zur Therapie 

bei EBV-assoziierten Malignomen diskutiert. Traf1-Erhöhungen zeigen sich auch bei 

verschiedenen chronischen Viruserkrankungen und Autoimmunerkrankungen (118). Die 

Überexpression von Traf1 in BMDC von DC-LMP1/CD40-Mäusen in unserem Versuch 

kann somit eventuelle direkt auf das konstitutive CD40-Signal zurückgeführt werden. 

Möglicherweise besteht hier auch eine Art Feedback-Mechanismus, so dass durch die hohe 

Expression von LMP1/CD40 weniger Signalmoleküle für endogenes CD40 bereitstehen 

und es somit zu einer erhöhten Expression von Traf1 kommt.  

Der C-Typ Lektin-Rezeptor dendritic cell-specific interceullular adhesion molecule-3 

grabbing non-integrin (DC-SIGN, DC209a) ist beim Menschen als wichtiger Rezeptor des 

angeborenen Immunsystems beschrieben (119). Im Menschen kann DC-SIGN (hDC-

SIGN) auf unreifen DC und Makrophagen in peripheren Geweben wie der Lunge und der 
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Plazenta gefunden werden (120), sowie auf reifen DC im lymphatischen Gewebe (121). Es 

ist beteiligt an immunologischen Prozessen wie dem Erkennen von Pathogenen, der 

Aufnahme, Prozessierung und Präsentation von Antigenen, sowie der Aktivierung von T-

Zellen (122). Unter acht verschiedenen Homologen in der Maus wird CD209a (auch 

SIGNR5) als Maus DC-SIGN (mDC-SIGN) bezeichnet, da das Expressionsprofil, sowie 

die Lokalisation im Genom dem humanen Pendant ähnlich ist (123). Auch für mDC-SIGN 

konnte gezeigt werden, dass es sich um einen internalisierenden Rezeptor handelt, der in 

der Lage ist, Antigen zu internalisieren, zu prozessieren und T-Zellen zu präsentieren und 

diese damit zu aktivieren (124). mDC-SIGN wird vor allem von Monozyten-

abstammenden DC exprimiert und kann daher als Marker zur Unterscheidung zu cDC 

dienen (125). Schetters et al. konnten mittels Antigen-Targetierung von mDC-SIGN zum 

einen eine antigenspezifische Aktivierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen zeigen, zum 

anderen auch signifikant höhere antigenspezifische humorale Immunantworten (124). In 

hDC-SIGN konnte mittels Targetierung über OVA gezeigt werden, dass antigenspezifische 

CD8+ T-Zellantworten hervorgerufen werden, die zur Zerstörung von OVA-

exprimierenden Melanomen führt (126). Insbesondere der positive Effekt auf die humorale 

Immunabwehr lassen DC-SIGN als attraktives Ziel erscheinen, um Impfungen effektiver 

zu machen. In unserem Versuch zeigte sich CD209a als das Gen, das von allen 

signifikanten Genexpressionsveränderungen in DC-LMP1/CD40-Mäusen am stärksten 

herunterreguliert wurde. Wenn man davon ausgeht, dass eine geringere Expression von 

CD209a auf DC zu einer geringeren Aktivierung von T-Zellen und geringeren humoralen 

Immunantworten führt, könnte dies als Kompensationsversuch der Zelle gesehen werden, 

die überschießende Aktivierung von T-Zellen nach Wegfall immuntoleranter iTregs, 

abzumildern. Möglicherweise gibt es hier einen Zusammenhang zwischen der 

konstitutiven CD40-Expression auf DC in DC-LMP1/CD40-Mäusen und der verminderten 

Expression von CD209a.  

CD209c, auch als SIGNR2 bezeichnet, gilt ebenfalls als ein Homolog des humanen DC-

SIGN in der Maus. In der Literatur ist jedoch wenig über die Funktion bekannt, so dass 

auch die deutlich verminderte Expression in DC-LMP1/CD40-Mäusen nicht zu 

interpretieren ist.  

