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Fragestellung und Ziel dieser Arbeit 

Treg-Zellen verhindern autoimmune Prozesse sowie überschießende Immunreaktionen bei 

Infektionen, indem sie das angeborene und adaptive Immunsystem supprimieren. Um den 

Einfluss von Treg-Zellen auf die Immunantwort gegen Listeria monocytogenes 

(L. monocytogenes) zu untersuchen, kombinierten wir das DEREG-Mausmodell 

(engl. Depletion of regulatory T cells) mit einem Listerien-Infektionsmodell. DEREG-Mäuse 

tragen den humanen Diphtherietoxinrezeptor transgen auf Treg-Zellen. Durch die Gabe von 

Diphtherietoxin (Dt) können daher gezielt Treg-Zellen depletiert werden. 

Im Laufe der Arbeit kristallisierte sich heraus, dass bereits die Dt-Injektion selbst einen nicht 

unerheblichen Effekt auf den Verlauf der Infektion hat, da auch in nicht-transgenen Tieren 

eine veränderte Immunantwort nach Dt-Gabe beobachtet werden konnte. Aus diesem Grund 

ging der Analyse der Treg-Zellfunktion eine Untersuchung der Diphtherietoxineffekte in 

Wildtyp-Mäusen voraus. Es sollte geklärt werden, ob und wieweit ein Toxin-Effekt 

Auswirkungen der Treg-Zelldepletion überlagert und hierdurch die mit dem DEREG-

Mausmodell gewonnenen Ergebnisse verfälscht. 

In entsprechend mit Wildtyp-Mäusen kontrollierten Experimenten sollte einerseits 

unabhängig vom Infektionsmodell die Funktion von Treg-Zellen für das angeborene 

Immunsystem analysiert werden, insbesondere der Einfluss auf die Akkumulation und den 

Aktivierungsgrad von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Andererseits sollte in 

der Immunantwort gegen L. monocytogenes der Einfluss von Treg-Zellen auf die 

T-Zellantwort sowohl in Bezug auf die frühe als auch auf die späte Phase geprüft werden.  

Weiterhin sollte untersucht werden, in welchem Ausmaß eine Infektion mit L. monocytogenes 

die Differenzierung und Zytokinproduktion von Treg-Zellen verändert. Ein besonderes 

Augenmerk lag dabei auf einer Ausprägung eines Th1-Effektorzytokinprofils und damit 

verbunden einer Erweiterung des Aufgabenspektrums der Treg-Zellen. 

Zusammenfassend hat diese Dissertationsarbeit das Ziel, die Rolle von Treg-Zellen in der 

Infektion mit einem bakteriellen Krankheitserreger zu charakterisieren.  



    2  

 

1 Einleitung 

 1.1 Das Immunsystem: Einführung 

 

Das Immunsystem des Menschen hat die Aufgabe, den Körper vor allem Fremden zu 

schützen, das potentiellen Schaden anrichten kann. Hierzu kontrolliert es den Körper 

kontinuierlich auf toxische Substanzen, Mikroorganismen und Viren sowie eigene gestresste 

oder entartete Zellen. Diesen Schutz gewährleisten das angeborene und das adaptive 

Immunsystem. 

Damit sich die Immunantwort nicht gegen gesunde körpereigene Zellen richtet, ist eine 

Abstimmung zwischen Aktivierung und Hemmung erforderlich. Störungen dieser fein 

austarierten Abstimmung können zu verringerten oder überschießenden Reaktionen des 

Immunsystems führen. Konsequenzen wären z.B. eine ungenügende Kontrolle von 

Infektionen, Allergien oder Autoimmunerkrankungen. Regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) 

tragen einen großen Teil zum Ausgleich zwischen Aktivierung und Hemmung bei, indem sie 

Immunantworten aktiv eindämmen. 

 1.2 Die angeborene Immunantwort 

 
Die angeborene Immunantwort wird häufig als „erste Linie der Verteidigung“ bezeichnet. 

Vereinfachend kann man diese in drei Felder aufteilen: Physikalische Barrieren, wie die 

Epithelien, zelluläre Komponenten, wie Phagozyten, und lösliche oder humorale 

Komponenten, wie das Komplementsystem. Eine weitere wichtige Aufgabe des angeborenen 

Immunsystems ist die Aktivierung des adaptiven Immunsystems.  

 1.2.1 Die Phagozyten des angeborenen Immunsystems 
 
Die wichtigsten Phagozyten des angeborenen Immunsystems sind Makrophagen, neutrophile 

Granulozyten und dendritische Zellen (DC). Diese Zellen sind mit Rezeptoren ausgestattet, 

die häufig vorkommende mikrobielle Strukturen erkennen. Die in den Epithelbarrieren 

lokalisierten Makrophagen sind meistens die ersten Phagozyten, die mit einem Eindringling in 

Kontakt kommen. Dies führt zur Ausschüttung von Zytokinen, die neutrophile Granulozyten 

und weitere Makrophagen anlocken und in den meisten Fällen bereits zu einer effizienten 

Kontrolle des Eindringlings. DC transportieren phagozytiertes Material in sekundäre 

lymphatische Organe, um sie den T-Lymphozyten zu präsentieren und dadurch eine 
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erworbene Immunantwort in Gang zu setzen. Makrophagen können grundsätzlich in zwei 

unterschiedliche Richtungen differenzieren: M1-Makrophagen, durch ein Milieu von 

Interferon-γ (IFN-γ) und bakterielle Bestandteile z.B. Lipopolysaccharid (LPS) induziert, 

haben verstärkte zytotoxische und antitumorale Eigenschaften. Auf der anderen Seite stehen 

M2-Makrophagen, denen eher eine immunregulatorische Aktivität zugeschrieben wird. Sie 

entstehen vor allem nach Aktivierung in Gegenwart von Interleukin-10 (IL-10), IL-4 und 

IL-13 [1]. Treg-Zellen sind wahrscheinlich an der Differenzierung zu M2-Makrophagen 

beteiligt [2]. Im Gegenzug induzieren M2-Makrophagen die Entwicklung von Treg-Zellen und 

verhindern die Entstehung von T-Helfer-17-Zellen (TH17-Zellen) [3, 4]. 

 1.3 Die adaptive Immunantwort 

 

Die adaptive Immunantwort entwickelt sich im Gegensatz zu Mechanismen des angeborenen 

Immunsystems erst im Verlauf der Immunantwort. Professionelle antigenpräsentierende 

Zellen (Makrophagen und dendritische Zellen) phagozytieren mikrobielle Bestandteile und 

prozessieren die enthaltenen Proteine zu Peptiden, die dann in sekundären Lymphgeweben 

den T-Zellen im Kontext mit Haupthistokompatibilitätskomplex-Molekülen (MHC-Moleküle) 

präsentiert werden. In einem Schlüssel-Schloss-Prinzip werden T-Lymphozyten mit 

passendem T-Zellrezeptor durch Peptid-MHC-Komplexe aktiviert. Es folgt eine fulminante 

klonale Expansion der aktivierten T-Lymphozyten. Nach etwa vier bis fünf Tagen stehen 

ausreichend Lymphozyten für eine nennenswerte adaptive Immunantwort zur Verfügung. 

T-Zellen können in CD4+ und CD8+ Zellen untergliedert werden. CD8+ Lymphozyten bilden 

die Killerzellen, die infizierte Zellen erkennen und zerstören. CD4+ Lymphozyten können 

weiter in T-Helferzellen und Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften unterteilt werden. 

T-Helferzellen prägen schließlich je nach Art des Infektionserregers unterschiedliche 

Zytokinprofile aus und werden dann unter anderem in TH1-, TH2- und TH17-Zellen 

untergliedert. [5] 

 1.3.1 Regulatorische T-Zellen 

 1.3.1.1 Überblick 

Generell ist mittlerweile akzeptiert, dass Foxp3+ Treg-Zellen eine zentrale Rolle in der 

peripheren Toleranz gegenüber Selbstantigenen aber auch bestimmten Fremdantigenen, z.B. 

Bestandteilen von Nahrungsmitteln oder von Kommensalen des Darmtrakts, spielen. Eine 

ausschlaggebende Bedeutung haben sie bei der Unterdrückung von Autoimmunerkrankungen, 
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wie zum Beispiel Typ 1 Diabetes, Asthma oder chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

[6]. Eine wichtige Funktion ist schließlich die Kontrolle der Immunantwort gegen Pathogene: 

Treg-Zellen begrenzen überschießende Immunreaktionen und limitieren dadurch 

immunpathologische Prozesse. Unter bestimmten Umständen können Treg-Zellen aber auch 

protektive Immunantworten gegen Pathogene und Tumore begrenzen [6]. 

 1.3.1.2 Geschichtlicher Hintergrund 

 
Das Konzept von suppressiven oder regulatorischen Lymphozyten, die Immunantworten 

begrenzen, sei es gegen den eigenen Organismus oder fremde Strukturen, wurde bereits 1971 

postuliert [7]. Bisher wurden unterschiedliche Zellen mit immunmodulatorischen Funktionen 

in Verbindung gebracht: Für Toleranz erzeugende dendritische Zellen und myeloide 

Supressor-Zellen, Natürliche Killer-T-Zellen sowie IL-10 produzierende CD4+ T-Zellen und 

B-Zellen gibt es Hinweise, dass sie die mit der Immunantwort einhergehende Entzündung 

einschränken [8]. Während der letzen 15 Jahre haben sich allerdings Foxp3+ regulatorische 

T-Zellen als zentrale Akteure der Immunsuppression und der damit zusammenhängenden 

Immunhomöostase in den Vordergrund geschoben [8]. Seit Mitte der 1980er Jahre wurden 

Transfer- und Depletionsexperimente durchgeführt, um in Mausmodellen für 

Autoimmunerkrankungen die Population der regulatorischen Zellen zu identifizieren [9, 10]. 

Erste Hinweise auf die Identität der regulatorischen Zellen ergab die Depletion von Zellen 

mithilfe des anti-CD5-Antikörpers Lyt-1 [11]. Dieser Antikörper wurde verwendet, weil in 

Vorversuchen gezeigt worden war, dass nach einer neonatalen Thymektomie, die eine 

Autoimmunreaktion in Ovarien verursachte, vor allem Lyt-1hoch Zellen vermindert waren [12]. 

Ein weiterer Schritt war die Identifizierung einer geringen Ausprägung des 

Oberflächenmoleküls CD45RB auf potentiellen regulatorischen Zellen [13]. Schließlich 

gelang in Mäusen die Erzeugung einer disseminierten Autoimmunität nach Injektion einer 

CD4+ T-Zellpopulation, in der vorher die CD25+ Zellen depletiert worden waren [14, 15]. Die 

Autoimmunerkrankung konnte gestoppt werden, indem die zuvor depletierte Population von 

CD25+ CD4+Zellen nachträglich injiziert wurde. CD25 wird seither als wichtiges Merkmal für 

die Identifikation von Treg-Zellen verwendet. Das Molekül CD25 ist die α-Kette des IL-2 

Rezeptors und wird auf 5-10% der CD4+ T-Zellen exprimiert [9]. Da aber auch aktivierte 

CD4+ T-Zellen CD25 auf ihrer Oberfläche tragen, ist die Identifizierung von Treg-Zellen durch 

CD25 nicht unproblematisch. So sind im humanen Blut ca. 30% der CD4+ T-Zellen CD25 
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positiv, aber nur die 1-2% dieser Population mit der höchsten CD25-Expression zeigen eine 

ausgeprägte suppressive Aktivität [16, 17].  

 1.3.1.3 Identifikation von foxp3: Ein Marker für regulatorische T-Zellen 

 
Ein wichtiger Schlüssel zur weiteren Identifikation von regulatorischen T-Zellen war das 

humane IPEX-Syndrom (Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enterophathie und 

x-chromosomal gebundene Vererbung). Das IPEX-Syndrom ist das humane Äquivalent zum 

„Scurfy-Mouse“-Syndrom [18] und manifestiert sich in Autoimmunerkrankungen 

unterschiedlicher Organe [19, 20]. Merkmale der Erkrankung sind eine erhöhte Proliferation 

von CD4+ CD8− Zellen, massive Organinfiltrate und eine Erhöhung diverser TH1- wie auch 

TH2-Zytokine [8, 21]. Beide Syndrome beruhen auf Mutationen des foxp3 Gens [20]. Foxp3, 

Forkhead Box Protein 3, ist ein 47kDa großes Protein, dass zur Gruppe der Forkhead/winged-

Helix Familie von Transkriptionsfaktoren gehört. Diese Proteine tragen eine Forkhead-

Domäne, welche für Kernlokalisation und DNA-Bindung verantwortlich ist [22]. Die Familie 

umfasst aktivierende und inhibierende Transkriptionsfaktoren, Foxp3 zählt zu den Inhibitoren 

[23]. 

Es zeigte sich, dass die Expression von Foxp3 essentiell für die Entwicklung einer 

CD25+ CD4+ Treg-Zelle ist [24-26]. In der Maus scheint die Foxp3-Expression auf Treg-Zellen 

beschränkt zu sein [27-30]. Im Menschen findet sich Foxp3 ebenfalls in Treg-Zellen, aber auch 

konventionelle T-Zellen zeigen eine transiente Foxp3 Ausprägung nach Aktivierung, die 

jedoch nicht mit einer suppressiven Aktivität einhergeht [31, 32]. Unabhängig von der Frage, 

ob Foxp3 exklusiv in Treg-Zellen vorkommt, ist es aber bisher unstrittig, dass Foxp3 essentiell 

für ihre Entstehung und die Ausprägung der spezifischen Funktionen von Treg-Zellen ist [24-

26, 33, 34].  

1.3.1.4 Entstehung von „natürlichen“ Treg- und „induzierten“ Treg-Zellen 

 

Treg-Zellen entstehen entweder im Thymus als unabhängige T-Zellsubpopulation (natürliche 

Treg-Zellen, nTreg) oder sie differenzieren in der Peripherie aus konventionellen CD4+ 

T-Zellen im Verlauf von Entzündungs- und Infektionsgeschehen (induzierte Treg-Zellen, 

iTreg). Treg-Zellen unterdrücken die Immunantwort durch Produktion von Zytokinen, wie 

IL-10, TGF-β und IL-35, sowie durch zellkontaktabhängige Hemmung [6, 35, 36]. Mehrere 

Studien konnten für nTreg-Zellen zeigen, dass sie durch hoch-avide Interaktionen ihres T-Zell-
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Rezeptors (TCR) mit MHC II-Molekülen im Thymus entstehen [27, 36-40]. Neben dieser 

„Agonist-Selektion“ scheint es aber alternative Reifungswege für Treg-Zellen im Thymus zu 

geben [41]. Periphere T-Zellen können nach TCR- und TGF-β-Stimulation ebenso Foxp3 

exprimieren und einen regulatorischen Phänotyp (iTreg) erwerben [42]. Aufgrund der Fülle an 

Stimuli durch Nahrungsmittelantigene und Antigenen der residenten Darmflora besteht im 

Magen-Darm-Trakt ein starker Bedarf an regulatorischer Aktivität. Das darmassoziierte 

Lymphgewebe wird deshalb als Hauptbildungsort für iTreg-Zellen angesehen [43]. iTreg-

Zellen werden aber ebenso in chronisch entzündetem Gewebe, zum Beispiel der Lunge [44], 

Tumoren [45] und transplantiertem Gewebe [46] induziert. Im Magen-Darm-Trakt begünstigt 

unter nicht inflammatorischen Bedingungen eine Kombination aus TGF-β und Retinsäure 

(einem Vitamin A Metabolit), welche hier durch CD103+ DC gebildet wird [47, 48], die 

Entwicklung von Treg-Zellen aus CD4+ Foxp3−-Zellen [43, 49]. Ein anschauliches Beispiel für 

die Induktion von Treg-Zellen zeigten Mucida et al.: Nach oraler Gabe von Ovalbumin (OVA) 

konnten OVA-spezifische Treg-Zellen in den mesenterialen Lymphknoten nachgewiesen 

werden [50]. Nach aktuellem Stand benötigen iTreg-Zellen zur Entstehung TGF-β, IL-2 sowie 

eine TCR-Stimulation [36]. Die Abwesenheit von TGF-β hindert Mäuse in einem 

Autoimmunmodell an einer Toleranzentwicklung [51, 52]. 

Die Bildung von Treg-Zellen und T-Effektor-Zellen läuft in der Regel koordiniert ab und beide 

Populationen beeinflussen sich gegenseitig. Zytokine, die die Bildung von T-Helfer-Zellen 

begünstigen, wirken gleichzeitig antagonistisch auf die Bildung von Treg-Zellen [53]. Fördert 

beispielsweise die Zusammensetzung der Bakterienflora die Bildung von TH17-Zellen, so 

verringert sich meist die Zahl der Treg-Zellen. Umgekehrt verursacht ein die Treg-Zellen 

förderndes Zytokinmillieu meist eine Verkleinerung der TH17-Zellpopulation [54].  

 1.3.1.5 Stabilität der Foxp3-Expression 

 
Die Unterscheidung in nTreg-Zellen und iTreg-Zellen geht einher mit der Frage nach der 

Stabilität der Foxp3-Expression. Aus dem Thymus stammende nTreg-Zellen haben die 

Treg-spezifische demethylinierte Region (TSDR) im foxp3-Lokus vollständig demethyliert 

[55]. nTreg-Zellen zeigen daher eine dauerhafte Foxp3 Expression [55, 56]. Die Stabilität der 

TSDR-Demethylierung in nTreg-Zellen ist jedoch umstritten [57] und scheint auch abhängig 

vom immunologischen Umfeld zu sein [58]. Im Gegensatz zu nTreg-Zellen zeigt sich bei in 

vitro generierten Treg-Zellen nur eine eingeschränkte Demethylierung der TSDR. So verlieren 

in vitro generierte Treg-Zellen ihre Foxp3-Expression und ihre regulatorische Aktivität bei 
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Restimulation in Abwesenheit von TGF-β [59, 60]. Interessanterweise zeigen in vivo erzeugte 

iTreg-Zellen eine vollständige Demethylierung, vergleichbar zu nTreg-Zellen [61]. Aufgrund 

unterschiedlicher Analysezeitpunkte der Demethylierung in diesen in vivo und in vitro 

Experimenten zogen Curotto de Lafaille und Lafaille [36] den Schluss, dass sich der Grad der 

Demethylierung mit zunehmender Reifung in iTreg- wie auch in nTreg-Zellen vervollständigt.  

 

Prinzipiell ist die Foxp3-Expression in iTreg-Zellen in vivo reversibel, wahrscheinlich als 

Anpassung an inflammatorische Signale. Treg-Zellen verlieren bei hohen IL-6 

Konzentrationen ihre Eigenschaften und prägen Merkmale von TH17 Zellen aus [62, 63]. Bei 

einer letalen Toxoplasma gondii-Infektion wurde eine drastische Abnahme der Treg-

Zellpopulation beobachtet. Die noch verbleibenden Treg-Zellen bildeten teilweise 

proinflammatorische Charakteristika aus, wie die Produktion von IFN-γ [64]. Auch unter 

lymphopenischen Umständen können Foxp3+-Zellen ihre Foxp3-Expression verlieren [65]. 