Fc-receptor-like Moleküle (FCRL) kamen zu ihrem Namen, da sie Ähnlichkeiten zu Fc-

Rezeptoren in ihren Gensequenzen haben und mit diesen in der Lokalisation im Genom 

benachbart sind (127). FCRL werden fast ausschließlich von B-Zellen exprimiert. Ihre 
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genaue Funktion ist bisher nicht verstanden. Beim Menschen kodiert diese Genfamilie für 

sechs Transmembranproteine (FCRL1-6) und zwei intrazelluläre Proteine (FCRLA und 

FCRLB) (128, 129). In der Maus konnten nur zwei orthologe Gene gefunden werden, die 

menschlichen FCRL mit B-Zell-Spezifität zugeordnet werden können. Ihnen werden 

immunmodulatorische Effekte zugesprochen. Dysregulationen der Genexpression wurden 

bei chronisch infektiösen Erkrankungen wie HIV oder Malaria beschrieben (130). FCRLs 

steht unter den verschiedenen Untergruppen für Fc-receptor like scavenger receptor. Bisher 

ist kein Homolog im menschlichen Genom beschrieben und auch keine Funktion in der 

Maus (131), so dass die verminderte Genexpression in DC-LMP1/CD40-Mäusen aktuell 

nicht erklärbar ist.  

GDNF family receptor alpha-2 (Gfra2) wird durch das Gfra2 Gen kodiert (132). 

Expression von Gfra2 kann als Marker in der Entwicklung von B-Zellen dienen (133). 

Erhöhte Expressionen führen zur Proliferation von Neuroblastomzellen über den 

PI3K/AKT Signalweg (134). Darüber hinaus scheint die funktionelle Rolle, insbesondere 

in der Immunologie unklar.  

Das Protein C1q stellt als Mustererkennungsmolekül (engl. Pattern recognition molecule) 

einen wichtigen Teil des Komplementsystems dar. Es besteht aus drei Ketten: C1qA, 

C1qB und C1qC, die von den gleichsam benannten Genen kodiert werden. Es bildet 

gemeinsam mit C1s und C1r einen Komplex der als Faktor C1 des Komplementsystems 

bezeichnet wird. Seine Funktion liegt in der Aktivierung des klassischen Weges des 

Komplementsystems, indem es mehrere Bindungsstellen für Antigen gebundene 

Antikörper (IgM und IgG) besitzt. Vereinfacht gesagt kommt es in der Folge zu einer 

Kaskade von Aktivierungsschritten verschiedener Komplementfaktoren, zur Bildung des 

Membranangriffskomplexes und zur Lyse der Zellmembran des Pathogens, an den C1 

ursprünglich über einen Antikörper gebunden hat. Daneben hat C1q noch weitere 

Funktionen. So spielt es eine Rolle bei der Aktivierung von DC über C1q-Rezeptoren, die 

auf unreifen DC in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden können, während die 

Konzentrationen auf reifen DC erniedrigt sind (135). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Bindung von C1q an unreife DC in der Abwesenheit von TNF-α, CD40L und LPS über 

eine Aktivierung des NF-κB-Signalweges zur DC-Reifung führt (136). Cq1 kommt somit 

eine immunmodulatorische Rolle zu. An diesem Protein lässt sich auch veranschaulichen, 

warum das Komplementsystem oft als Bindeglied zwischen angeborenem und erworbenem 

Immunsystem bezeichnet wird. Darüber hinaus sind DC neben zahlreichen anderen Zellen 
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wichtige Produzenten von C1q (137, 138). In Folge von Reifungsprozessen verlieren DC 

die Fähigkeit, C1q zu produzieren. Der angeborene C1q-Mangel ist in hohem Maße mit 

der Entwicklung von systemischem Lupus erythematodes assoziiert, was vor allem auf die 

unzureichende Beseitigung apoptotischer Zellen zurückzuführen ist (139). Die erniedrigten 

Expressionen aller drei Gene, die für C1q kodieren, in BMDC von DC-LMP1/CD40 

Mäusen können durch das konstitutive Reifesignal durch CD40 erklärt werden. In der 

Folge sinkt die Produktion von C1q. Dies könnte über die oben beschriebenen 

Mechanismen dazu führen, dass weniger C1q-Rezeptoren auf DC mit C1q in Kontakt 

treten und somit auch ein weiterer Aktivierungsprozess und damit die 

immunmodulatorische Wirkung von C1q wegfällt. Dies mag zum Zusammenbruch der 

Toleranz in DC-LMP1/CD40-Mäusen und zur Entwicklung der fatalen Colitis beitragen.   

 

5.4.1 Zusammenfassende Beurteilung der Genexpressionsanalyse 

Die untersuchten Ergebnisse mittels Microarray wurden mittels qPCR für die jeweils fünf 

meist deregulierten Gene bestätigt. Da über die Funktion von Slc1a2 und H2-M2 aktuell in 

der Literatur nicht viel bekannt ist, werden diese hier nicht weiter diskutiert.  

Unter den oben beschriebenen Genen und den von ihnen kodierten Proteinen erscheinen 

vor allem CD205, CD209a und C1q interessant, da in der Literatur relativ viel über deren 

immunologische Bedeutung beschrieben ist. Zusammenfassend kann man feststellen, dass 

die drei genannten Proteine und deren bekannte Effekte im Rahmen der konstitutiven 

CD40-Expression in DC-LMP1/CD40-Mäusen gut in unsere Beobachtung in den 

durchgeführten Versuchen passen. Vermutlich hängen die dysregulierten Genexpressionen 

direkt mit der konstitutiven CD40-Expression zusammen. Für CD205 und C1q sind direkte 

Zusammenhänge mit Reifungssignalen über CD40 auf DC beschrieben.  

Für den vorliegenden Versuch wurden wie bereits beschrieben BMDC aus 

hämatopoetischen Vorläuferzellen mittels Stimulation durch GM-CSF gewonnen. Diese 

etablierte Methode ermöglicht es, große Mengen an DC zu gewinnen. Es muss hierbei 

erwähnt werden, dass die Zellzahlen dieses Zelltyps in vivo sehr gering sind. Darüber 

hinaus kann durch die beschriebene Kultivierung keine reine Suspension an DC gewonnen 

werden. Da auch Makrophagen CD11c und MHC-II exprimieren, können die beiden 

Zelltypen durchflusszytometrisch schwer voneinander unterschieden werden (140). Im 

Bezug auf die erfolgte Genexpressionsanalyse mittels Microarray ergibt sich hier also eine 
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gewisse Wahrscheinlichkeit dass eine Durchmischung der beiden Zelltypen stattgefunden 

hat und nicht allein die Effekte in DC abgebildet wurden.  

 

5.5 Schlussfolgerungen und Ausblick  

	

In dieser Arbeit wird ein neues spontanes Colitis-Modell vorgestellt. Zur Untersuchung der 

intrinsischen Effekte von CD40 auf DC und deren Rolle in der Induktion von Toleranz und 

Immunität dienten uns transgene Mäuse, bei denen es über das Fusionsprotein 

LMP1/CD40 unter der Kontrolle des CD11c-Promoters zu einer konstitutiven CD40-

Expression in DC kommt.  

Unsere angestellten Beobachtungen zeigen deutlich auf, wie wichtig eine feine 

Regulierung der DC-Reifung für die Aufrechterhaltung von Toleranz und den Erhalt der 

Immunhomöostase insbesondere im Bereich von Körperoberflächen wie dem Darm ist. 

Wie Barthels et al. (38) dargestellt haben führt das konstitutive CD40-Signal in DC-

LMP1/CD40-Mäusen dazu, dass CD103+ DC von der Lamina propria in die mLN 

migrieren und dort rasch durch Apoptose zugrunde gehen. CD103+ DC haben die 

einzigartige Fähigkeit iTreg von naiven CD4+ T-Zellen zu induzieren (141-143). Passend 

zu diesen Beobachtungen zeigte sich in DC-LMP1/CD40-Mäusen das verlorene Potenzial, 

iTreg zu generieren. Die deutliche Erhöhung von IFN-γ+- und IFN-γ+ IL17+ T-Zellen im 

mLN ist Ausdruck des Zusammenbruchs der Immunhomöostase in DC-LMP1/CD40-

Mäusen und führt zur Entstehung der Colitis. In dieser Arbeit wird die verminderte 

Proliferation von CD8+ T-Zellen in der Milz beschrieben, was auf das erhaltene Potenzial 

zur Toleranzinduktion in einer sterilen Umgebung hinweist. Zum anderen konnte gezeigt 

werden, dass das Wegfallen des mikrobiellen Stimulus in mit Antibiotika behandelten DC-

LMP1/CD40-Mäusen dazu führt, dass es zu weniger Proliferation von CD4+ T-Zellen 

kommt und die Mäuse daher nicht an Colitis erkranken.  

Interessant sind in diesem Zusammenhang auch zwei weitere Publikationen unserer 

Arbeitsgruppe. Zum einen konnte gezeigt werden, dass die Krankheitsentstehung in DC-

LMP1/CD40-Mäusen abhängig von einzelnen Komponenten des Darmmikrobioms ist. So 

wurde ein Helicobacter hepaticus spezifisches Antigen detektiert, in dessen Abwesenheit 

die Mäuse nur milde Symptome entwickelten und der Krankheitsverlauf nicht tödlich war 

(144). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung der CD40-getriggerten 
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Colitis abhängig vom Mausstamm ist. So erkrankten transgene Mäuse, die nicht wie in 

unserem Mausmodell auf einem C57Bl/6-Hintergrund gezüchtet wurden, sondern auf 

einem Balb/c-Hintergrund gar nicht, während transgene C57Bl/6 x Balb/c-Mäuse nur eine 

geringe Colitis aufwiesen und der Krankheitsverlauf nicht tödlich war (145).  