Zhou et al. beobachteten sogar, dass vormalige Foxp3+ Zellen in entzündeten Geweben einer 

Autoimmunerkrankung vorhanden waren und inflammatorische Zytokine ausschütteten. Dies 

führte sie zur Aussage, dass Instabilität von Foxp3 Autoimmunität auslösen kann [57]. 

Aufgrund des hohen Anteils an selbstreaktiven T-Zellrezeptoren in Treg-Zellen [66] ist eine 

Konversion von Treg-Zellen in Effektorzellen als potentieller Mechanismus der Genese von 

Autoimmunerkrankungen durchaus plausibel [57].  

 1.3.1.6 Regulatorische T-Zellen in chronischen Infektionen 

 
Viele chronische Infektionen sind mit erhöhten Population an Treg-Zellen assoziiert [67, 68]. 

Eine Akkumulation von Foxp3+ T-Zellen zeigt sich zum Beispiel in Helicobacter pylori-

Infektionen [69] oder parasitären Wurmbesiedlungen [70, 71]. Nach Helicobacter pylori 

Infektionen sind in der Mukosa des Darmes erhöhte Konzentrationen an TGF-β- und Foxp3-

Transkripten zu finden [69]. Auch für chronisch virale Infektionen wird eine erhöhte 

Treg-Zellaktivität beschrieben [72]. In der chronischen Hepatitis-C-Virus-Infektion beobachtet 

man neben einer unzureichenden DC Aktivität [73] auch eine Akkumulation an Treg-Zellen 

[74, 75]. Anscheinend beeinflusst HCV die Treg-Entstehung direkt durch eine Hochregulation 

der TGF-β-Synthese in infizierten Hepatozyten [76]. 
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 1.4 Diphtherietoxin und Diphtherietoxinrezeptor 

 

Diphtherietoxin (Dt) ist eines der am besten erforschten bakteriellen Toxine [77]. Nur mit 

dem Corynephagen βtox+ infizierte Corynebacteria diphtheriae synthetisieren Dt [78-81]. Als 

einzelne Polypeptidkette synthetisiert [82], kann Dt in vitro durch Trypsinverdau der durch 

eine Disulfidbrücke verbundenen Untereinheiten in zwei Fragmente gespalten werden (Dt-A 

und Dt-B) [82, 83]. Das Toxin bindet über die Dt-B-Untereinheit an den Dt-Rezeptor und 

wird über eine rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen. In der Zelle wird Dt-A im 

sauren Milieu des späten Endosoms abgespalten und in das Zytoplasma transloziert [84, 85]. 

Dt-A katalysiert die ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors-2 (EF-2), was zu einer 

Inhibition der Proteinbiosynthese durch Translokationshemmung und damit zur Apoptose 

führt [86-88]. Der humane Diphterietoxinrezeptor (DtR) wurde als membranständige Form 

des Heparin bindenden EGF-ähnlichen Wachstumsfaktors (HB-EGF) identifiziert [89]. 

Während HB-EGF Vorstufen aus toxinsensitiven Spezies wie Mensch oder Affe Dt-B mit 

einer hohen Affinität binden [90], ist die Interaktion von HB-EGF Vorstufen der Maus mit Dt 

103-105-fach niedriger [91]. Die Ursache liegt im Austausch von Aminosäuren in der äußeren 

Region des murinen HB-EGF [92, 93]. 
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 1.5 Das DEREG-Mausmodell 

 

 

DEREG (von engl. Depletion of regulatory T-Cells [94]) Mäuse tragen auf der Oberfläche 

von Treg-Zellen den humanen Diphtherietoxin-Rezeptor (DtR), welcher mit einem grün 

fluoreszierenden Protein (GFP) markiert ist. Hierzu wurde ein bakterielles artifizielles 

Chromosom (BAC) konstruiert, welches im Foxp3-Lokus für ein Fusionsprotein aus 

humanem DtR und GFP kodiert. Folglich wird das Fusionsprotein unter Kontrolle des foxp3-

Promotors nur in Treg-Zellen transkribiert. Das DEREG-Mausmodell erlaubt deshalb die 

einfache Identifizierung und Charakterisierung von Treg-Zellen über die GFP-Expression. 

Zusätzlich ist eine gezielte Depletion der Treg-Zellen durch eine Behandlung der Maus mit Dt 

möglich. Ein großer Vorteil der Depletion mittels Dt ist, dass die Zelle in die Apoptose 

geführt und sie nicht unmittelbar zerstört wird [95, 96]. Damit unterliegt sie dem regelhaften 

Abbau einer nicht mehr funktionsfähigen Körperzelle, sodass keine proinflammatorischen 

Signale ausgesendet werden. Die Depletion als solche kann daher als immunologisch neutral 

angesehen werden [97]. 

Mit dem DtR-System sind unterschiedliche transgene Mäuse generiert worden. Beispielhaft 

soll hier die CD11c-DtR-Maus beschrieben werden, um potentielle Probleme dieser Modelle 

= Treg = Dt-Rezeptor + GFP = Dt-Injektion 

Wt, keine Treg- 

Depletion  

nach Saito et al. Nat. Biotechnol. 2001 19:746 

DEREG, Treg- 

Depletion 

Abb.Abb.Abb.Abb. 0 0 0 01:1:1:1: Das DEREG Das DEREG Das DEREG Das DEREG----MausmodellMausmodellMausmodellMausmodell    
In DEREG-Mäusen (Depletion of regulatory T-Cells) exprimieren Treg-Zellen ein Fusionsprotein, das aus dem 
humanen Diphtherietoxinrezeptor und einem grün fluoreszierenden Protein (GFP) besteht. Das 
Fusionsprotein erlaubt es Treg-Zellen einerseits im FACS zu detektieren und andererseits durch Dt-Injektion 
spezifisch zu depletieren. In Wildtyptieren sollte eine Dt-Injektion keine Depletion von Treg-Zellen bewirken. 

/
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zu demonstrieren. Das CD11c-DtR-Modell zielt auf eine spezifische Depletion von CD11c+ 

DC ab. Eine wiederholte systemische Dt-Applikation resultiert aber im Tod der Mäuse [98]. 

Es wird vermutet, dass die Letalität durch eine DtR-Expression in nicht hämatopoetischen 

Zellen verursacht wird, da auch CD11c-DtR Mäuse mit Wt-Knochenmark nach mehrfacher 

Injektion sterben [99] beziehungsweise Wt-Mäuse mit CD11c-DtR Knochenmark weniger 

sensitiv sind [100]. Weiterhin wurde berichtet, dass metallophile Makrophagen der Milz [101] 

sowie Alveolarmakrophagen depletiert werden [102]. Auch andere 

Immunzellsubpopulationen, die eine geringe CD11c-Expression aufwiesen (CD8+ Zellen [98, 

100], B-Zellen [100], Plasmazellen [103], NK-Zellen [104]), waren gegenüber Dt-Injektion 

sensitiv. Diese Befunde zeigen die eminente Wichtigkeit eines geeigneten Promotors, der 

hochspezifisch nur in der zu depletierenden Zellpopulation aktiv ist. 

Im DEREG-Modell scheint ein „Kollateralschaden“ der Dt-Depletion von untergeordneter 

Bedeutung im Vergleich zum CD11c-Modell zu sein. Zwar gibt es Hinweise auf eine 

Expression von Foxp3 in nichthämatopoetischen Zellen [105-107], jedoch kann man von 

einer nur sehr geringen Foxp3-Expression in diesen Geweben ausgehen. Auch Ergebnisse aus 

Experimenten mit der Scurfy-Maus bestätigen eine auf Treg-Zellen beschränkte Expression 

von Foxp3 [108]. Es besteht daher die begründete Annahme, dass mit der Foxp3-DtR 

transgenen Maus ein Modell etabliert wurde, welches eine grundlegende Analyse der 

Funktion von Treg-Zellen ermöglicht. Die Nützlichkeit dieses Mausmodells erwies sich unter 

anderem in diversen Fragestellungen innerhalb der Tumor- [109], Allergie- [110] und 

Infektionsforschung [111]. 

 1.6 Listeria monocytogenes-Infektionsmodell 
 

Die Infektion der Maus mit dem fakultativ intrazellulären Bakterium Listeria monocytogenes 

bietet ein gut definiertes Infektionsmodell, in dem sowohl der Infektionsverlauf als auch die 

antibakterielle Immunantwort und hier insbesondere die T-Zellantwort gut charakterisiert sind 

[112, 113]. In der frühen Phase der Immunantwort, die durch Zellen des angeborenen 

Immunsystems bestimmt wird, zeichnen sich Granulozyten und dann vor allem Makrophagen 

für die Begrenzung der Bakterienreplikation verantwortlich. In der späten Phase der 

Immunantwort sind die CD4+ und CD8+ T-Zellen des adaptiven Immunsystems für die 

Eradikation der Bakterien essentiell. Zu Gedächtniszellen differenzierte CD4+ und CD8+ 

T-Zellen bieten einen deutlichen Schutz bei erneuter Infektion. 
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2 Materialien und Methoden
* 

 2.1 Chemikalien und Reagenzien 

 
BFA (Brefeldin A) Sigma (Steinheim) 

BSA (Bovines Serum Albumin) SERVA (Heidelberg) 

FCS (Fötales Kälber Serum, von engl. fetal calf 

serum) PAA (Pasching) 

NRS (Natives Rattenserum) Jackson Immuno Research (Baltimore) 

Percoll Auftrennlösung BIOCHROM AG (Berlin) 

Saponin Sigma (Steinheim) 

TSB (Tryptische Soja Bouillon) BD (Heidelberg) 

 

Alle Standardchemikalien stammen von Serva (Heidelberg), Sigma (Steinheim), Merck 

(Darmstadt) oder Carl Roth (Karlsruhe). 
 

 2.2 Puffer und Lösungen 

 
PBS (phosphatgepufferte Salzlösung, von engl. 

phosphate buffered saline) (Pulver) 

Sigma (Steinheim) 

1x PBS (Lösung) GIBCO invitrogen (Karlsruhe) 

Saponinpuffer in PBS  

 0,1% (w/v) BSA 

 0,3% (w/v) Saponin 

Erylysepuffer 155 mM NH4 Cl 

 10 mM KHCO3 

 100µM EDTA 

 pH ~7.2 
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 2.3 Stimulationssubstanzen 

 

LLO190-201-Peptid (Listeriolysin O) NEKYAQAYPNVS, JPT, Berlin 

OVA257-264-Peptid (Ovalbumin) SIINFEKL, JPT, Berlin 

PMA (Phorbol 12-myristat 13-acetat) Sigma (Steinheim) 

Ionomycin  Sigma (Steinheim) 

 2.4 Medien und Medienzusätze 

 
RPMI 1640 GIBCO invitrogen (Karlsruhe) 

β-Mercaptoethanol GIBCO invitrogen (Karlsruhe) 

Gentamycin GIBCO invitrogen (Karlsruhe) 

Glutamin GIBCO invitrogen (Karlsruhe) 

RPMI komplett zu RPMI 1640: 

 10 % FCS 

 2 mM Glutamin 

 50 mg/ml Gentamycin 

 50 µM β-Mercaptoethanol 

TSB-Medium Zu 1L destilliertem Wasser: 

 20 g TSB 

 30 g Bacto Agar  

 2.5 Sonstige Materialien 

 

Die Standardlabormaterialien (wie zum Beispiel Plastikpipetten und Reaktionsröhrchen) 

stammen von den Firmen Sarstedt (Nümbrecht), Greiner (Frickenhausen), Nunc 

(Langenselbold), BD (Heidelberg), Millipore (Billerica) und Eppendorf (Hamburg). 

 2.6 Geräte 

 
FACS-Gerät  

BD FACS Canto II BD (Heidelberg) 

Photometer  

Multilabel Counter 1420 Victor3™ PerkinElmer (Rodgau) 
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Bei den Geräten für Zell- und Bakterienkultur, sowie für Zell- und Bakterienaufreinigung 

handelt es sich um Standardlaborgeräte. 

 2.7 Mauslinien 

 
C57BL/6  Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) 

DEREG C57BL/6 Prof. Dr. Tim Sparwasser (Hannover)[94] 

DEREG BALB/c Prof. Dr. André Gessner (Erlangen)  

 

Alle Mäuse wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg 

Eppendorf gezüchtet. Zucht sowie Durchführung der Versuche erfolgten nach den Vorgaben 

des deutschen Tierschutzgesetzes (Tierversuchsanträge: G06/074 und G09/021). Die 

verwendeten Tiere waren überwiegend zwischen 8 und 14 Wochen alt und wurden 

gleichmäßig nach Geschlecht und Alter sortiert auf die Gruppen verteilt.  

 2.8 Bakterienstämme und Infektion der Mäuse 

 
Listeria monocytogenes 

Stamm EGD (Lm EGD) 

bereitgestellt durch Dr. S.H.E. Kaufmann 

(Berlin) 

Listeria monocytogenes 

Stamm OVA (Lm OVA) 

bereitgestellt durch Dr. H. Shen 

(Philadelphia) [114] 

 

Die verwendeten Mäuse wurden mit 2,5 × 104
 Lm EGD oder mit 5 × 104 Lm OVA i.v. 

infiziert. Die Bakterien wurden in einem Volumen von 200 µL PBS in eine der lateralen 

Schwanzvenen der Maus injiziert. Die Bakterienstocks wurden bei −80°C gelagert. Im 

Inokulum wurde die Infektionsdosis durch sequentielles Ausplattieren kontrolliert. 

 2.9 Bestimmung der Bakterienlast 

 
Nach der Organentnahme wurden Leber und Milz einzeln in mit 1 ml sterilem PBS gefüllte 

Kunststoffbeutel gegeben. Die Organe wurden zu einer homogenen Suspension zerdrückt und 

in einer seriellen Verdünnung auf TSB (Tryptische Soja Bouillon) Agar ausplattiert. Nach 1-3 

Tagen bei einer Inkubationstemperatur von 30°C wurden die auf den Agarplatten 

gewachsenen Bakterienkolonien (CFU; engl. colony forming unit) ausgezählt. 
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 2.10 Depletion der Treg-Zellen mit Diphtherietoxin 

 
Diphtherietoxin (Cat #322326, 1 mg Calbiochem) wurde in sterilem PBS in Aliquots zu je 

10 µg Dt in 100 µL PBS gelöst, bei −80°C gelagert und nur einmal zur Injektion wieder 

aufgetaut. 1 µg oder 2,5 µg Dt, jeweils in 250 µL sterilem PBS gelöst, wurden der Maus 

intraperitoneal injiziert. Es wurden zwei unterschiedliche Chargen Dt verwendet 

(Charge 1: #D00024793, Charge 2: #D00092160). 

 2.11 Isolation von Lymphozyten aus Organen der Maus 

 
Die Milzzellen und Leberzellen wurden nach dem laborinternen Standardprotokoll 

aufgereinigt [115]. Die Mäuse wurden mit einem Gemisch aus CO2 und O2 sowie einem 

zusätzlichen Genickbruch getötet. Milz und Leber wurden steril entnommen, in 5 mL bzw. 

20 mL PBS aufgenommen, und wie folgend beschrieben aufgereinigt. Die Leber wurde 

zusätzlich vor der Entnahme mit 5 mL PBS perfundiert.  

 2.11.1 Aufreinigung der Lymphozyten aus der Milz 
 
Die Milz wurde zusammen mit dem PBS auf ein Sieb (Ø 200 µm) in eine Petrischale 

gegeben. Mit dem Kolben einer Spritze wurde die Milz in dem Sieb zerdrückt und 

homogenisiert. Das Sieb wurde mit 5 mL PBS gespült und die Zellsuspension 5 min bei 250 g 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 10 mL PBS resuspendiert und 

über einen 70 µm Zellsieb filtriert. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 250 g zentrifugiert 

und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde zur Erythrozytenlyse in 3 mL Erylysepuffer 

resuspendiert und 3 min inkubiert. Es wurden 12 mL PBS mit 0.2% BSA zugegeben und die 

Suspension wurde 5 min bei 250 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet 

in 5 mL PBS resuspendiert und diese Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung eingesetzt. 

 2.11.2 Aufreinigung der Lymphozyten aus der Leber 
 
Die Leber wurde zusammen mit dem PBS auf ein Sieb in eine Petrischale gegeben. Mit dem 

Kolben einer Spritze wurde die Leber in dem Sieb zerdrückt und homogenisiert. Das Sieb 

wurde mit 20 mL PBS gespült und die Zellsuspension über einen 70 µm Zellsieb filtriert. Die 

filtrierte Zellsuspension wurde 5 min bei 250 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 

das Pellet in 5 mL 40% Percoll Auftrennlösung in RPMI aufgenommen und auf 3 mL 

70% Percoll Auftrennlösung in RPMI geschichtet. Dieser Gradient wurde 20 min bei 530 g 

ohne Bremse zentrifugiert. Der obere rosa-farbige Ring, der Zelltrümmer und Hepatozyten 
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enthält, wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Die Lymphozyten in der Interphase 

wurden in ein 50 mL Röhrchen überführt. Das Röhrchen wurde mit PBS aufgefüllt und 5 min 

bei 250 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde zur 

Erythrozytenlyse in 3 mL Erylysepuffer resuspendiert und 3 min inkubiert. Es wurden 12 mL 

PBS mit 0.2% BSA zugegeben und 5 min bei 250 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen, das Pellet in der überbleibenden Flüssigkeit resuspendiert und diese 

Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung eingesetzt. 

 2.12 Zellzahlbestimmung 

 

Die Konzentration der Zellen in einer Zellsuspension kann mittels eines Hämozytometers 

(Neubauer-Zählkammer) bestimmt werden. Die Zellsuspension wurde zur Färbung der 

T-Zellen 1:10 in Trypanblau-Lösung verdünnt und an dem Rand der Zählkammer in die 

Zählkammer pipettiert. In mindestens einem der großen Quadrate wurden die Zellen gezählt 

und der Mittelwert x  berechnet. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach der Formel: 

                                             Verdünnungxx ⋅⋅= 410 mL-1                                                   

 2.13 Antikörper 

 
Antikörper gegen Fluorochrom Klon Firma 

CD4 APC-eFluor 780 RM4-5 eBioscience (San Diego) 

CD4 APC RM4-5 BD Bioscience (Heidelberg) 

CD4 PerCP RM4-5 BD Bioscience (Heidelberg) 

CD8α PerCP 53-6.7 BD Bioscience (Heidelberg) 

CD8α PE-Cy7 53-6.7 eBioscience (San Diego) 

F4/80 Alexa Fluor 647 BM8 eBioscience (San Diego) 

Gr1 (Ly6C+Ly6G) eFluor450 RB6-8C5 eBioscience (San Diego) 

Gr1 (Ly6C+Ly6G) Pacific Blue RB6-8C5 Institut für Immunologie (UKE 

Hamburg) 

CD11b PE M1/70  BD Bioscience (Heidelberg) 

IL-17A PE TC11-18H10 BD Bioscience (Heidelberg) 

IFN-γ V450 XMG1.2 BD Bioscience (Heidelberg) 

TNF-α Cy5 MP6-XT22 eBioscience (San Diego) 

TNF-α PE-Cy7 MP6-XT22 BD Bioscience (Heidelberg) 
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CD16+CD32 ungekoppelt 2.4G2 Institut für Immunologie (UKE 

Hamburg) 

 2.14 Stimulation der T-Zellen 

 

Die Stimulation der T-Zellen erfolgte in FACS-Röhrchen. Es wurden 2 × 106 Zellen pro 

Ansatz vorgelegt. Die Zellen wurden entweder mit Phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA) und 

Ionomycin (Iono) oder mit den Peptiden LLO189-201 und OVA257-264 stimuliert. Eine 

unstimulierte Kontrolle wurde als Referenzwert mitgeführt. PMA und Iono dienten der 

polyklonalen Stimulation von T-Zellen. LLO189-201 aktiviert Listeriolysin-spezifische CD4+ 

T-Zellen, während OVA257-264 Ovalbumin-spezifische CD8+ T-Zellen aktiviert. Diese Peptide 

stellen immundominante Epitope aus Lm OVA dar, die in C57BL/6 Mäusen starke 

T-Zellantworten induzieren. Die immundominanten Peptide erlauben die Analyse der 

spezifischen T-Zellantwort in der Infektion von C57BL/6 Mäusen mit Lm OVA. Die 

Stimulation erfolgte jeweils in einem Gesamtvolumen von 1 mL RPMI 1640 komplett (siehe 

2.4.). Die folgende Tabelle zeigt in welchen Mengen die Stimulationssubstanzen eingesetzt 

wurden. 

 

Stimulationssubstanz Endkonzentration 

PMA 50 ng/ µL 

Iono 1 µM 

LLO189-201 10−5 M 

OVA257-264 10−6 M 

 

Nach Zugabe der Stimulationssubstanzen wurde 30 min bei 37°C inkubiert und dann der 

Exozytosestopper Brefeldin A (Endkonzentration: 10 µg/mL) zugegeben. Dadurch wird eine 

intrazelluläre Färbung der durch die Stimulationssubstanzen angeregten Syntheseprodukte 

ermöglicht. Es wurde weitere 3,5 h bei 37°C inkubiert [113]. 

 2.15 FACS-Färbung 

 
Für die FACS-Färbungen wurden 2 × 106 Zellen in 100 µL vorgelegt. Vor der FACS-Färbung 

muss die Oberfläche der Zellen blockiert werden, damit unspezifische Bindungen der 

Antikörper verhindert werden. Pro Ansatz wurden 1 µL NRS (natives Rattenserum) und 

0,5 µL Fc-Block (anti-CD16/CD32 Antikörper) in 20 µL PBS verdünnt, zu den Zellen 
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gegeben und 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. NRS blockiert unspezifische 

Antikörperbindungsstellen auf der Oberfläche der Zellen. Der Fc-Block bindet spezifisch und 

blockiert Fc-Rezeptoren und verhindert, dass diese den Fc-Teil der Antikörper binden. 

 2.15.1 Extrazelluläre FACS-Färbung 
 

Für die extrazelluläre FACS-Färbung wurden die gewünschten Antikörper pro Ansatz in 

20 µL PBS verdünnt (Endkonzentration abhängig vom Antikörper: 0,1-1 µg/Ansatz), auf die 

Zellen gegeben, die Suspension im Vortex-Gerät durchmischt und 20 min im Dunkeln auf Eis 

inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und direkt zur Messung eingesetzt. 

 2.15.2 Intrazelluläre FACS-Färbung 
 

Nach der extrazellulären Färbung wurden pro Ansatz 200 µL 2% PFA in PBS zugegeben. Die 

Suspension wurde 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 

0,2% BSA in PBS gewaschen. Die intrazelluläre Blockierung erfolgte durch 1 µL NRS und 

0,5 µL Fc-Block in 20 µL Saponinpuffer. Es wurde 5 min bei RT im Dunkeln inkubiert. 

Für die intrazelluläre FACS-Färbung wurden die gewünschten Antikörper pro Ansatz in 

20 µL Saponinpuffer verdünnt, auf die Zellen gegeben und die Suspension wurde 20 min im 

Dunkeln bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, resuspendiert und im 

FACS gemessen.  

 2.16 FACS-Messung 

 2.16.1 FACS – Fluorescence activated cell sorting – 
Durchflusszytometrie 

 
Die FACS-Technologie ermöglicht es, Zellen hinsichtlich ihrer Größe, Granularität und ihrer 

intrazellulären sowie extrazellulären Moleküle zu unterscheiden. Die Zellen werden wie oben 

beschrieben für die extrazelluläre Färbung mit Antikörpern gegen Oberflächenmoleküle 

(2.15.1) oder für die intrazelluläre Färbung mit Antikörpern gegen intrazelluläre Moleküle 

(2.15.2), wie zum Beispiel Zytokine, inkubiert. Diese Antikörper sind an ein Fluorochrom 

gekoppelt, das bei Anregung durch einen Laser das Licht in einer spezifischen Wellenlänge 

emittiert. Im FACS-Gerät werden Zellen in einem Flüssigkeitsstrom linear angeordnet und 

durch die Detektionszelle gespült. Hier werden die Zellen mit unterschiedlichen Lasern 

angeregt und die Fluoreszenzqualität wie auch die -intensität detektiert. Jede Zellpopulation 

besitzt aufgrund der Bindung verschiedener Fluorochrom-gekoppelter Antikörper ein 
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Abb. 02: Darstellung einer Abb. 02: Darstellung einer Abb. 02: Darstellung einer Abb. 02: Darstellung einer 
FACSFACSFACSFACS----MessungMessungMessungMessung    
(a): Darstellung im FSC-H / FSC-
A-Plot, um Dubletten aus der 
Wertung zu nehmen.  
(b) Darstellung im SSC-H / FSC-
A Plot um Zellen aufgrund von 
Größe und Granularität 
darzustellen und Leukozyten 
bzw. Lymphozyten auszuwählen 
(c): Darstellung der DAPI 
Färbung, um tote und 
autofluoreszierende Zellen 
auszusortieren. 
(d): Beispielhafte Darstellung der 
Zellpopulationen nach einer 
Färbung mit Fluorochrom-
markierten Antikörpern. 
 

individuelles Fluorochromprofil, das später eine Identifikation ermöglicht. Zusätzlich werden 

das seitliche Streulicht (SSC, Seitwärtsstreulicht, proportional zur Granularität der Zelle) und 

das leicht gebrochene Durchlicht (FSC, Vorwärtsstreulicht, proportional zur Größe der Zelle) 

gemessen. 

 2.16.2 FACS – Durchführung und Auswertung der Ergebnisse 
 
Vor der ersten Messung müssen die Fluorochrome gegeneinander kompensiert werden, um 

falsch-positive Signale auszuschließen, die sich durch die Überlagerung der 

Emissionswellenlängen einiger dieser Farben ergeben. Hierzu wurde jedes verwendete 

Fluorochrom und ungefärbte Zellen einzeln gemessen. Hiermit können falsch-positive 

Signale, die bei den Einzelfärbungen in fremde Kanäle strahlen, erkannt und von den echten 

Signalen abgezogen werden. Die verwendete Software BD DIVA ermöglicht eine 

automatische Kompensation der Signale, die manuell nachbearbeitet werden kann. Nach der 

Kompensation kann die Messung der zu untersuchenden Proben begonnen werden. 

 

 

 

 

Es gelingt nicht immer alle Zellen für die Messung im Flüssigkeitsstrom voneinander zu 

trennen, sodass bei der Auswertung zuerst die Dubletten, die als eine Zelle gemessen wurden, 

FSC-A FSC-A 

FSC-H 

CD4 

Gr1 CD8a 

DAPI 

SSC-H 

aaaa    bbbb    

cccc    dddd    
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aus der Auswertung genommen werden. Dies erfolgte durch die Darstellung im FSC-H / FSC-

A-Plot (Abb. 02 a). Folgend wurden die ausgewählten einzelnen Zellen im SSC-H / FSC-A-

Plot angezeigt (Abb. 02 b), welcher Informationen über die Granularität und Größe der Zellen 

darstellt. Dieser ermöglicht es die Lymphozyten und anderen Leukozyten in relativ 

abgegrenzten Populationen zu visualisieren. Durch eine Auswahlregion um die Lymphozyten 

oder Leukozyten, ist es nun möglich andere Signale, wie zum Beispiel tote Zellen und 

Erythrozyten, elektronisch von der weiteren Auswertung auszuschließen. Als letzter Schritt 

vor der Analyse der Oberflächenmoleküle werden die noch in der Auswahl der Leukozyten 

enthaltenen toten und autofluoreszierenden Zellen aus der zu untersuchenden Population 

herausgenommen. Dies erfolgt durch den Farbstoff DAPI (4’,6-Diamidin-2’-

phenylindoldihydrochlorid), den tote Zellen aufgrund einer nicht mehr intakten Zellmembran 

aufnehmen und der in die DNA interkaliert (Abb. 02 c). 

In der anstehenden Untersuchung werden die Zellpopulationen anhand der Verteilung und 

Stärke der Fluorochromsignale unterteilt. Die vorher mit dem Fluorochrom markierten 

Antikörper geben dabei Aufschluss über die jeweilige Zelle, an die sie gebunden haben 

(Abb. 02 d).  

Als Analysegerät diente das FACS Canto II (BD Lifesciences, Heidelberg), die Auswertung 

der FACS-Messung erfolgte mit der FlowJo-Software (Tree Star, Ashland USA). 

 2.17 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Das SDS-Gel (engl. sodium dodecyl sulfate) wurde mit dem NOVEX NuPAGE 

Elektrophorese-System (invitrogen) durchgeführt. Es wurden 12% Bis-TRIS-Gele und MES-

Puffer verwendet.  

10 µL der zu untersuchenden Probe wurden mit 5 µL 4 × Probenpuffer und 2,5 µL 

10 × Reduktionsmittel versetzt und 10 min bei 75°C inkubiert. Neben den zu untersuchenden 

Proben wurde ein Größenstandard auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 

200V für 30 bis 45 min durchgeführt. Zur Visualisierung der Proteinbanden wurde eine 

Coomassie-Färbung durchgeführt. Dazu wurde das Gel dreimal in ca. 100 mL Aqua dest. und 

einmal mit dem blauen Coomassie-Farbstoff in der Mikrowelle aufgekocht. Das Gel wurde 

mindestens 15 min bei RT geschüttelt und bis zur gewünschten Bandenintensität mit Wasser 

und Zellstoff entfärbt. Das Gel wurde in einer Zellophan Membran getrocknet und 

dokumentiert. 
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2.18 TNF-α ELISA 

 
Zur Durchführung des TNF-α ELISA wurde das DuoSet® ELISA Development System von 

R&D Systems (DY410) verwendet. 

Flachboden 96-Napfplatten (Nunc-Immuno Plate Maxisorp™) wurden mit TNF-α Fang-

Antikörpern beschichtet (0,8 µg/mL PBS, jeweils 50 µL pro Napf). Nach Inkubation bei 4°C 

über Nacht wurde dreimal mit 200 µL PBS (0,1% Tween) gewaschen und anschließend mit 

150 µL PBS 1% BSA blockiert. Nach 4 Stunden bei 4°C wurde die Platte dreimal mit PBS 

(0,1% Tween) gewaschen. Es folgte die Doppelbestimmung, bei der je 100 µL der Probe pro 

Napf eingesetzt wurden. Parallel wurde eine Standardkurve zur Bestimmung der TNF-α-

Konzentrationen durchgeführt. Die Platte wurde über Nacht bei 4°C inkubiert, dreimal mit 

PBS (0,1% Tween) gewaschen und mit 50 µL/Napf eines Biotin-Detektionsantikörpers 

(75 ng/mL PBS) für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen 

mit PBS (0,1% Tween) wurde 50 µL Streptavidin-HRP-Lösung/Napf (engl. Horseradish 

Peroxidase, R&D Systems, Part No 890803) hinzugegeben und die Platte 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (0,1% Tween) wurden 100 

µL/Napf 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin (Sigma) pipettiert und bis zu 20 min inkubiert (je 

nach Geschwindigkeit des Farbumschlags). Der Farbumschlag wurde mit 0,5 M H2SO4 

gestoppt und die Platte bei 450 nm im Multilabel Counter 1420 Victor3™ (PerkinElmer, 

Rodgau) gemessen. 

 2.19 Limulus Amöbozyten Lysat-Test  

 
Es wurde der Limulus Amöbozyten Lysat-Test QCL-1000 von Cambrex nach dem 

Standardprotokoll der Firma verwendet. In diesem Test wird ein Proenzym aus den Limulus-

Amöbozyten Zelllysaten (LAL) in Gegenwart von Endotoxin aktiviert und spaltet dann von 

einem chromogenen Substrat das im Photometer detektierbare p-Nitroanilin ab.  

Dieser Test ist ein quantitativer Test für das Endotoxin gramnegativer Bakterien. Der Probe 

wird LAL zugegeben und die Lösung bei 37 °C 10 min inkubiert. Die Substratlösung wird 

dann zur LAL-Probe hinzugegeben und das Gemisch bei 37 °C 6 min inkubiert. Die Reaktion 

wird mit Stopplösung (25% Essigsäure) beendet.  

Bei einer LPS-positiven Probe ist ein gelber Farbumschlag zu beobachten. Die Absorption 

wurde bei 450 nm im Photometer gemessen. Die LPS-Konzentration der Probe wurde mit 

einer Standardkurve berechnet. 



    21  

 

 2.20 TLR/NOD Analysen 

 
Die Analysen wurden von PD Dr. Holger Heine im Forschungszentrum Borstel durchgeführt. 

Die Durchführung der Analysen ist in Inamura et al. 2006 beschrieben [116]. Das 

Grundprinzip des Versuchsansatzes beruht auf einer Stimulation von 

Mustererkennungsrezeptoren (TLR: engl. Toll-like Rezeptor, NOD: Nukleotid-bindende 

Oligomerisationsdomäne). HEK293-Zellen wurden mit verschiedenen TLR- oder NOD-

Proteinen transfiziert, die jeweils eine Subklasse mikrobieller Strukturen erkennen. Nach 

Inkubation dieser Zellen mit den zu testenden Substanzen wird die Aktivierung der Zellen 

anhand ihrer IL-8-Produktion gemessen. Aus der Höhe der IL-8-Antwort kann auf die 

Konzentration des untersuchten Antigens geschlossen werden. 

 2.21 Phagozytosetest 

 
Es wurde der Phagotest der Firma Orpegren verwendet. 2 × 107 FITC-markierte E. coli–

Bakterien wurden zu 1 × 106 Milzzellen in ein FACS-Röhrchen gegeben. Bei 37°C wurde die 

Zellsuspension in einem Wasserbad für 30 min inkubiert. Eine gleichartig zusammengestellte 

Negativkontrolle blieb während dieser Zeit bei 4 °C auf Eis. Nach Ablauf der 30 min wurden 

die Zellen zur Negativkontrolle ins Eis gestellt. 200 µL Quenching Lösung wurden zu beiden 

Suspensionen gegeben. Mithilfe dieser Quenching Lösung ist es möglich Anhaftung von 

Internalisation zu unterscheiden, da die Fluoreszenz von außerhalb der Zelle liegenden E. coli 

durch die Quenching Lösung maskiert wird. Dies bewirkt, dass nur internalisierte E. coli in 

den FITC-Kanal strahlen. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, 

extrazellulär gefärbt und im FACS analysiert. 

 2.22 Statistische Auswertung 

 

Die statistische Auswertung wurde mithilfe der Software GraphPad Prism 4 (GraphPad 

Software, La Jolla, USA) sowie SPSS 19 (IBM Corporation, New York, USA) durchgeführt. 

Als statistische Tests wurden ein Log-Rank-Test und ein ANOVA in Kombination mit einem 

Bonferroni-Posttest verwendet. Die Analysen in einem allgemeinen linearen Modell wurden 

in Kooperation mit Frau Susanne Sehner des Instituts für Biometrie des UKE durchgeführt. In 

den Graphiken zeigt * eine Signifikanz zum Niveau p<0,05 an, ** zu p<0,01 und *** zu 

p<0,001. 
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*
Anmerkung:  

 

Die Abschnitte 2.1-2.9 und 2.11-2.17 des Teils „Material und Methoden“ wurden teilweise 

aus der Masterarbeit „Die Rolle des Chemokinrezeptors CXCR3 in der Immunantwort gegen 

Listeria monocytogenes“ von Frau Kira Heesch, AG Mittrücker, übernommen. 
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3 Ergebnisse 

 3.1 Wirkungen von Diphtherietoxin auf Mechanismen des 
angeborenen Immunsystems 

 3.1.1 Einfluss von Diphtherietoxin auf die Suszeptibilität von 
Mäusen gegenüber Listeria monocytogenes 

 
In der hier vorliegenden Dissertationsschrift sollte der Verlauf der Listerieninfektion im 

DEREG-Mausmodell untersucht werden. Deshalb war es erforderlich, die Verträglichkeit der 

gleichzeitigen Gabe von Listerien und Dt in der Maus zu testen. Um für die folgenden 

Experimente Nebenwirkungen mit größerer Sicherheit ausschließen zu können, wurde eine 

relativ hohe Dt-Dosis von 2,5 µg verwendet. Diese Dosis liegt etwa 2,5fach über der 

Dt-Konzentration, die in der Erstbeschreibung der DEREG-Maus verwendet wurde [94]. 

C57BL/6 DEREG- und Wildtyp-Mäuse wurden mit 3 × 2,5 µg Dt (Charge 1) oder als 

Kontrolle mit PBS behandelt (Abb. 3a). An Tag 1 erhielten die Tiere 2,5 × 104 Lm EGD. 

Diese Lm EGD-Dosis liegt leicht über der LD50 für C57BL/6-Tieren von etwa 1 × 104. Der 

Versuchsansatz erlaubt daher eine sensitive Analyse der toxischen Wirkung von Dt, sowohl 

auf die frühe angeborene als auch auf die späte erworbene Immunantwort. 