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse zeigten interessante Veränderungen in BMDC 

von DC-LMP1/CD40-Mäusen. Hier ist insbesondere die erhöhte Expression von CD205 

und die erniedrigte Expression von C1q zu erwähnen. Beide Expressionsveränderungen 

können dazu beitragen, dass das immunologische Gleichgewicht im Darm von DC-

LMP1/CD40-Mäusen zusammenbricht und es zur Entstehung der Colitis kommt. Zur 

Untersuchung der genauen Zusammenhänge wären hier noch weitere Versuche nötig. 

Insbesondere muss dem Umstand Rechnung getragen werden, dass für die Untersuchung 

mittels GM-CSF-Kulturen keine reine BMDC-Suspension gewonnen werden kann und 

dieser Zelltyp in vivo selten vorkommt (140). Für die künftige Forschung an DC wäre eine 

Kulturmethode, die homogene DC-Zellsuspensionen generiert, von großer Bedeutung.    

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass DC, die durch CD40 aktiviert werden, nicht voll 

gereift sind, was zuvor bereits bei in vitro Versuchen postuliert worden war (76). 

Stattdessen befinden sie sich in einem Reifezustand, in dem sie sehr sensitiv auf 

zusätzliche Stimuli, wie sie im Darm vorliegen, reagieren. Sie verlieren also die Fähigkeit 

Toleranz zu induzieren an Orten, wo es aufgrund von konstanten mikrobiellen Triggern 

besonders wichtig ist, was zu Autoimmunität führt.  

Es sind bereits große Fortschritte im Verständnis von DC und deren Entwicklung, 

Differenzierung und Funktion gemacht worden. Die vorliegenden Ergebnisse können dabei 

helfen, das Verständnis über die Regulation von Toleranz und Immunität durch DC zu 

verbessern. Eine vielversprechende Herausforderung für die Zukunft ist es, die bisher 

verstandenen Zusammenhänge und Funktionsweisen von DC in der Maus auf die 

menschliche Physiologie zu übertragen, um neue Therapieoptionen mittels DC-Impfungen 

gegen Autoimmun- und Tumorerkrankungen zu entwickeln.  

Im Hinblick auf chronisch-entzündliche Darmerkrankungen ist die Entwicklung neuer 

Therapien, die sich auf das Mikrobiom des Darmes fokussieren, bereits 

erfolgversprechend. In den meisten gängigen Colitis-Modellen in der Maus, inklusive 

unserem Modell, ist die Entwicklung der Krankheit abhängig von der Darmflora. So 

entsteht keine Inflammation des Magen-Darm-Traktes, wenn die Darmflora mittels 

Antibiotika depletiert wurde (146-148). Bei Patienten mit chronisch-entzündlichen 
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Darmerkrankungen kann eine ausgeprägte Dysbiose der Darmflora festgestellt werden 

(149-151). Dies unterstreicht die Bedeutung der Darmflora für die Entstehung von 

entzündlichen Darmerkrankungen. Neben Studien, die die Effekte von Antibiotika und 

Probiotika untersuchen, rückt die fäkale Mikrobiota-Transplantation (FMS) dabei immer 

mehr in den Vordergrund. Sie wird bereits erfolgreich bei der rekurrierenden Clostridium-

difficile-assoziierten Colitis angewendet (152). Auch bei der Colitis ulcerosa gibt es 

vielversprechende Daten zur Remission nach wiederholt durchgeführter FMS (153). Wie 

von Friedrich et al. (144) gezeigt, könnte auch die Elimination einzelner Bestandteile des 

Darmmikrobioms, die als mitverursachend für die Krankheitsentstehung gelten, ein 

interessanter Therapieansatz sein. Neben der bereits intensiven Erforschung der 

immunologischen Abläufe bei der Entstehung von entzündlichen Darmerkrankungen kann 

ein verbessertes Verständnis über die Zusammensetzung der Darmflora und deren Effekte 

auf Immunzellen wie DC zur Etablierung neuer Therapieansätze beitragen.  
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