 

Ohne Dt-Gabe zeigten beide Mauslinien gegenüber einer Infektion mit Lm EGD eine ähnliche 

Suszeptibilität, in beiden Gruppen starben etwa die Hälfte der Tiere. Die Dt-Injektion führte 

in den DEREG-Tieren, aber überraschenderweise auch in den Wildtyp-Tieren, zu einer 

deutlich höheren Sensibilität gegenüber Listerien. In beiden Mauslinien starben nach Dt-Gabe 

alle Tiere, wobei sich in den Wildtyp-Tieren im Vergleich zu den DEREG-Mäusen sogar eine 

verkürzte Überlebenszeit zeigte (Abb.3). Dies bedeutet, dass eine Dt-Injektion nicht als 

neutrale Behandlung angesehen werden darf. Weiterhin ergibt sich die Frage nach den 

Mechanismen der Dt-Wirkung in den Wildtyp-Tieren.  
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Abb.Abb.Abb.Abb. 03  03  03  03 Letale Wirkung der Kombination vonLetale Wirkung der Kombination vonLetale Wirkung der Kombination vonLetale Wirkung der Kombination von Lm Lm Lm Lm EGD mit Diphtherietoxin EGD mit Diphtherietoxin EGD mit Diphtherietoxin EGD mit Diphtherietoxin    
Jeweils fünf C57BL/6 DEREG- und Wildtyp-Mäuse wurden mit Lm EGD (2,5 × 104, d1) und 3 × 2,5 µg Dt 
(d0, d1, d3) injiziert. Als Negativkontrolle für Dt diente PBS. Die Tiere wurden täglich kontrolliert und 
moribunde Tiere getötet. (a) Versuchsaufbau, (b) Überlebenskurve der Wildtyp-, und (c) der DEREG-Tiere 
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 3.1.2 Effekt von Diphtherietoxin auf die Listerienlast in Mäusen 
 
Nachdem gezeigt wurde, dass Mäuse nach einer gleichzeitigen Injektion mit Listerien und 

Diphtherietoxin eine erhöhte Sterblichkeit aufwiesen, wurde in diesem Experiment 

untersucht, ob die Dt-Behandlung zu einer verminderten Bakterienkontrolle führt oder ob die 

erhöhte Sterblichkeit unabhängig von der Bakterienlast hauptsächlich auf der Dt-Wirkung 

selbst beruht. 

BALB/c-Wildtyp und DEREG-Mäuse wurden in jeweils drei Gruppen aufgeteilt: Zwei 

Gruppen wurden mit unterschiedlichen Dt-Dosen (Charge 2) behandelt, eine 

Negativkontrollgruppe mit PBS. Die Dt-Injektionsgruppen unterteilten sich in eine Gruppe 

mit einer Dosis von 2 × 2,5 µg Dt und eine Gruppe mit 1 × 1 µg Dt (Abb. 04a). Alle Tieren 

erhielten 2,5 × 10
4 

Lm EGD Organismen i.v. an Tag 1. Drei Tage nach der Infektion (d4) 

wurden Milz und Leber entnommen und die Bakterienlast bestimmt. Zwei Wildtyp-Tiere, die 

mit 2 × 2,5 µg Dt behandelt worden waren, starben vor dem Analysezeitpunkt. 

Wildtyp- und DEREG-Tiere zeigten in der Milz und Leber drei Tage nach Infektionsbeginn 

vergleichbare Bakterientiter. Die Injektion von 1 × 1 µg Dt hatte keine Auswirkungen auf die 

Kontrolle der Bakterien. Die Gabe 2 × 2,5 µg Dt führte in den Wildtyp-Mäusen, nicht aber in 

den DEREG-Mäusen, zu einem signifikanten Anstieg der Bakterientiter.  

Prinzipiell sind diese Beobachtungen im Einklang mit dem vorherigen Experiment. Eine hohe 

Dt-Dosis hat einen negativen Effekt auf die Kontrolle der Listerien, was auf eine verminderte 

bzw. gestörte Immunantwort gegenüber den Bakterien schließen lässt. In den DEREG-

Mäusen wird der toxische Dt-Einfluss möglicherweise durch die Treg-Zelldepletion 

kompensiert. 
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Abb. 04Abb. 04Abb. 04Abb. 04: : : : Erhöhte BaktErhöhte BaktErhöhte BaktErhöhte Bakterienlast in Mäusen erienlast in Mäusen erienlast in Mäusen erienlast in Mäusen nach 2 × 2,5 µg Dnach 2 × 2,5 µg Dnach 2 × 2,5 µg Dnach 2 × 2,5 µg Dtttt----InjektionInjektionInjektionInjektion    
BALB/c-Wildtyp und DEREG-Mäuse wurden in jeweils drei Gruppen aufgeteilt: Zwei Gruppen wurden mit 
unterschiedlichen Dt-Dosen: 1 × 1 µg Dt (d1) oder 2 × 2,5 µg Dt (d0, d1) behandelt, eine 
Negativkontrollgruppe mit PBS. Allen Tieren wurde zusätzlich eine Dosis von 2,5 × 104 Lm EGD i.v. injiziert. 
Es wurde Milz und Leber entnommen (d4) und die Bakterienlast bestimmt. 
(a) Versuchsaufbau (b+c) Lm EGD Titer drei Tage nach der Infektion (d4) in der Milz (b) und Leber (c) Ein 
ANOVA mit einem Bonferroni-Posttest wurde zur statistischen Analyse verwendet. Zum Zeitpunkt der 
Analyse bereits verstorbene Tiere wurden mit einem Kreuz markiert. Die Querbalken markieren den Median. 
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 3.1.3 Wirkungen einer Diphtherietoxininjektion auf Makrophagen 
und neutrophile Granulozyten 

 
Im folgenden Versuch wurde analysiert, welchen Einfluss die Treg-Zelldepletion in DEREG 

Mäusen auf Zellen der angeborenen Immunantwort hat. Gleichzeitig sollte geklärt werden, in 

welchem Umfang eine von der Treg-Zelldepletion unabhängige Aktivierung von Makrophagen 

und neutrophilen Granulozyten stattfindet. Auch in dieser Versuchsserie wurde eine relativ 

hohe Dt-Dosis (2 × 2,5 µg Dt) sowie die in der Erstpublikation der DEREG-Tiere 

beschriebene Dosis (1 × 1 µg Dt) verwendet [94]. Das Experiment wurde zweimal 

unabhängig voneinander mit unterschiedlichen Dt-Chargen des gleichen Anbieters 

durchgeführt (Calbiochem Charge 1: # D00024793 und Charge 2: #D00092160). 

C57BL/6 Wildtyp- und DEREG-Mäuse wurden mit den oben genannten Dosen an Dt 

behandelt. Die Negativkontrollen erhielten entweder denaturiertes Dt (30min auf 99°C 

erhitzt) oder PBS (Abb. 05 a). An Tag 3 wurden die myeloiden Zellen der Milz mit 

Antikörpern gegen CD11b, F4/80 und Gr1 analysiert. CD11b ist auf allen myeloiden Zellen 

vorhanden. F4/80 ist ein Mitglied der transmembranen Epidermal Growth Factor 7 Familie 

und spezifisch für Makrophagen und Subpopulationen von dendritischen Zellen [117]. Gr1 

bindet Ly6G, ein Glycosylphosphatidylinositol-verankertes Protein, das hauptsächlich auf 

neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, sowie Ly6C, welches ebenso auf neutrophilen 

Granulozyten zu finden ist [118]. Makrophagen wurden als CD11b+ F4/80+ Gr1niedrig und 

neutrophile Granulozyten als CD11b+ F4/80niedrig Gr1hochpositiv Zellen definiert. Zusätzlich 

wurden die toten Zellen mit dem DNA-Farbstoff DAPI und alle Leukozyten durch einen 

anti-CD45-Antikörper markiert (Abb. 05-07).  



    28  

 

 

 
 

 
 
 
 

FSC-A FSC-A 

Gr1 CD45 CD11b Gr1 

FSC-H 

F4/80 SSC-H DAPI 
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1. 2. 

3. 4. 

Abb.Abb.Abb.Abb. 05 05 05 05    AuswertungsAuswertungsAuswertungsAuswertungs----StrategieStrategieStrategieStrategie für die  für die  für die  für die Färbung von Makrophagen und neutrophilen GranulozytenFärbung von Makrophagen und neutrophilen GranulozytenFärbung von Makrophagen und neutrophilen GranulozytenFärbung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten    
Die folgende sukzessive Strategie der Regionen-Auswahl wurde angewendet: Singuläre Zellen (FSC-H / 
FSC-A), Leukozyten (SSC-H / FSC-A), lebende Leukozyten (DAPI / Gr1) und CD45+ Zellen (CD11b / CD45). 
Makrophagen und neutrophile Granulozyten wurden über die Expression von CD11b, F4/80 sowie Gr1 
definiert. 

8,03 %    1,16%    1,11% 8,18 %

GFP – Foxp3

Probe: PBS      1µg     2,5µg    99°CDt

 

Abb. 06: Abb. 06: Abb. 06: Abb. 06: Depletion von regulatorischen TDepletion von regulatorischen TDepletion von regulatorischen TDepletion von regulatorischen T----Zellen Zellen Zellen Zellen in DEREGin DEREGin DEREGin DEREG----Mäusen Mäusen Mäusen Mäusen nach nach nach nach Injektion von DiphtherietoxinInjektion von DiphtherietoxinInjektion von DiphtherietoxinInjektion von Diphtherietoxin    
Versuchsaufbau siehe Abb.07 a. Zu sehen ist die GFP-Expression in CD4+CD45+ T-Zellen. Aus den vier 
Versuchsgruppen des Experiments (Dt-Charge 2) wurde jeweils ein Tier exemplarisch dargestellt. Die 
Auswertung erfolgte zeitgleich zur Analyse der Makrophagen und Granulozyten 2 Tage nach der letzten Dt-
Injektion. Eine Injektion von 1 µg Dt wie auch 2 × 2,5 µg Dt rief eine deutliche Depletion der Treg-Zellen im 
Vergleich zu den Negativkontrollen PBS und hitzeinaktiviertem Dt (99°C Dt) hervor. 
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Abb. 0Abb. 0Abb. 0Abb. 07777: Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten nach Injektion von Dt: Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten nach Injektion von Dt: Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten nach Injektion von Dt: Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten nach Injektion von Dt    
C57BL/6 Wildtyp- und DEREG-Mäusen wurde 1 × 1 µg Dt (d0) oder 2 × 2,5 µg Dt (d0, d1) injiziert. Als 
Negativkontrollen dienten PBS sowie hitzeinaktiviertes Dt (hi Dt: 2,5 µg Dt 30 min 99°C, je d0, d1). Es wurden zwei 
unterschiedliche Dt-Chargen eingesetzt. Es zeigte sich eine dosis- und chargenabhängige Akkumulation von 
Makrophagen sowie Neutrophilen in relativen wie auch absoluten Zellzahlen.  
(a) Versuchsaufbau, (b-e) Dt-Charge 1, (f-g) Dt-Charge 2; (b+f) Neutrophile (CD45+ CD11b+ F4/80− Gr1hochpostiv) 
innerhalb der CD45+ Leukozyten, (c+g) Makrophagen (CD11b+ F4/80+ Gr1niedrig) innerhalb der CD45+ Leukozyten, (d) 
Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten pro Milz, (e) Gesamtzahl der Makrophagen pro Milz. Gezeigt sind die 
Ergebnisse von individuell analysierten Tieren. Ein ANOVA mit einem Bonferroni-Posttest wurde zur statistischen 
Analyse verwendet. Die Querbalken markieren den Median. 
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Es zeigte sich eine vom Maustyp wie auch von der Charge und Menge des Dt beeinflusste 

relative wie auch absolute Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. 

Bei den mit Charge 1 behandelten Tieren war unabhängig vom Maustyp bereits ab einer 

Dosis von 1 × 1 µg Dt eine Akkumulation von Makrophagen und Neutrophilen zu 

beobachten. Bei der höheren Dosis von 2 × 2,5 µg Dt trat die Zellakkumulation unabhängig 

von Charge und Maustyp auf. Beide Chargen verursachten eine tendenziell höhere Population 

an Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in DEREG-Mäusen als in Wt-Tieren. 

Die Ergebnisse dieser Experimente legen dar, dass Dt in Abhängigkeit von der Charge und 

der Menge des verabreichten Dt zu einer Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen 

Granulozyten führt. Die tendenziell erhöhte Akkumulation dieser Zelltypen in DEREG-

Mäusen ist wahrscheinlich durch die parallel einhergehende Depletion von regulatorischen T-

Zellen bedingt. 

 3.1.4 Zeitlicher Verlauf der Dt-Wirkung auf Immunzellen 
 

In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass an d3 nach Dt-Injektion eine 

relative wie auch absolute Akkumulation an Makrophagen vorlag. Trotz der erhöhten Zahl an 

Makrophagen wurde eine erhöhte Sterblichkeit nach gleichzeitiger Injektion von Dt und 

Listerien beobachtet. Ein möglicher Grund wäre eine überschießende ineffektive 

Immunantwort, der sich eine generelle Beeinträchtigung des Organismus der Maus mit einem 

Einbrechen der Immunzellpopulationen anschließen könnte. In diesem Experiment sollte 

deshalb der zeitliche Verlauf der Immunzellpopulationsfrequenzen nach Dt-Gabe verfolgt 

werden.  

C57BL/6 Wildtyp-Mäuse (Ausnahme 4 × Dt: 4 Mäuse) wurden unterschiedlich lange mit 

einer täglichen Dosis von 2,5 µg Dt behandelt. Die Tiere unterteilten sich in Gruppen zu je 

drei Mäusen, die einmal (Gruppe d1), zweimal (Gruppe d2), dreimal (Gruppe d3) oder 

viermal (Gruppe d4) mit Dt behandelt wurden. Die Milz wurde am Tag nach der letzten 

Injektion entnommen und mittels FACS die Verteilung von Makrophagen (CD11b+ F4/80+ 

Gr1niedrig) Granulozyten (CD11b+ F4/80niedrig Gr1hochpositiv) sowie von CD4+ und CD8+ T-Zellen 

in Bezug auf die CD45+ Leukozyten ermittelt (Auswertungsstrategie für die Färbung siehe 

Abb. 05).   
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Am Entnahmetag zeigten die Mäuse mit einer viermaligen Injektion eine deutliche 

Krankheitssymptomatik (moribunde Erscheinung), was in dieser Gruppe mit einem rapiden 

Gewichtsverlust von 12% innerhalb der letzten 2 Tage einherging (Durchschnittsgewicht: 

d2:19,9 g; d4: 17,5 g). In der mit PBS behandelten Kontrollgruppe zeigte sich keine 

Abb. 08Abb. 08Abb. 08Abb. 08: Veränderungen der Zellzahlen in der Milz: Veränderungen der Zellzahlen in der Milz: Veränderungen der Zellzahlen in der Milz: Veränderungen der Zellzahlen in der Milz nach viermaliger Dt nach viermaliger Dt nach viermaliger Dt nach viermaliger Dt----InjektionInjektionInjektionInjektion 
C57BL/6 Wildtyp-Mäuse wurden unterschiedliche lange mit einer täglichen Dosis von 2,5 µg Dt injiziert. 
Die Gruppen unterteilten sich in eine Gruppe mit einer Injektion von 1 × 2,5 µg Dt an d0, 2 × 2,5 µg Dt 
(d0, d1) und 3 × 2,5 µg Dt (d0, d1, d2) sowie einer Gruppe mit 4 × 2,5 µg Dt (d0, d1, d2, d3) (Abb. 08a). 
Eine Negativkontrollgruppe wurde mit PBS behandelt (d0, d1, d2, d3). Die Milz wurde einen Tag nach 
der letzten Injektion entnommen.  
(a) Versuchsaufbau, (b) Gesamtzellzahl in der Milz, (c) Makrophagen (CD11b+ F4/80+ Gr1niedrig) 
innerhalb der CD45+-Leukozyten, (d) Gesamtzahl der Makrophagen pro Milz, (e) CD8+ Lymphozyten 
innerhalb der CD45+  

Leukozyten, (f) Gesamtzahl der CD8+-Lymphozyten pro Milz. Die Querbalken markieren den Median. 
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Gewichtsabnahme. Die Dt-Gabe führte nach einem Tag zu einem Anstieg der Milzzellularität 

und ab d2 wieder zu einer Abnahme der Zellzahl. An d4 war die Zellzahl deutlich unter den 

Werten der Kontrolltiere (Abb. 08b). Diese Veränderungen der Gesamtzellzahlen spiegelten 

sich in allen gemessenen Populationen des Immunsystems wider: In den CD4+ und CD8+ 

T-Lymphozyten wie auch in den Makrophagen und neutrophilen Granulozyten zeigte sich 

nach einem anfänglichen Anstieg ab d2 eine Abnahme der absoluten Zellzahlen (Daten 

beispielhaft gezeigt für CD8+ T-Zellen und Makrophagen Abb.08 d/f). In relativen Werten 

(% der CD45+ Zellen) konnte für Makrophagen und Granulozyten zwar ein Anstieg mit einem 

Plateau ab d2 detektiert werden, der aber durch den generellen Zellverlust kompensiert wurde. 

Diese Ergebnisse bestätigen und erweitern die Resultate der vorhergehenden Versuche: Dt 

führt in höheren Konzentrationen in C57BL/6-Mäusen zu einer Akkumulation von 

Makrophagen und Granulozyten. Die Auswirkungen von Dt sind im weiteren Verlauf ein für 

den Organismus der Maus schädigender Vorgang, der sich in Gewichtsverlust und einer 

deutlichen Abnahme der Gesamtzellzahl der Milz äußert.  

 3.1.5 Einfluss von Diphtherietoxin auf die Phagozytoseaktivität von 
Makrophagen 

 
Im folgenden Experiment wurde die Phagozytoseaktivität von Makrophagen nach 

Diphtherietoxin-Injektion analysiert. Die Effizienz der Phagozytose erlaubt Rückschlüsse auf 

die Funktion und den Aktivierungsgrad der Makrophagen. Indirekt gibt dieser Ansatz daher 

auch Hinweise auf mögliche Mechanismen der verminderten Listerienkontrolle und der 

erhöhten Sterblichkeit nach Dt-Gabe aufgrund einer eingeschränkten Funktion der 

Makrophagen. 

C57BL/6 Wildtyp-Mäuse wurden mit unterschiedlich hohen Dosen Dt behandelt, eine 

Negativkontrollgruppe mit PBS. Die Dt-Injektionsgruppen unterteilten sich in eine Gruppe 

mit einer Injektionsdosis von 2 × 2,5 µg Dt und eine Gruppe mit 1 × 1 µg Dt (Abb. 09). An d3 

wurde die Milz entnommen. FITC-markierte E. coli wurden zu 1 × 106 Milzzellen in ein 

FACS-Röhrchen gegeben und der Phagozytosetest wurde nach Protokoll durchgeführt. Zur 

Charakterisierung der Makrophagen dienten wie bereits in 3.1.3 beschrieben anti-CD11b, 

anti-F4/80 sowie anti-Gr1 Antikörper. Zusätzlich wurden Antikörper gegen CD45 zur 

Identifikation der Leukozytenpopulation verwendet. In der Makrophagenpopulation 

(CD11b+F4/80+Gr1niedrig) wurde der Anteil an FITC+ Zellen im Vergleich zur Negativ-

kontrolle gemessen. Im FACS zeigten die Makrophagen der Mäuse, die eine Dt-Injektion 

erhalten hatten, einen deutlich sichtbare Tendenz zu einem erhöhten Anteil an FITC+ Zellen 
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im Vergleich zu den mit PBS behandelten Kontrolltieren, was gleichzusetzen ist mit einer 

verstärkten Aufnahme von E. coli-Bakterien. Diese erhöhte Phagozytoserate lässt sowohl bei 

1 µg als auch bei 2,5 µg Dt auf eine stärkere Aktivierung schließen.  

Mit diesem Versuch kann weitgehend ausgeschlossen werden, dass die erhöhte Suszeptibilität 

nach gleichzeitiger Injektion von Listerien und Dt auf einer verminderten Phagozytose-

aktivität der Makrophagen basiert. Vielmehr scheint Dt die Makrophagen sogar zu aktivieren.  
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Abb. 09Abb. 09Abb. 09Abb. 09: Erhöhte Phagozytoseaktivität von Makrophagen : Erhöhte Phagozytoseaktivität von Makrophagen : Erhöhte Phagozytoseaktivität von Makrophagen : Erhöhte Phagozytoseaktivität von Makrophagen nach Diphtherietoxinnach Diphtherietoxinnach Diphtherietoxinnach Diphtherietoxin----InjektioInjektioInjektioInjektionnnn    
In Gruppen zu drei C57BL/6 Wildtyp-Mäusen wurden die Tiere entweder mit 2 × 1 µg Dt, 2 × 2,5 µg Dt 
oder als Negativkontrolle mit 2 × PBS behandelt. Injiziert wurde an d0 und d1, die Organentnahme erfolgte 
an d2. Die Milzzellen wurden dann für 30 min in einem Phagozytoseassay mit FITC-markierten E. coli 
inkubiert. Es zeigte sich eine Tendenz zu einem erhöhten relativen Anteil an phagozytierenden 
Makrophagen in Milzen der mit Dt behandelten Gruppen. 
(a) Versuchsaufbau (b) % FITC+ Makrophagen (CD11b+ F4/80+ Gr1low ) innerhalb der CD45+ Leukozyten. 
Die Querbalken markieren den Median. 
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Abb. 10: Keine grobe Verunreinigung von Dt in SDSAbb. 10: Keine grobe Verunreinigung von Dt in SDSAbb. 10: Keine grobe Verunreinigung von Dt in SDSAbb. 10: Keine grobe Verunreinigung von Dt in SDS----PAGE erkennbar PAGE erkennbar PAGE erkennbar PAGE erkennbar     
1 µg Dt in 10 µl PBS wurden mittels SDS-Page aufgetrennt. Das Gel wurde anschließend Coomassie 
gefärbt, um die Proteine sichtbar zu machen (es handelte sich um ein Dt-Aliquot der Charge 1). Die 
Abbildung ist aus Übersichtsgründen aus zwei Ausschnitten des gleichen Gels zusammengefügt. 

Dt Größen- und  
Mengenstandard 

66kDa / 1µg 

44kDa / 500ng 

22kDa / 250ng 

14kDa / 100ng 

Größe / MengeGröße / MengeGröße / MengeGröße / Menge    
(Standard) 

 3.2 Untersuchung von Diphtherietoxin auf Verunreinigungen 

 3.2.1 SDS-PAGE 
 
Die bisherigen Experimente zeigten eine Aktivierung von Makrophagen als Folge der Dt-

Injektion. Um auszuschließen, dass diese Aktivierung auf potentiellen Verunreinigungen des 

Dt beruht wurden verschiedene Kontrollen durchgeführt. Für einen ersten Überblick über 

mögliche grobe Verunreinigungen des Dt wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(SDS-PAGE) durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die SDS-PAGE ergab eine dominante Bande bei etwa 65 kDa und 3 schwache Banden 

zwischen 30 kDa und 40 kDa. Die Hauptbande liegt im Bereich von Diphtherietoxin mit 

einem kalkulierten Molekulargewicht zwischen 58 und 62 kDa [82, 119]. Die Identität der 

drei anderen Banden, die jeweils deutlich weniger als 100 ng enthielten, ist nicht eindeutig zu 

identifizieren. Eine Möglichkeit wäre, dass es sich um Zerfallsprodukte des Toxins handelt. 

Die untere und die obere Bande könnten die A- und B-Fragmente repräsentieren (Mr 21 kDa 

bzw. 38-40 kDa) [120, 121]. Da das Toxin aus Kulturüberständen von Corynebacterium 
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diphtheriae gewonnen wird, sind Verunreinigungen mit anderen Bakterienproteinen oder 

Medienbestandteilen nicht auszuschließen. Diese Beobachtung stimmt auch mit den Angaben 

der Firma Merck/Calbiochem zur Reinheit des Dt überein, die ähnliche Verunreinigungen 

beschreibt. 

 3.2.2 Limulus Amöbozyten Lysat-Test  
 
Folgend sollte eine potentielle Verunreinigung mit Endotoxin bestimmt werden. Obwohl 

Corynebacterium diphtheriae grampositiv ist und demnach kein Lipopolysaccharid (LPS) 

aufweist, sollte der Test Endotoxinverunreinigungen ausschließen, die zum Beispiel im 

Rahmen der Aufreinigung und Aliquotierung auftreten können. 

In unseren Dt-Stocklösungen wurde eine Konzentration von ca. 5 Endotoxin Einheiten/mL 

(EU/mL) für Charge 1 und ca. 10,9 EU/mL für Charge 2 detektiert. Dies entspricht 

Konzentrationen von 1 ng/mL bzw. 2,2 ng/mL Endotoxin. Da maximal 250 µL einer 

10-fachen Verdünnung der Dt-Stocklösung verwendet wurde, wurden ungefähr 25 pg bzw. 

55 pg Endotoxin pro Injektion gespritzt. Dies sollte deutlich unter der Aktivierungsschwelle 

von Makrophagen liegen (10 ng pro Maus mit einem Körpergewicht von 20 g) [122]. 

Durch das Ergebnis der Limulus Amöbozyten Lysat-Tests wurde eine Aktivierung der 

Makrophagen aufgrund einer LPS-Verunreinigung mit großer Wahrscheinlichkeit 

ausgeschlossen. 

 3.2.3 TNF-α Synthese nach in vitro Stimulation mit Diphtherietoxin 
 
Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob Dt selbst oder in der Dt-Lösung enthaltene 

Verunreinigungen stimulatorisch auf naive Milzzellen wirken. Als Maß für die Aktivierung 

der Zellen wurde die Produktion von TNF-α nach einer in vitro Inkubation mit Dt gemessen. 

Im gleichen Ansatz wurde mittels intrazellulärer Zytokinfärbung untersucht, welche 

Zellpopulation TNF-α synthetisiert. Milzzellen aus naiven C57BL/6 Wildtyp- und DEREG-

Mäusen wurden für 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an Dt inkubiert. Um eine direkte 

toxische Wirkung des Dt auszuschließen, wurde eine Probe mit hitzeinaktiviertem Dt 

kultiviert. Dieser Ansatz diente auch der Differenzierung eines direkten Dt-Effekts von der 

Wirkung von hitzestabilen Verunreinigungen, z.B. von mikrobiellen Zellwandbestandteilen. 

Als Positivkontrollen wurden hitzeinaktivierte Listerien, LPS oder eine Kombination aus 

Phorbolester und Calciumionophor (PMA/Ionomycin) verwendet. Nach 24 h Inkubation 

wurde der Überstand mittels ELISA auf TNF-α hin untersucht (Abb. 11).  
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Abb. 11: Milzzellen produzieren Abb. 11: Milzzellen produzieren Abb. 11: Milzzellen produzieren Abb. 11: Milzzellen produzieren nach nach nach nach in vitroin vitroin vitroin vitro Stimulation mit Dt kein TNF Stimulation mit Dt kein TNF Stimulation mit Dt kein TNF Stimulation mit Dt kein TNF----αααα    
Milzzellen (4 × 105/Napf) aus naiven Wildtyp- und DEREG-Mäusen wurden mit unterschiedlichen 
Dt-Konzentrationen inkubiert. Parallel wurden Stimulationen mit hitzeinaktiviertem Dt (99°C 30 min) 
durchgeführt. Als Positivkontrolle dienten LPS (100 ng/mL), PMA (50 ng/mL) plus Ionomycin (750 ng/mL) 
und hitzegetötete Listerien (1 × 107/mL). Für jeden experimentellen Wert wurde eine Dreifachbestimmung 
durchgeführt. Nach 24 h bei 37 °C wurde die TNF-α-Konzentration im Überstand mittels ELISA gemessen. 
(Dt-Charge 1) 

Sowohl das native als auch das hitzeinaktivierte Dt führten in keiner der eingesetzten 

Konzentrationen zu einer TNF-α-Produktion über dem Hintergrundniveau. Im Gegensatz 

dazu waren alle drei Kontrollen positiv. Die in Abb. 11 dargestellten Ergebnisse wurden mit 

Dt-Charge 1 gemessen. Eine Durchführung mit Charge 2 ergab vergleichbare Resultate. 

Zusätzlich wurde die Auswirkung einer gleichzeitigen Stimulation mit Dt und 

hitzeinaktivierten Listerien untersucht. Es stellte sich kein nennenswerter Unterschied zu einer 

Listerien-Stimulation ohne Dt heraus (Daten nicht gezeigt). 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der gleiche Stimulationsansatz wurde verwendet, um zu untersuchen welche Zellen TNF-α 

produzieren. Hierzu wurden Milzzellen nur für 4 h inkubiert und die Sekretion von TNF-α 

durch die Zugabe von Brefeldin A verhindert. Das in den Zellen angereicherte TNF-α wurde 

dann durch eine intrazelluläre Zytokinfärbung nachgewiesen. In Vorarbeiten innerhalb der 

Arbeitsgruppe wurde 4 h als optimaler Zeitpunkt für diesen Versuchsaufbau identifiziert. In 

der Auswertung wurde der Anteil von TNF-α+ Zellen innerhalb der CD4+, der CD8+ und 

CD11b+ Zellen bestimmt. 

In den CD4+ (Abb. 12) wie auch den CD8+ Zellen (Daten nicht gezeigt) konnte nach 

Dt-Stimulation keine TNF-α Synthese nachgewiesen werden. Die als Positivkontrolle 

verwendete polyklonale T-Zellstimulation durch PMA/Iono induzierte aber eine deutliche 

TNF-α-Produktion, wodurch eine generelle Fähigkeit der Zellen zur TNF-α-Synthese  
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Abb. 12: Keine TNFAbb. 12: Keine TNFAbb. 12: Keine TNFAbb. 12: Keine TNF----αααα----
Produktion in CD4Produktion in CD4Produktion in CD4Produktion in CD4++++ und  und  und  und 
CD11bCD11bCD11bCD11b+ + + + Zellen nach Zellen nach Zellen nach Zellen nach 
DiphtherietoxinDiphtherietoxinDiphtherietoxinDiphtherietoxin----StimulationStimulationStimulationStimulation    
Milzzellen (2 × 106/Napf) aus 
naiven C57BL/6 Wildtyp- 
und DEREG-Mäusen 
wurden 4h bei 37°C mit 
unterschiedlichen Dt-
Konzentrationen inkubiert. 
Parallel wurden 
Stimulationen mit 
hitzeinaktiviertem Dt (99°C 
30 min) durchgeführt. Als 
Positivkontrollen dienten 
PMA/Iono, LPS und 
hitzegetötete Listerien (siehe 
Abb. 11). Nach 4h wurde der 
Anteil an TNF-α+ Zellen 
mittels intrazellulärer 
Zytokinfärbung bestimmt. 
(a) Auswertungs-Strategie, 
(b) Beispiel für eine TNF-α-
Messung von CD4+ 
Leukozyten, (c) Induktion 
von TNF-α in CD4+ Zellen 
und (d) in CD11b+ Zellen. 
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nachgewiesen wurde . Die CD11b+ Zellen reagierten auf die TLR-Liganden enthaltenden 

Positivkontrollen, nämlich hitzegetötete Listerien und LPS, mit einer TNF-α-Produktion. 

Auch hier zeigte sich in den mit Dt stimulierten Ansätzen keine nachweisbare TNF-α-

Produktion. Weiterhin war der Anteil an toten Zellen (Annexin V+, DAPI+) nach Dt-

Stimulation nicht höher als in den Kontrollen (Daten nicht gezeigt). Die fehlende Zunahme an 

toten Zellen nach Dt-Stimulation stimmt mit bisher publizierten in vitro Ergebnissen überein, 

die eine relative Unempfindlichkeit muriner Zellen gegenüber Dt aufzeigen [90-93]. 

Unklar ist der Grund für die größere Frequenz an TNF-α produzierenden 

CD4+ T-Lymphozyten nach polyklonaler Stimulation von DEREG-Zellen. Die Messungen der 

TNF-α-Produktion von CD11b+ Zellen ergaben keine nennenswerten Unterschiede zwischen 

DEREG- und Wildtyp-Mäusen. 

Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass weder Dt selbst noch eine potentielle 

Verunreinigung des Dt in vitro zu einer in Form von TNF-α-Produktion messbaren 

Aktivierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie CD11b+ Zellen führte. Dieses Ergebnis 

spricht gegen eine Stimulation von Makrophagen oder anderen Zellen durch eine Dt-

Verunreinigung. Das Ergebnis legt außerdem nahe, dass die in vivo Akkumulation von 

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sehr wahrscheinlich nicht auf eine direkte 

Aktivierung dieser Zellen durch Dt zurückzuführen ist. 

 3.2.4 Stimulation von TLR2-, TLR4-, NOD1- und NOD2-
Reporterzellen mit Diphtherietoxin 

 
Parallel zur Stimulation der Milzzellen wurden Experimente unter Verwendung von Zellen 

mit definierter Expression von „Toll-like“ Rezeptoren (TLR2 und TLR4) und Nukleotid-

bindenden Oligomerisationsdomänen Proteinen (NOD1 und NOD2) durchgeführt. Diese 

Auswahl der Rezeptoren deckt die Erkennung eines breiten Spektrums an konservierten 

Strukturen grampositiver und gramnegativer Bakterien ab, wodurch die wichtigsten 

bakteriellen Verunreinigungen nachgewiesen werden können. Diese Experimente fanden im 

Rahmen einer Kooperation mit PD Dr. Holger Heine aus dem Forschungszentrum Borstel 

statt.  

Humane embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen, von engl. human embryonic kidney cells) 

wurden mit TLR2, TLR4, NOD1 und NOD2 transfiziert. Als Maß für die Aktivierung dieser 

Reporterzellen nach Stimulation mit Dt wurde die IL-8-Konzentration bestimmt. Aufgrund 

der humanen Herkunft der HEK-Reporterzellen induziert Dt bis zu einer Konzentration von 

0,01 µg/mL in diesen Zellen Apoptose. Aus diesem Grund wurde Dt bis auf 10−6 µg/ml 
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titriert. Ab einer Dt-Konzentration von 1 ng/mL war keine Apoptose mehr nachweisbar, 

sodass ab diesem Wert eine erfolgreiche Messung der Dt-Wirkung möglich war. Weitere 

Ansätze wurden mit verschiedenen Konzentrationen von hitzeinaktiviertem Dt durchgeführt, 

um hitzestabile Verunreinigungen zu erfassen. 

Als von den transfizierten Rezeptoren unabhängige Positivkontrolle wurden die Zellen mit 

TNF-α stimuliert. Die jeweiligen Liganden wurden als rezeptorspezifische Positivkontrollen 

eingesetzt. Dies waren N-palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-(R)-cysteinyl-

seryl-(lysyl)(3)-lysin (P3CSK4) für TLR2, Lipopolysaccharid (LPS) für TLR4, D-glutamyl-

meso-diaminopimelische Säure (ieDAP) für NOD1 sowie Muramyldipeptid (MDP) als 

spezifische Positivkontrolle für NOD2. 

Weder das native noch das hitzeinaktivierte Dt löste in einer der transfizierten Zelllinien eine 

IL-8-Produktion aus. Im Gegensatz dazu führte die Stimulation durch die jeweiligen 

Positivkontrollen zu einer deutlichen Aktivierung der Zellen. Die Dt-Lösung enthielt keine 

hitzestabilen Liganden für die getesteten Rezeptoren. Auch hitzelabile Liganden konnten 

ausgeschlossen werden, wobei hier die Einschränkung gilt, dass durch die Toxizität des Dt 

nur Ansätze mit weniger als 1 ng/mL möglich waren. Weil die verwendeten TLR- und NOD-

Rezeptoren ein sehr breites Spektrum an bakteriellen Strukturen abdecken, ist eine bakterielle 

Verunreinigung sehr unwahrscheinlich. Das Ergebnis unterstützt das Resultat des vorherigen 

Experiments, in dem nachgewiesen wurde, dass Dt keine TNF-α Produktion in murinen 

Milzzellen induziert. Beide Experimente legen nahe, dass Dt in den von uns zur Injektion 

verwendeten Lösungen sehr wahrscheinlich keine direkte aktivierende Wirkung auf Zellen 

des Immunsystems hat. 
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AbbAbbAbbAbb. 13:. 13:. 13:. 13:    KeineKeineKeineKeine IL IL IL IL----8888----ProProProProduktion nach Dduktion nach Dduktion nach Dduktion nach Diphtherietoxiniphtherietoxiniphtherietoxiniphtherietoxin----InkuInkuInkuInkubation in transfizierten HEKbation in transfizierten HEKbation in transfizierten HEKbation in transfizierten HEK----ReporterzellenReporterzellenReporterzellenReporterzellen 
Mit TLR2, TLR4, NOD1 sowie NOD2 transfizierte HEK-Zellen wurden mit Dt in unterschiedlichen 
Konzentrationen stimuliert. Es konnte keine IL-8-Produktion nach Dt-Stimulation gemessen werden.  
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 3.3 Wirkungen einer Dt getriggerten Treg-Depletion auf 
Mechanismen des adaptiven Immunsystems 

 3.3.1 Wirkungen einer von Beginn der Infektion durchgeführten 
Treg-Depletion auf das adaptive Immunsystem 

 
Nachdem ein deutlicher Dt-Effekt auf das angeborene Immunsystem der Mäuse gezeigt 

werden konnte, sollte auch der Einfluss auf die adaptive Immunantwort untersucht werden. 

Auch hier wurden C57BL/6 Wildtyp- und DEREG-Mäuse zum Vergleich herangezogen, um 

die Auswirkungen der durch die Dt-Injektion ausgelösten Treg-Zelldepletion von den 

unspezifischen Dt-Effekten zu unterscheiden. 

 

C57BL/6 Wildtyp- und DEREG-Mäuse wurden mit zwei unterschiedlichen Dt-Dosen 

behandelt, eine Negativkontrollgruppe mit PBS. Es wurde die Dt-Charge 1 verwendet. Die 

Dt-Injektionsgruppen unterteilten sich in eine Gruppe mit einer Injektionsdosis von 4 × 2,5 µg 

Dt und eine Gruppe mit 2 × 1 µg Dt. An d1 erhielten alle Tiere 2,5 × 104 Lm OVA-

Organismen (Abb. 14a). An Tag 8 wurden die Milz-Lymphozyten analysiert. Nach einer 

vierstündigen Stimulation mit immundominanten Peptiden (CD4: LLO189-201; CD8: OVA257-

264) oder nach polyklonaler Stimulation mit einem Phorbolester und einem Calciumionophor 

(PMA/Iono) wurde die TNF-α / IFN-γ Expression der CD8+ T-Zellen mittels FACS bestimmt. 

(Abb. 14b). Die Frequenz an Zytokin-positiven CD4+ und CD8+ T-Zellen nach Stimulation 

mit den Peptiden dient als Maß für die Stärke der T-Zellantwort gegen L. monocytogenes. Die 

Zytokinproduktion nach polyklonaler Aktivierung gibt einen generellen Überblick zum 

Differenzierungszustand der gesamten T-Zellpopulation unabhängig von der Spezifität. 

Zwei Mäuse aus der Wildtyp Gruppe mit 4 × 2,5 µg Dt starben vor Versuchsende. Es ist 

anzunehmen, dass diese Mäuse an den Folgen der hohen Dosis Dt alleine oder an einem 

Zusammenspiel mit der Listerien-Infektion gestorben waren. Auch die überlebende Maus 

dieser mit 4 × 2,5 µg Dt behandelten Gruppe und die Tiere der entsprechenden Gruppe an 

DEREG-Mäusen zeigten extrem schwere Krankheitssymptome (moribunde Erscheinung). Da 

alle Tiere der anderen Gruppen keine Auffälligkeiten infolge der Infektion zeigten, ist davon 

auszugehen, dass Dt in dieser Konzentration die Mäuse so stark beeinträchtigt, dass keine 

Kontrolle der Infektion mehr möglich ist. 
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Abb. 14Abb. 14Abb. 14Abb. 14:::: Beeinträchtigung des adaptiven Immunsystems durch Diphtherietoxin Beeinträchtigung des adaptiven Immunsystems durch Diphtherietoxin Beeinträchtigung des adaptiven Immunsystems durch Diphtherietoxin Beeinträchtigung des adaptiven Immunsystems durch Diphtherietoxin----InjektionInjektionInjektionInjektion    
In Gruppen zu je drei Tieren wurden Wildtyp- und DEREG-Mäuse mit 2,5 × 104 Listeria monocytogenes 
(Lm OVA) Organismen sowie    2 × 1 µg oder 4 × 2,5 µg Dt injiziert. Zwei C57BL/6 Wildtyp-Mäuse waren 
bereits vor Versuchsende nach 4 × 2,5 µg Dt Injektion gestorben. An d8 wurde die Milz entnommen. Die 
Zellen wurden nach 4h spezifischer (LLO/OVA) oder polyklonaler Stimulation (PMA/Iono) extrazellulär mit 
anti-CD4 und anti-CD8 Antikörpern markiert. Folgend wurden die Zytokine TNF-α und IFN-γ intrazellulär 
gefärbt und die Zellen im FACS analysiert. (a) Versuchsaufbau, (b) Repräsentativer Dot-Plot von 
CD8+CD45+-Lymphozyten nach 4h Stimulation mit Medium, LLO/OVA und PMA/Iono, (c) % IFN-γ+ Zellen 
der CD8+ T-Zellen aus der Milz. 
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Nach einer Injektion von 4 × 2,5 µg Dt wurde nur noch ein verschwindend geringer 

Prozentsatz an IFN-γ+ CD8+ T-Zellen gemessen, der spezifisch gegen Listerien gerichtet war. 

Auch nach polyklonaler Stimulation mit PMA/Iono reduzierte sich der Anteil an IFN-γ+ CD8+ 

T-Zellen in Wildtyp- und DEREG-Tieren im Vergleich zur niedrigeren Dt-Dosis von 

2 × 1 µg Dt deutlich. Diese Ergebnisse der Mäuse aus der mit 4 × 2,5 µg Dt infizierten 

Gruppe sind allerdings alle unter dem Aspekt des moribunden Zustandes der Tiere zu 

interpretieren und wahrscheinlich hauptsächlich hierauf zurückzuführen.  

Im Gegensatz dazu konnte nach einer Injektion einer niedrigeren Dosis Dt von 2 × 1 µg Dt für 

die listerienspezifische T-Zellantwort (Stimulation mit LLO und OVA-Peptiden) in beiden 

Mauslinien kein signifikanter Unterschied zu den jeweiligen Kontrollgruppen nachgewiesen 

werden. Allerdings zeigte sich ein starker Effekt auf die Zytokinproduktion nach polyklonaler 

PMA/Iono-Stimulation, die in DEREG- und Wildtyp-Mäusen diametral zueinander ausfiel: 

Die Frequenz an IFN-γ+ CD8+ T-Zellen war im Vergleich zur Kontrolle in Wildtyp-Tieren 

verringert, während sie in DEREG-Tieren erhöht war. Diese erhöhte Frequenz an 

Zytokinproduzenten ist sehr wahrscheinlich durch die Depletion von Treg-Zellen und die 

dadurch verlorenen suppressiven Effekte dieser Zellen zu erklären. Für CD4+T-Zellen zeigte 

sich ein ähnlicher, aber weniger stark ausgeprägter Trend (Daten nicht gezeigt). 

Zusammenfassend legt das Ergebnis dieses Versuches dar, dass eine hohe Dosis Dt von 

4 × 2,5 µg Dt die Maus so schwer beeinträchtigt, dass keine kontrollierte Immunantwort mehr 

möglich ist. Bei einer Dosis von 2 × 1 µg Dt sind die toxischen Dt-Effekte nicht mehr 

dominant, was eine Analyse der Auswirkungen einer Treg-Zelldepletion auf das adaptive 

Immunsystem ermöglicht. Unter diesen Bedingungen beobachteten wir weder in den Wildtyp- 

noch in den DEREG-Tieren eine Veränderung der spezifischen T-Zellantwort nach 

Dt-Injektion, die Depletion der Treg-Zellen hatte daher hierauf keinen offensichtlichen Effekt. 

Im Gegensatz dazu hatte Dt einen deutlichen Einfluss auf die Gesamtzahl der 

Zytokinproduzenten. Die Dt-Gabe führte in den DEREG-Tieren zu einer Zunahme an 

Zytokin-positiven Zellen, was auf eine fehlende Suppression hindeutet. Die schwächere 

Antwort in den Dt behandelten Wildtyp-Tieren könnte hingegen das Resultat der Dt-Toxizität 

sein. 

 3.3.2 Wirkungen einer im Verlauf der Infektion durchgeführten 
Treg-Depletion auf das adaptive Immunsystem 

 

Unsere Ergebnisse zeigten, dass das angeborene Immunsystem von der Depletion der 

Treg-Zellen aber auch von einer potentiellen Toxizität des Dt beeinflusst wird. In den 
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folgenden Experimenten wurde daher Dt einmalig und erst an Tag 5 der Infektion gegeben. 

Zu diesem Zeitpunkt ist durch Mechanismen des angeborenen Immunsystems die 

Listerienreplikation in der Plateauphase oder bereits am Abnehmen. Der Einfluss von Dt auf 

das angeborene Immunsystem bzw. eine Depletion der Treg-Zellen sollte daher nur noch von 

geringer Bedeutung für die Kontrolle der Bakterien sein. Im Gegensatz dazu sind die T-Zellen 

in einer Phase der Expansion und es stellt sich die Frage, ob Treg-Zellen diese Expansion 

beeinflussen. In dieser Serie von Experimenten wurden die Tiere nur einmal mit 1 µg Dt 

injiziert, da in dem vorhergehenden Versuch bei mehrmaliger Gabe von 1 µg noch toxische 

Dt-Effekte beobachtet wurden. Der Versuchsansatz wurde dreimal wiederholt. 

C57BL/6 Wildtyp- und DEREG-Mäuse wurden mit 5 × 104 Lm OVA infiziert und mit 

1 ×1 µg Dt an Tag 5 behandelt. Eine Negativkontrollgruppe mit PBS wurde mitgeführt 

(Abb. 14 a). Es wurde die Dt-Charge 2 verwendet. An Tag 10 wurden Leber und Milz 

entnommen und die daraus isolierten Zellen wie oben beschrieben stimuliert und gefärbt.  

Alle Mäuse überlebten bis zum Versuchsende und keines der Tiere zeigte ein moribundes 

Erscheinungsbild. Diese niedrige Dosis, die keine sichtbaren Nebenwirkungen verursachte, 

ermöglichte es daher, DEREG- und Wildtyp-Mäuse miteinander zu vergleichen und die 

Auswirkungen des fehlenden Einflusses von Treg-Zellen zu untersuchen. Um eventuelle 

Unterschiede zwischen den Versuchen zu berücksichtigen wurden diese als Confounder mit in 

ein allgemeines lineares Modell aufgenommen. Die Anteile der IFN-γ+ TNF-α+ CD4+ wie 

auch CD8+ Lymphozyten, jeweils bezogen auf die Gesamtheit der im FACS gemessenen 

CD4+- sowie CD8+-Zellen, nach PMA/Iono und LLO/Ova Stimulation wurden analysiert. 

Dabei wurde untersucht, inwieweit sich die Werte zwischen den Maustypen, Organen, 

Zelltypen, der Behandlung mit Dt oder PBS, sowie den einzelnen Kombinationen dieser 

Einflussgrößen unterscheiden 

Die DEREG-Mäuse wiesen nach spezifischer wie auch polyklonaler Stimulation eine 

signifikante Steigerung (p < 0,001) der aktivierten Lymphozyten nach Dt-Injektion auf. 

Die Odds-Ratio ergab für DEREG-Mäuse, die mit Dt behandelt worden waren, nach 

spezifischer Stimulation im Vergleich zu den PBS-Kontrollen einen Wert von 1,846 mit 

einem 95% Konfidenzintervall von [1,422; 2,397] bei einer Signifikanz von p<0,001. Für die 

gleichen Tiere zeigte sich nach polyklonaler Stimulation ein Odds-Ratio von 1,362 mit einem 

95% Konfidenzintervall von [1,17; 1,586] bei einem p-Niveau <0,001. Das bedeutet, dass 

eine Treg-Zelldepletion in den DEREG-Tieren, von Störfaktoren bereinigt, zu einer 1,8 fach 

erhöhten Population an aktivierten Lymphozyten führt, die spezifisch auf LLO/Ova reagieren 
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beziehungsweise zu einer 1,4 fach erhöhten Population, die polyklonal aktiviert werden 

können. 

Diese Werte stellen den globalen Effekt dar, unabhängig vom Organ und der Lymphozyten-

Population. Im Gegensatz dazu zeigte sich in Wildtyp-Tieren keine signifikante Veränderung 

der Immunantwort nach Dt-Gabe. Das Signifikanzniveau lag nach polyklonaler Stimulation 

bei p = 0,660 und nach spezifischer Stimulation bei p = 0,139.  

Anhand der im FACS bestimmten %-Werte und der in der Neubauer-Kammer ermittelten 

Gesamtzahl an aus den Organen isolierten Lymphozyten wurde die Gesamtzahl an 

IFN-γ+ TNF-α+ Lymphozyten berechnet: Eine Treg-Zelldepletion führte in absoluten Zahlen zu 

einer erhöhten Lymphozytenpopulation in der Leber und in zwei der drei Versuche auch in 

der Milz (Daten nicht gezeigt).  

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass bei Verwendung der niedrigen Dosis von 

1 × 1 µg Dt und einer Injektion zu einem späteren Zeitpunkt der Immunantwort gegen 

L. monocytogenes keine unspezifischen Nebeneffekte in Wt-Mäusen mehr erkennbar sind. 

Eine aussagekräftige Analyse der Treg-Zellfunktion war möglich. Die Treg-Zelldepletion führte 

in DEREG-Mäusen zu einer signifikant erhöhten Frequenz an IFN-γ+ TNF-α+ Lymphozyten. 

Diese verstärkte Immunantwort war unabhängig vom Organ und der Spezifität der 

T-Lymphozyten und zeigte sich nach listerienspezifischer wie auch polyklonaler Stimulation. 
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Abb. 15Abb. 15Abb. 15Abb. 15: Die T: Die T: Die T: Die Tregregregreg----Depletion führt zu einer verstärkten Depletion führt zu einer verstärkten Depletion führt zu einer verstärkten Depletion führt zu einer verstärkten Immunantwort gegen Immunantwort gegen Immunantwort gegen Immunantwort gegen L. monocytogenesL. monocytogenesL. monocytogenesL. monocytogenes    
C57BL/6 Wildtyp- und DEREG-Mäuse wurden in jeweils zwei Gruppen à 4 Mäuse aufgeteilt. Alle Tiere wurden 
an d 0 mit 5 × 104 Lm OVA infiziert. Zusätzlich wurde einer Gruppe 1 × 1 µg Dt (d5) injiziert, der 
Negativkontrollgruppe PBS. Es wurde die Dt-Charge 2 verwendet. An d 10 wurden Leber und Milz entnommen 
und wie in Abb. 14 beschrieben mit LLO/OVA sowie PMA/Iono stimuliert und gefärbt. 
(a) Versuchsaufbau (b+c) % IFN-γ+ TNF-α+ der CD8+ und CD4+ CD45+-Lymphozyten der Leber und Milz nach 
4h Stimulation mit LLO/OVA (b) oder PMA/Iono (c). Die Daten wurden aus drei unabhängigen 
Versuchsdurchführungen zusammengefügt. Die Graphen zeigen versuchsübergreifend die Mittelwerte mit der 
Standardabweichung. Die dargestellten Signifikanzangaben basieren auf der statistischen Analyse in einem 
allgemeinen linearen Modell und beziehen sich auf den Vergleich der Mittelwerte bei Berücksichtigung aller 
Störfaktoren. 
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 3.4 Foxp3+ T-Zellen produzieren inflammatorische Zytokine 
nach Listerieninfektion  

 

In verschiedenen Veröffentlichungen wurde nachgewiesen, dass es eine Anpassungsreaktion 

von Treg-Zellen auf Entzündungen gibt. Dies geschah im Sinne einer Herunterregulation der 

Foxp3 Expression [63], aber auch eine Veränderung des Zytokinprofils in Treg-Zellen hin zur 

Produktion von IFN-γ wurde beschrieben [64]. Diese Beobachtung sollte in der 

Listerieninfektion untersucht und mögliche Änderungen im Zytokinprofil, insbesondere für 

inflammatorische Zytokine, analysiert werden. 

C57BL/6 DEREG-Mäuse wurden mit 2 × 105 Lm OVA behandelt, eine nicht infizierte 

Negativkontrolle wurde mitgeführt. An Tag 9 nach Infektion wurden die Milz-Lymphozyten 

spezifisch (LLO/OVA) oder polyklonal (PMA/Iono) stimuliert und mittels FACS die 

Frequenzen an TNF-α+ und IFN-γ+ CD4+ und CD8+ T-Zellen bestimmt (Abb. 16).  

Erwartungsgemäß reagierten Foxp3− CD4+ Zellen mit einer starken IFN-γ Antwort auf die 

Listerieninfektion. Im Gegensatz zu naiven Tieren, in denen sich kaum IFN-γ positive Zellen 

fanden, konnte nach Infektion bei spezifischer LLO/OVA-Stimulation eine deutliche 

Population von mehr als 5% an IFN-γ+ CD4+ T-Zellen gemessen werden. Für CD8+ T-Zellen 

ergab sich ein ähnliches Bild (nicht gezeigt). Auch in den regulatorischen Foxp3+ CD4+ 

Zellen aus infizierten Mäusen war eine, obgleich deutlich schwächer ausgeprägte IFN-γ+-

Population nachweisbar. Auch wiesen Treg-Zellen nach Infektion mit Lm OVA eine massiv 

erhöhte generelle Fähigkeit zur IFN-γ Synthese auf. Dies zeigte sich in einer etwa zehnfachen 

Steigerung der Frequenz an IFN-γ+ Treg-Zellen nach PMA/Iono Stimulation im Vergleich zu 

nichtinfizierten Tieren. Weiterhin wiesen die untersuchten Organe unabhängig von der 

Infektion eine relativ konstant bleibende Population von etwa 10% an TNF-α+ Treg-Zellen 

nach PMA/Iono-Stimulation auf. Eine listerienspezifische TNF-α Synthese, konnte im 

Gegensatz zu IFN-γ in regulatorischen Foxp3+ CD4+ Zellen nicht demonstriert werden. Die 

Fähigkeit von Treg-Zellen zur TNF-α Synthese konnte in weiteren Versuchen, in denen andere 

Antikörper gegen TNF-α verwendet wurden, bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). 

Die Ergebnisse sind konform mit einer bereits vorhandenen Untersuchung [64], dass 

regulatorische T-Zellen nicht auf die Synthese von immunsupprimierenden Zytokinen 

beschränkt sind, sondern im Falle einer Infektion auch IFN-γ produzieren können. Weiterhin 

erweiterten die hier aufgezeigten Resultate diese publizierten Daten um die Fähigkeit von 

Treg-Zellen zur TNF-α Synthese. 
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AbbAbbAbbAbb. 16: Regulatorische T. 16: Regulatorische T. 16: Regulatorische T. 16: Regulatorische T----Zellen Zellen Zellen Zellen produzieren inflammatorische Zytokineproduzieren inflammatorische Zytokineproduzieren inflammatorische Zytokineproduzieren inflammatorische Zytokine    

Es wurden zwei Gruppen à 3 C57/BL6 DEREG-Mäusen gebildet und eine Gruppe mit 2,5 × 105 Listeria 
monocytogenes (Lm OVA) infiziert. An d9 wurden die Frequenzen an IFN-γ+ und TNF-α+-Zellen in den 
Milzen von beiden Gruppen nach PMA/Iono und LLO/OVA-Stimulation gemessen. Es zeigte sich in den 

Effektor-T-Zellpopulationen wie auch in den Treg-Zellen nach Infektion ein höherer Anteil an IFN-γ+ Zellen. 

Für regulatorische T-Zellen konnte weiterhin eine TNF-α Synthese demonstriert werden. 
(a) Versuchsaufbau (b) % IFN-γ+ und TNF-α+ Foxp3+ CD4+ Zellen im Vergleich zu Foxp3− CD4+T-Zellen. (c) 

Foxp3+ CD4+ Lymphozyten nach 4h Stimulation (d) Alle CD4+Lymphozyten nach 4h Stimulation 
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4 Diskussion 

 4.1 Diphtherietoxin-Rezeptor gesteuerte Zellablationsmodelle: 
Schwierigkeiten der Interpretation 

 
Die spezifische Zellablation durch Dt in Mausmodellen ist ein relativ neues Konzept, das seit 

den letzten Jahren vermehrt Anwendung findet. Nach der ersten Veröffentlichung von Saito et 

al. 2001 [123] folgten unterschiedliche Modelle von zellspezifischer in vivo Depletion 

mithilfe eines Diphtherietoxin gesteuerten Zelltodes. Prominente Beispiele sind das CD11c- 

[98], das hier verwendete DEREG-Mausmodell [94] oder das ebenfalls in der Analyse von 

Foxp3+ Treg-Zellen angewendete Depletionsmodell aus der Arbeitsgruppe Rudensky [124]. 

Durch einen gewebespezifischen Promotor soll der Diphtherietoxinrezeptor (DtR) nur in der 

zu depletierenden Zielzelle exprimiert werden. Die notwendige hohe Gewebespezifität des 

Promotors stellt ein grundsätzliches Problem dar, wie bereits in der Einleitung am Beispiel 

des CD11c-DtR-Modell ausgeführt wurde (siehe hierzu 1.5). Auch für den beim 

DEREG-Mausmodell verwendeten Promotor des foxp3 Gens gibt es mehrere 

Veröffentlichungen, die die alleinige Expression in Treg-Zellen infrage stellen. Es wurden 

Ergebnisse veröffentlicht, dass foxp3 als Tumorsuppressorgen in Maus und Mensch sowohl in 

der Prostata [125] als auch in der Brust [126] agiert. Weiterhin wird die Foxp3-Expression im 

Thymus kontrovers diskutiert [30, 106, 107]. Ein foxp3-Defekt in Thymusstromazellen 

könnte auch für die Autoimmunsymptomatik der Scurfy-Maus verantwortlich sein. Eine 

fehlerhafte Thymusfunktion könnte zu einer Lymphopenie und einer daraus resultierenden 

homöostatischen Proliferation führen, in deren Rahmen autoreaktive Lymphozyten entstehen 

können [105, 106, 127-131]. Die Foxp3-Expresion im Thymusepithel, insbesondere als 

Ursache des Scurfy-Phänotyps, ist aber umstritten. Einige Arbeitsgruppen, unter anderem um 

Rudensky und Sparwasser, können keine Foxp3-Expression in nicht-hämatopoetischen Zellen 

nachweisen. Nach ihren Analysen, gestützt von den Ergebnissen mehrerer Arbeitsgruppen, 

reicht ein Transfer von Treg-Zellen alleine aus, um den Defekt zu beheben [25, 29, 108, 132-

135].  

Unabhängig von der Gewebespezifität des Foxp3-Promotors wurde in der hier vorliegenden 

Arbeit ein zusätzliches, generelles Problem von Mausmodellen beschrieben, die eine Form 

des Dt-vermittelten Zelltodes verwenden. Diphtherietoxin scheint nicht den neutralen Status 

zu haben, der ihm in den meisten Publikationen zugedacht wird. Die hier dargelegten 

Versuche zeigen, dass Dt ab einer bestimmten Dosis Auswirkungen auf das angeborene und 
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adaptive Immunsystem hat. In Abhängigkeit von der Charge kann eine Dt-Injektion schon ab 

Konzentrationen von 1 µg Dt einen beträchtlichen Einfluss auf Immunantworten haben und in 

höheren Dosen (4 × 2,5 µg Dt) im Zusammenhang mit einer Listerieninfektion sogar letal 

wirken.  

 4.2 Die toxische Wirkung von Diphtherietoxin beruht nicht auf 
Verunreinigungen 

 

Eine wichtige Frage ist, ob Kontaminationen des Dt für die toxischen Effekte in Wildtyp-

Mäusen verantwortlich sind. Eine mögliche Verunreinigung mit zum Beispiel Endotoxin bzw. 

Lipopolysaccharid (LPS), einer häufigen Kontamination von aufgereinigten Proteinen aus 

Bakterienkulturen, könnte die hier beobachteten Effekte erklären. Ein dadurch ausgelöster 

septischer Schock, mit TNF-α als dem hauptverantwortlichen Zytokin, kann zu einer 

dramatischen Gewichtsabnahme bis hin zum Tod führen [136-138]. Auch reichen schon sehr 

geringfügige Kontaminationen mit LPS, um Makrophagen zu aktivieren [122], welche darauf 

TNF-α synthetisieren. TNF-α stimuliert die Produktion von GM-CSF (engl. granulocyte 

monocyte colony-stimulating factor) [139], was wiederum zu einer erhöhten Freisetzung von 

Monozyten aus dem Knochenmark führt. Die beobachteten Auswirkungen der Dt-Injektion, 

angefangen bei einer vergrößerten und aktivierteren Makrophagenpopulation bis hin zu einer 

verstärkten Letalität, könnten daher auch ein Artefakt einer Endotoxinkontamination sein. 

Eine SDS-Gel-Analyse des Dt wies keine groben Verunreinigungen auf. Der folgende 

Endotoxin-Test (Limulus Amöbozyten Lysat-Test) ergab für beide verwendeten Dt-Chargen 

eine LPS-Konzentration unter der Makrophagenaktivierungsgrenze. Eine in Kooperation mit 

Dr. Holger Heine (Forschungszentrum Borstel) durchgeführte Analyse auf TLR2-, TLR4- 

sowie NOD1- und NOD2-Liganden erwies sich ebenfalls als negativ. Auch eine in vitro 

Stimulation von Milzzellen mit Dt ergab keine erhöhte TNF-α-Produktion. Die TNF-α 

Produktion wurde dabei als sensitiver Indikator für eine Verunreinigung mit Endotoxin 

verwendet [140]. Insgesamt konnte in keinem Test eine immunologisch aktive Substanz in Dt 

nachgewiesen werden, die die toxischen Effekte erklären würde. Es ist daher davon 

auszugehen, dass die Nebenwirkungen auf dem Toxin selbst und nicht auf Kontaminationen 

beruhen. 
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 4.3 Die Dt-Injektion hat einen toxischen Effekt auf den 
Organismus der Maus 

 
Unsere Daten zeigen, dass eine Dt-Injektion einen erheblichen Einfluss auf die Maus hat. So 

kam es nach einer Injektion von 2 × 2,5 µg Dt unabhängig von Maustyp und Charge in 

mehreren Versuchen zu einer Akkumulation von Makrophagen und neutrophilen 

Granulozyten. Die Wirkung von Dt variierte dabei je nach Charge, so wurde bei einer der 

Chargen in Wt-Tieren sogar für eine Injektion von 1 µg ein Effekt auf Makrophagen 

demonstriert (Abb. 07). Neben einer Akkumulation wurde auch ein erhöhter 

Aktivierungsstatus der Makrophagen nach Dt-Injektion beobachtet (Abb. 09). Weiterhin 

zeigte sich ein genereller toxischer Dt-Effekt: Nach einer Behandlung von Wildtyptieren mit 

einer relativ hochdosierten Injektion von 2,5 µg Dt an vier konsekutiven Tagen verminderte 

sich die absolute Zellzahl in der Milz deutlich und die Tiere wurden moribund (Abb. 08). 

Auch bei einer Kombination einer mehrmaligen Dt-Injektion mit einer Listerieninfektion 

entwickelten sie eine erhöhte Suszeptibilität gegen L. monocytogenes, was sich in einem 

Sterben vor Versuchsende oder erhöhten Bakterientitern zeigte (Abb. 03, Abb. 04, Abb.14).  

Im Einklang mit unseren Ergebnissen publizierten bereits 1982 Pappenheimer et al., dass eine 

Injektion von ca. 10 µg Dt bei einer Maus mit einem Gewicht von 20 g innerhalb von sieben 

Tagen letal wirkt [90]. Entsprechend zeigten unsere Mäuse, die sukzessive vier Dosen von 

2,5 µg Dt erhalten hatten, ein moribundes Erscheinungsbild. Dies bedeutet, dass bereits eine 

geringfügige Erhöhung der Standarddosis extrem toxisch wirken kann. Weiterhin 

veröffentlichten Meyer zu Hörste et al. für ein Neuroinflammationsmodell, dass eine Dt-

Injektion, wenn sie mit einer Immunisierung kombiniert wird, einen letalen Ausgang hat 

[141]. Dieser Effekt konnte unabhängig vom Dt-Hersteller (Merck, List Biological 

Laboratories, Sigma-Aldrich) und in unterschiedlich hohen Dosen (1 µg, 0,5 µg sowie 0,1 µg 

pro Maus) demonstriert werden. 

Diese beschriebene und von uns bestätigte Toxizität von Dt steht im Widerspruch zu vielen 

Publikationen, die Dt wie eine neutrale Substanz behandeln. Verschiedene Gründe könnten 

diese Diskrepanz erklären. Meyer zu Hörste et al. analysieren einen größeren Zeitraum (bis zu 

12 Tagen). Im Gegensatz dazu wird in vielen Studien, die keine Toxizität von Dt beschreiben, 

meistens nur eine kurze Beobachtungspanne verwendet (Lahl et al. 7 Tage [94], Saito et al. 

5 Tage [123], Jung et al. 1 Tag [98]). Langfristige Nebenwirkungen bleiben daher verborgen.  

Zusätzlich werden Nebeneffekte einer Dt-Injektion wahrscheinlich nicht wahrgenommen, da 

in den Publikationen jeweils nur die durch die spezifische Zelldepletion beeinflussten 
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Parameter analysiert werden und häufig kein oder nur wenig Augenmerk auf für die Studie 

irrelevante Immuneffekte gelegt wird.  

Unspezifische Wirkungen von Dt sind auch bei niedrigeren Dosen nachweisbar, insbesondere 

wenn man Zellen des angeborenen Immunsystems untersucht. Eine Bedingung für eine letale 

Wirkung bei niedriger Dt-Dosis scheint die Kombination von starken Adjuvantien mit einer 

Dt-Injektion zu sein. In den Experimenten von Meyer zu Hörste et al. konnte selbst bei einer 

Gabe von 0,1 µg Dt/Maus und einem Adjuvans (Komplettes Freundsches Adjuvans plus 

Pertussis Toxin) ein letaler Effekt nachgewiesen werden, obwohl die Dt-Dosis selbst in etwa 

der niedrigsten verwendeten Dosis aus den oben genannten Veröffentlichungen entspricht 

(Jung et al.: 4 ng/g Körpergewicht, ≅ 0,1 µg/Maus) [141]. Ein ähnlicher Synergismus würde 

auch die hohe Letalität bei einer Kombination von Dt mit einer Listerieninfektion erklären 

(Abb. 03, Abb. 14). 

Zusammenfassend zeigt sich, dass Dt in vivo deutlich toxischer wirkt, als es die in vitro Daten 

vermuten lassen (in vitro sind murine Zellen etwa 105 mal resistenter gegenüber Dt als 

humane Zellen [91, 93]). Wahrscheinlich führt die Dt-Injektion durch die Schädigung von 

murinen Zellen zu einer Entzündungsreaktion, in deren Rahmen Makrophagen aktiviert 

werden (Abb. 07, 09). Grundsätzlich bedeuten unsere Ergebnisse, dass ohne entsprechende 

Wildtypkontrollen auf Dt-Injektion basierende Ergebnisse nicht zu interpretieren sind. 

 4.4 Auswirkung einer Dt getriggerten Treg-Zelldepletion auf das 
angeborene Immunsystem 

 
Unsere Ergebnisse besagen, dass eine Dt-Injektion in Abhängigkeit von Charge, Maustyp und 

Höhe der verabreichten Dt-Dosis einen Effekt auf das angeborene Immunsystem hat. 

Während eine hochdosierte Injektion unabhängig vom Maustyp eine deutliche Erhöhung der 

Makrophagen- und neutrophilen Granulozytenpopulationen zur Folge hatte, führte die 

Verwendung einer niedrigeren Dosis in erster Linie in DEREG-Mäusen zu einer Aktivierung 

des angeborenen Immunsystems. Eine Dosis von 1 × 1 µg Dt erlaubte den Einfluss von Treg-

Zellen insbesondere auf Makrophagen und neutrophile Granulozyten zu untersuchen.  

Während in Wildtyp-Mäusen die Frequenz an Makrophagen und neutrophilen Granulozyten 

nach Dt-Injektion maximal das Niveau der PBS-Kontrolle aufwies, zeigten DEREG-Mäuse 

nach Depletion der Treg-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle eine deutliche 

Akkumulation dieser Zellen.  

Dass Treg-Zellen neben ihrer Regulation des adaptiven Immunsystems auch einen Einfluss auf 

das angeborene Immunsystem haben, wurde bereits mehrfach beschrieben. Treg-Zellen 
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inhibieren das LPS-induzierte Überleben von neutrophilen Granulozyten [142], sie 

kontrollieren natürliche Killer T-Zellen [143, 144] und hemmen die DC-Aktivierung [145, 

146]. Auch wurde eine Beeinflussung der Makrophagenpolarisation zu M2 Makrophagen 

publiziert, die eher immunregulatorische Funktionen ausfüllen [2]. Die logische Konsequenz, 

dass ein Wegfall der Hemmung durch Treg-Zellen zur Proliferation bzw. Rekrutierung von 

Zellen des angeborenen Immunsystems führt, wurde bisher für DCs [124] sowie für 

neutrophile Granulozyten demonstriert [147]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte dieser 

Befund für Makrophagen und neutrophile Granulozyten ergänzt beziehungsweise bestätigt 

werden. Nach einer Treg-Zelldepletion wurde eine deutliche Akkumulation von neutrophilen 

Granulozyten und Makrophagen in der Milz gemessen. Im Einklang mit diesen Ergebnissen 

zeigten DEREG-Tiere nach einer Depletion mit hohen Dt-Dosen eine erniedrigte 

Suszeptibilität gegenüber Listerien im Vergleich zu Wt-Tieren (Abb. 03, Abb. 04). 

Zusammenfassend lässt sich herausstellen, dass Treg-Zellen neben dem adaptiven auch das 

angeborene Immunsystem regulieren. Durchaus sinnvoll erscheint es, dass Zellen des 

angeborenen Immunsystems aufgrund der destruktiven Wirkungen, die sie unter anderem 

durch die Bildung von Proteasen oder Sauerstoffradikalen haben, von Treg-Zellen kontrolliert 

werden. Speziell iTregs, die am Ort der Entzündung und damit einer lokalen Ansammlung von 

Immunzellen entstehen, wären hierfür prädestiniert. Weiterhin zu beantworten ist über 

welchen Mechanismus und wie umfassend Treg-Zellen das angeborene Immunsystem 

regulieren. Andererseits ist insbesondere nach diesen Ergebnissen, die Treg-Zellen einen noch 

größeren Einfluss auf die Immunantwort einräumen, zu klären, wie die Aktivität von Treg-

Zellen kontrolliert wird. 

 4.5 Auswirkung einer Dt getriggerten Treg-Zelldepletion auf das 
adaptive Immunsystem 

 
Mittlerweile ist allgemein akzeptiert, dass regulatorische T-Zellen einen inhibitorischen 

Einfluss auf das adaptive Immunsystem haben [6, 33]. In den hier vorliegenden Experimenten 

wurde im Rahmen einer Listerieninfektion untersucht, wie die Auswirkungen einer 

Treg-Zelldepletion die Immunantwort gegen L. monocytogenes beeinflussen. In zwei 

unterschiedlichen Versuchsansätzen wurde eine Depletion zu einem frühen bzw. einem späten 

Zeitpunkt durchgeführt. Die frühe Depletion beeinflusst sowohl die angeborene als auch die 

Entstehung und den Verlauf der erworbenen Immunantwort. Die Dt-Injektion zu einem späten 

Zeitpunkt zielt insbesondere auf die Rolle von Treg-Zellen in der Kontrolle der Expansion und 

der Differenzierung der spezifischen T-Zellantwort ab. Durch eine Stimulation mit LLO und 
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Ova (immundominante Listerienpeptide) oder PMA/Iono (polyklonale Stimulation) und eine 

anschließende Zytokinanalyse wurden die Stärke der Immunantwort und der 

Differenzierungsgrad der T-Zellen bestimmt.  

Im Experiment, in dem wir eine frühe Depletion durchführten (d0 und d3, es wurde hier 

aufgrund der Nebenwirkungen bei höherer Dosis nur die 1µg Dt Injektion analysiert) waren 

die Ergebnisse nach polyklonaler und listerienspezifischer Stimulation verschieden (Abb. 14). 

Nach Stimulation mit LLO/Ova war kein Unterschied in der Population der 

IFN γ+ CD8+T-Zellen zwischen Treg-depletierten Tieren und der Kontrolle zu sehen. 

Allerdings konnte ein starker Effekt auf die Zytokinproduktion nach polyklonaler PMA/Iono-

Stimulation gemessen werden, der in DEREG- und Wildtyp-Mäusen gegensätzlich ausfiel: 

Die Frequenz an IFN-γ+ CD8+ T-Zellen war im Vergleich zur Kontrolle in Wildtyp-Tieren 

verringert, während sie in DEREG-Tieren erhöht war. Diese nach Treg-Depletion in 

DEREG-Tieren erhöhte Frequenz fällt noch stärker ins Gewicht, da eventuelle 

Nebenwirkungen einer Dt-Injektion diese verringern würden.  

Im zweiten Versuchsansatz wurde ein besonderes Augenmerk auf den Einfluss von 

Treg-Zellen in der vom adaptiven System bestimmten späten Phase der Immunantwort gelegt. 

Eine einzelne Injektion von 1µg Dt wurde am fünften Tag nach Versuchsbeginn durchgeführt. 

Alle Mäuse überlebten und es konnten keine unspezifischen Nebeneffekte von Dt in 

Wildtyp-Mäusen mehr nachgewiesen werden (Abb. 15). Dafür zeigte sich eine signifikant 

erhöhte Frequenz an IFN-γ+ TNF-α+ T-Lymphozyten nach Dt-Injektion in DEREG-Mäusen, 

sowohl nach listerienspezifischer als auch nach polyklonaler Injektion. Dieses Ergebnis 

bezieht sich auf den globalen Effekt der Treg-Depletion, eingeschlossen sind sowohl CD8+ und 

CD4+ T-Zellen sowie Leber und Milz. 

Generell ist bekannt, dass Treg-Zellen einen deutlichen Einfluss auf die adaptive 

Immunantwort bei einer Listerieninfektion haben [148]. In den hier durchgeführten 

Versuchen ist es für die Interpretation wichtig, zwischen polyklonaler und 

listerienspezifischer Antwort zu unterscheiden. Die T-Zellpopulation, die durch PMA/Iono 

Stimulation zur Produktion von inflammatorischen Zytokinen angeregt werden kann, erhöhte 

sich gleichermaßen in beiden Versuchsmodellen nach Treg-Zelldepletion, also unabhängig 

vom Zeitpunkt der Depletion. Wahrscheinlich werden durch die ausbleibende Hemmung 

Zellen aktiviert, die sonst von den regulatorischen T-Zellen kontrolliert werden, unabhängig 

von einer Spezifität gegen Listerien. Dies könnten zum Beispiel autoreaktive Zellen, listerien- 

aber nicht für LLO/Ova spezifische Zellen oder nicht durch Listerien aktivierte aber generell 

zur Zytokinproduktion fähige Bystander-Zellen sein. Ein möglicher Grund für diese generell 
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erhöhten Populationen von aktivierten T-Zellen nach Treg-Zelldepletion wäre eine Erhöhung 

der IL-2-Konzentration, weil Treg-Zellen nun nicht mehr über CD25 um IL-2 konkurrieren 

[149]. 

Im Gegensatz dazu zeigte sich nach listerienspezifischer Stimulation je nach Zeitpunkt der 

Treg-Zelldepletion ein unterschiedlicher Effekt. Während eine Depletion zu Beginn der 

Infektion keinen sichtbaren Effekt hatte, war die Population der aktivierten 

IFN-γ+ TNF-α+ T-Lymphozyten nach Dt-Injektion an Tag 5 signifikant erhöht. Diese 

gegensätzlichen Resultate können mit zwei Unterschieden zwischen den Versuchsmodellen 

erklärt werden: Dem Zeitpunkt der Depletion (d1 und d3 vs d5) und dem Versuchsende 

(d8 vs d10). Der Zeitpunkt der Injektion hat zur Folge, dass zu Beginn der Infektion, der 

Phase des T-Zell-Primings, nur beim Versuchsmodell der späten Depletion Treg-Zellen 

vorhanden sind. Da Treg-Zellen erst 5 Tage nach der letzten Dt-Injektion wieder im peripheren 

Blut und immunologischen Organen zu messen sind [150], sind sie nach früher wie nach 

später Injektion jeweils bis zum Versuchsende depletiert. Dies legt nahe, dass Treg-Zellen eine 

wichtige Rolle beim Priming der listerienspezifischen T-Zellen spielen, da bei ihrer 

Anwesenheit zu Beginn der Immunreaktion die T-Zellantwort stärker ausfällt. 

Das Versuchsende zu unterschiedlichen Zeitpunkten ist ein weiterer möglicher Grund für das 

gegensätzliche Ausfallen der Versuche. An Tag 10 ist die klonale Expansion der spezifisch 

gegen Listerien gerichteten T-Zellen weiter vorangeschritten als an Tag 8. Hierdurch sind an 

Tag 10 deutlich mehr listerienspezifische T-Lymphozyten vorhanden als zwei Tage vorher. 

Wie groß die Auswirkungen der jeweiligen Manipulationen auf den Versuchsverlauf sind, 

muss in nachfolgenden Versuchen gezeigt werden, die sich nur in einer Variablen 

unterscheiden, entweder dem Beobachtungszeitraum oder dem Injektionszeitpunkt. 

Durch die Treg-Zelldepletion möglicherweise ausgelöste autoreaktive Prozesse konnten in 

unserem Infektionsmodell nicht nachgewiesen werden, was wahrscheinlich im kurzen 

Depletions- und Beobachtungszeitraum begründet lag. Alle Ergebnisse der unterschiedlichen 

Versuche zusammengenommen scheint eine Immunantwort gegen L. monocytogenes durch 

eine Depletion aber effektiver zu werden. Hinweise hierfür geben die Titer- und 

Überlebensdaten aus Experimenten mit einer hohen Dt-Dosis. In diesen zeigten 

Treg-depletierte Mäuse eine niedrigere Suszeptibilität als die Wildtyp-Mäuse.  

Zusammenfassend spielen Treg-Zellen während der gesamten Phase der Immunantwort gegen 

L. monocytogenes eine relevante Rolle. Wenn zur Phase der klonalen Expansion keine 

Treg-Zellen vorhanden waren, kam es zu einer signifikanten Steigerung der spezifisch gegen 

Listerien gerichteten T-Lymphozyten. Zu Beginn der Infektion scheinen sie eher eine 
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unterstützende Rolle einzunehmen. Vom Infektionsverlauf unabhängig hemmen Treg-Zellen 

die Proliferation von nicht-listerienspezifischen T-Zellen.  

 

 4.6 Foxp3+ regulatorische T-Zellen sind in der Lage 
inflammatorische Zytokine zu produzieren 

 

In unterschiedlichen Mausmodellen wurde von Foxp3+ T-Zellen mit antigenspezifischen 

T-Zellrezeptoren (TCR) berichtet, zum Beispiel OVA- [50], HCV- [151] oder 

tumorspezifische [152] Treg-Zellen. Ein Nachweis von Treg-Zellen, die nach spezifischer 

Stimulation mit einem Listerienpeptid Zytokine produzieren, ist daher nicht unerwartet. Auch 

auf die Produktion von IFN-γ durch Treg-Zellen gibt es bereits Hinweise [153]. Oldenhove et 

al. demonstrierten, dass Foxp3+ T-Zellen nach einer letalen Toxoplasma gondii Infektion, die 

eine starke TH1-Polarisation hervorruft, den für die TH1-Zellpopulation essentiellen 

Transkriptionsfaktor t-bet exprimieren. Einhergehend mit einer t-bet-Expression 

synthetisieren Treg-Zellen in einer geringen Konzentration auch IFN-γ [64]. Weiterhin 

veröffentlichten Koch et al., dass Foxp3+-Zellen nach IFN-γ Stimulation t-bet hochregulieren 

[154]. In der hier vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse ergänzt werden. Nach 

Listeria monocytogenes Infektion, die ebenfalls eine TH1-Polarisation hervorruft [155] 

erhöhte sich in der Milz nach polyklonaler Stimulation die Frequenz an IFN-γ+ Treg-Zellen 

von durchschnittlich ungefähr 1% auf fast 14% (Abb. 17). Des Weiteren konnten wir 

Treg-Zellen identifizieren, die auf eine Stimulation mit Listerienantigen mit einer 

IFN-γ-Synthese antworteten (0,6% nach Infektion im Gegensatz zur Negativkontrolle von 

0,1%). Dies deutet darauf hin, dass die Treg-Zellen auch im Listerien-Modell Eigenschaften 

der TH1-polarisierten Immunantwort erwerben. Konform mit den Ergebnissen von 

Oldenhove et al. [64] war der Anteil an IFN-γ+ Treg-Zellen deutlich geringer als in der CD4+ 

Gesamtpopulation. 

Zusätzlich produzierten Treg-Zellen nach polyklonaler PMA/Iono Stimulation TNF-α. Dies 

schien unabhängig von einer Infektion zu sein. Im hier gezeigten Versuch waren 

durchschnittlich ca. 11% der Treg-Zellen TNF-α+ (Abb. 17). Dass die TNF-α-Synthese auf 

T-Effektorzellen zurückzuführen ist, die unspezifisch Foxp3+ ausprägen, ist sehr 

unwahrscheinlich. Es wurde zwar publiziert, dass T-Effektorzellen des Menschen Foxp3 

exprimieren können [156], in der Maus wird Foxp3 aber bisher als hochspezifisch für 

Treg-Zellen eingestuft [24, 25, 33, 34]. Die TNF-α Synthese von Treg-Zellen ist unter einem 
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immunologischen Gesichtspunkt nicht abwegig. Rudensky und Mitarbeiter beobachteten, dass 

Treg-Zellen den für die TH2-Differenzierung wichtigen Transkriptionsfaktor IRF4 (von engl. 

Interferon regulatory factor-4) in Abhängigkeit von Foxp3 exprimierten [157]. Die IRF4-

Expression war für Treg-Zellen essentiell, um TH2 Antworten zu regulieren. Aus dieser 

Beobachtung leiteten sie die These ab, dass Treg-Zellen bestimmte Transkriptionsfaktoren der 

jeweils zu supprimierenden Zellpopulation exprimieren, um diese besser regulieren zu können 

[157]. Diese These untermauert die Beobachtung, dass Treg-Zellen nur fähig sind TH17-Zellen 

zu kontrollieren, wenn sie ebenfalls den für die TH17-Funktion notwendigen 

Transkriptionsfaktor Stat3 (von engl. Signal transducer and activator of transcription 3) 

ausprägen [158]. Oldenhove et al. zeigten aber auch, dass trotz der Expression eines 

Effektortranskriptionsfaktors, in diesem Fall t-bet, die suppressorischen Eigenschaften 

erhalten bleiben [64]. TNF-α wird von TH1 und TH17-Zellen aber auch von Zellen des 

angeborenen Immunsystems produziert, die jeweils Ziele von Treg-Zellen sind. Im Kontext 

dieser Veröffentlichungen, dass Treg-Zellen die jeweiligen Transkriptionsfaktoren der zu 

regulierenden Population exprimieren und in bestimmten Situation sogar ein entsprechendes 

Effektorzytokinprofil ausbilden können, scheint die hier demonstrierte Fähigkeit zur 

TNF-α-Produktion schlüssig.  

Eine andere mögliche Erklärung wäre, dass TNF-α unter bestimmten Umständen 

immunsuppressiv wirken kann und eine TNF-α-Sekretion damit nicht dem Grundkonzept 

einer Treg-Zelle widersprechen würde. Chen und Oppenheim schreiben, dass TNF-α 

Treg-Zellen aktivieren kann [159]. In einem Diabetes-Modell hatte die Gabe von TNF-α zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten gegensätzliche Auswirkungen: In neugeborene Mäuse injiziert 

verschlimmerte es die Diabetessymptomatik und verringerte die Anzahl an CD25+ CD4+ 

Zellen in der Milz. In adulten Tieren verbesserte es die Symptomatik und vergrößerte die 

Population der CD25+ CD4+Zellen in der Milz [160, 161]. Aus diesen Ergebnissen wurde 

abgeleitet, dass in einem adulten vollen Treg-Kompartiment TNF-α die Treg-Zellen zur 

Proliferation stimuliert und die Immunbalance in Richtung Toleranz verschiebt, während im 

Neugeborenen vor allem die Effektorzellen angeregt werden [159]. Generell wird die 

Wirkung von TNF-α auf die Ausbildung von Autoimmunität kontrovers diskutiert. Auf der 

einen Seite fördert eine Überproduktion von TNF-α in verschiedenen Mausmodellen die 

Autoimmunsymptomatik [162]. Auf der anderen Seite unterdrückt eine TNF-α Injektion Typ1 

Diabetes wie auch Lupus Nephritis und eine TNF-α-Defizienz beschleunigt die Lupus 

Nephritis [161, 163, 164].  
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Treg-Zellen exprimieren mehr TNF-Rezeptor 2 auf der Oberfläche als CD4+ Effektorzellen 

und eine Kostimulation von TNF-α und IL-2 kann die CD25- und Foxp3-Expression 

verstärken [165]. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Erkenntnis, dass der 

TNF-Rezeptor 2 die immunregulatorische Aktivität von TNF-α vermittelt, während der 

TNF-Rezeptor 1 für inflammatorische Effekte verantwortlich ist [166-168]. Aus der 

Expression von TNF-α und TNF-Rezeptor 2 ergibt sich sogar die Möglichkeit einer 

autokrinen oder parakrinen Stimulation von Treg-Zellen [165]. 

Generell häufen sich Hinweise, dass Treg-Zellen keine statische T-Zellpopulation sind. 

Vielmehr scheinen Treg-Zellen sich dem Milieu der Immunantwort anzupassen, um bei 

Infektionen T-Effektorzellen unterstützen zu können [64]. Unter bestimmten Umständen 

erwerben sie auch selbst T-Effektoreigenschaften, zum Beispiel von TH2-Zellen [169], 

follikulären T-Helferzellen [65], TH17-Zellen [62, 63] oder wie hier gezeigt von TH1-Zellen. 

Hierbei können sie sogar Antigenspezifitäten wie die jeweiligen Effektor-T-Zellen besitzen 

[50, 151, 152], was auch hier für L. monocytogenes demonstriert werden konnte. In der hier 

vorliegenden Arbeit konnte die Fähigkeit von Treg-Zellen zur Produktion von IFN-γ bestätigt 

werden. Darüber hinaus wurde demonstriert, dass Treg-Zellen unabhängig von einer Infektion 

TNF-α synthetisieren können. Von Interesse ist, wie der Erwerb von T-Effektoreigenschaften 

reguliert wird und wie sich diese Antwort im zeitlichen Verlauf der Infektion darstellt.  
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 4.6 Resümee und Ausblick 
 

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass Diphtherietoxin in Mäusen nicht neutral ist, sondern ganz 

im Gegensatz bereits in häufig verwendeten „Standarddosierungen“ zu einer Aktivierung des 

angeborenen Immunsystems führt und die Vulnerabilität der Maus für eine Listerieninfektion 

erhöht. Aufgrund dieser Ergebnisse ist es unabhängig von der Fragestellung angezeigt, in Wt-

Kontrollen Dt-Nebeneffekte zu ermitteln, um sicherzustellen, dass die Beobachtungen alleine 

auf einer Depletion der jeweiligen Zielzelle beruhen.  

Bei Verwendung einer niedrigeren Dosis war eine aussagekräftige Analyse der 

Treg-Zellfunktion möglich. Treg-Zellen spielen während der Infektion mit L. monocytogenes 

eine suppressive Rolle und hemmen sowohl das angeborene als auch das adaptive 

Immunsystem. Zum einen zeigte sich dies in einer erhöhten Frequenz an Makrophagen und 

neutrophilen Granulozyten nach Treg-Zelldepletion. Zum anderen stieg insbesondere nach 

Treg-Zelldepletion in der Phase der klonalen Expansion der Anteil an aktivierten CD4+ sowie 

CD8+ Lymphozyten, der spezifisch gegen Listerien gerichtet war. Zu beantworten ist, über 

welchen Mechanismus und wie umfassend Treg-Zellen das Immunsystem regulieren und ob es 

überwiegend iTregs sind, die vor allem am Ort der Entzündung entstehen und dort diese 

Funktion ausführen könnten. 

Treg-Zellen synthetisierten in unserem Infektionsmodell IFN-γ und eine Subpopulation dieser 

IFN-γ+ Zellen wies sogar eine Spezifität für bakterielle Antigene auf. Zusätzlich wurde 

gezeigt, dass Treg-Zellen eine generelle Fähigkeit zur TNF-α-Synthese besitzen, die aber nicht 

listerienspezifisch bzw. infektionsabhängig zu sein scheint. Diese TNF-α-Synthese 

widerspricht nicht grundsätzlich der Aufgabe einer Suppressorzelle, da auch für dieses 

Zytokin gezeigt wurde, dass es immunmodulatorisch wirken kann. Hier ist nun von Interesse, 

ob es einen natürlichen Stimulus gibt, durch den Treg-Zellen TNF-α synthetisieren und ob eine 

funktionelle Bedeutung für diese Fähigkeit vorhanden ist. Für die IFN-γ Synthese liegt eine 

Unterstützung der Immunabwehr bei schweren Infektionen nahe, auch wenn es zu 

untersuchen gilt, inwieweit die Ausprägung eines Effektorzytokinprofils von der Höhe und 

dem zeitlichen Verlauf der Infektion abhängig ist. Weiterhin ist nach diesen Resultaten, die 

Treg-Zellen einen noch größeren Einfluss auf die Immunantwort einräumen, zu klären, wie die 

Aktivität von Treg-Zellen selbst kontrolliert wird. Generell sind diese Ergebnisse ein weiteres 

Indiz dafür, dass Treg-Zellen mehr sind als einfache Suppressorzellen. Zu untersuchen ist, wie 

diese Funktionen mit den anderen Komponenten des Immunsystems ineinandergreifen und 

wo die Grenzen dieser Flexibilität der Zytokinproduktion von Treg-Zellen sind. 
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5 Zusammenfassung  

Die gezielte Zelldepletion durch Diphtherietoxin (Dt)-Injektion in Mäusen mit gewebe- oder 

zellspezifischer Expression des humanen Diphtherietoxinrezeptors (DtR) ist eine elegante und 

verbreitete Methode zur in vivo Analyse immunologischer Prozesse. Das Modell beruht auf 

der Annahme, dass das DtR-Homolog der Maus Dt 103-105-fach schlechter bindet und 

dadurch murine Zellen durch Dt nicht beeinflusst werden. DEREG- (Depletion of regulatory 

T cells) Mäuse tragen ein grün fluoreszierendes Protein (GFP) und den humanen DtR 

transgen auf regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen). GFP erlaubt den einfachen Nachweis von 

Treg-Zellen und durch die Gabe von Dt können gezielt Treg-Zellen depletiert werden. 

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass Diphtherietoxin nicht den ihm von einigen 

Publikationen zugedachten neutralen Status besitzt, sondern abhängig von Charge und Dosis 

schwere Nebeneffekte erzeugte. Neben einer Akkumulation und Aktivierung von 

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten konnte eine eingeschränkte T-Zellantwort 

gegen L. monocytogenes nach Dt-Applikation festgestellt werden. Eine hohe Dt-Dosis führte 

zu einer gesteigerten Suszeptibilität der Mäuse gegenüber einer Listerieninfektion und wirkte 

auch unabhängig von dieser zum Teil letal. Eine ausführliche Analyse des Dt in 

verschiedenen in vitro Assays ergab keine Hinweise auf eine Kontamination durch andere 

mikrobielle Bestandteile. Generell empfehlen diese Ergebnisse eine sehr vorsichtige 

Herangehensweise an Mausmodelle, die auf der Zelldepletion durch Dt basieren.  

Bei Verwendung einer niedrigeren Dosis konnte eine aussagekräftige Analyse der 

Treg-Zellfunktion durchgeführt werden. Treg-Zellen unterdrückten sowohl das angeborene als 

auch das adaptive Immunsystem. Nach Treg-Zelldepletion waren die Populationen der 

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten deutlich erhöht. Eine Behandlung mit 

L. monocytogenes und zusätzlicher Treg-Zelldepletion zu Beginn und im Verlauf der Infektion 

ergab, dass insbesondere zum Zeitpunkt der klonalen Expansion der listerienspezifischen 

T-Zellen eine Dt-Injektion zu einer signifikanten Erhöhung der Frequenz dieser Population 

führte. Zusätzlich verursachte eine Treg-Zelldepletion vom Infektionsverlauf unabhängig eine 

Akkumulation von polyklonal aktivierbaren T-Lymphozyten. 

Foxp3+ Treg-Zellen besitzen die Fähigkeit, ein TH1-Effektorzytokinprofil auszubilden. Hierbei 

war die IFN-γ-Synthese von einer Infektion mit L. monocytogenes abhängig und es zeigten 

sich sogar listerienspezifische Treg-Zellen, während das Differenzierungsvermögen von 

Treg-Zellen zur TNF-α-Produktion infektionsunabhängig war. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

APC Allophycocyanin 

BSA Bovines Serumalbumin 

Cy-5 Cyanin-5 

DC Dendritische Zelle 

DEREG Depletion of regulatory T-Cells 

Dt Diphtherietoxin 

DtR Diphtherietoxinrezeptor 

FACS Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung von engl. fluorescence activated 

cell sorting 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

FSC Vorwärtsstreulicht von engl. forward scatter 

IFN-γ Interferon-γ 

LLO Listeriolysin O 

Lm Listeria monocytogenes 

NOD Nukleotid-bindende Oligomerisationsdomäne 

NK-Zelle Natürliche Killerzelle 

OVA Ovalbumin 

PBS phosphatgepufferte Salzlösung von engl. phosphate buffered saline 

PE Phycoerythrin 

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein Complex 

PFA Paraformaldehyd 

SSC Seitwärtsstreulicht von engl. side scatter 

TCR T-Zell-Rezeptor 

TLR Toll-like-Rezeptor 

TNF-α Tumornekrosefaktor-α 

Wt Wildtyp 
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