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Zusammenfassung 
 

Nukleotide wie NAD+ können bei Zellstress freigesetzt werden, sie besitzen vielfältige 

Signalfunktionen für das Immunsystem. CD38 spaltet NAD+ und synthetisiert Metabo-

lite, die für Chemotaxis und Zellrekrutierung essentiell sind. Gleichzeitig kann extra-

zelluläres NAD+ mittels ART2 und P2X7 die Apoptose von T-Zellen auslösen, ein Vor-

gang der durch CD38-vermittelten NAD+-Abbau unterdrückt wird. Durch Chemotaxis 

auf der einen und durch eine Schutzfunktion vor Apoptose auf der anderen Seite 

könnte CD38 die Immunantwort und Immuntoleranz beeinflussen. Die potentielle im-

munregulatorische Funktion zusammen mit der erhöhten Expression in der Darm-

mukosa deuten auf eine Rolle von CD38 bei Entzündungsprozessen im Darm hin. Ziel 

der Arbeit war es, die Rolle von CD38 in einem Darmentzündungsmodell aufzuklären.  

 

In einer ersten Serie von Analysen konnte gezeigt werden, dass insbesondere Lym-

phozyten der Darmmukosa CD38 exprimierten. Im Vergleich zu Lymphozyten aus Milz 

und Lymphknoten waren hier sowohl der Anteil an CD38-positiven Zellen als auch die 

Expressionsstärke pro Zelle erhöht. Um die Funktion von CD38 in einer Entzündung zu 

untersuchen, wurde das DSS-Modell (DSS: Dextransulfat-Sodium) angewendet. Dabei 

handelt es sich um ein etabliertes Entzündungsmodell für eine Kolitis, deren makro-

skopisches und histologisches Bild dem chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen 

entspricht. In diesem Krankheitsmodell wurden schließlich WT-, CD38-/-, ART2-/- und 

ART2-/-CD38-/- Tieren verglichen. CD38-/- Tiere präsentierten sich in erheblich bes-

serer Verfassung als WT-Tiere, mit abgeschwächtem Gewichtsverlust, mit besserem 

klinischen Bild, besseren histopathologischen Score-Werten und verminderter Zellin-

filtration in der Darmmukosa. Insgesamt ergaben alle untersuchten Parameter eine 

abgeschwächte Entzündungspathologie in CD38-/- Tieren, verglichen mit den WT-

Kontrolltieren. ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere präsentierten sich in diesen Analy-

sen wie WT-Tiere, mit deutlichem Gewichtsverlust sowie auffälligen makroskopischen 

und mikroskopischen Entzündungszeichen. Die Defizienz von ART2 schien in diesen 

Experimenten den CD38-Verlust aufzuheben.  

 

In DSS-behandelten Tieren wurde die Expression proinflammatorischer Zytokine und 

Chemokine mittels RT-PCR gemessen. CD38-/- Tiere zeigten für die meisten Zytokine 

und Chemokine eine schwächere Expression in der Darmmukosa als WT-Tiere, was 

die Beobachtung der verminderten Entzündungsvorgänge in diesen Tieren bestätigte. 

Interessanterweise war hier die Folge des CD38-Verlustes unabhängig von ART2: In 

den ART2-/-CD38-/- Tieren fand sich wie in den CD38-/- Tieren eine verminderte Ex-

pressionen bestimmter Zytokine. ART2-/- Tiere verhielten sich dagegen wie WT-Tiere. 

Schließlich wurde auch die Auswirkung von CD38 auf die Zusammensetzung ver-
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schiedener T-Zellpopulationen unter homöostatischen Bedingungen untersucht. In 

diesen Untersuchungen präsentierten CD38-/- Tiere generell niedrigere Frequenzen 

von TH1- und TH17-Zellen. Unsere Versuche zeigen, dass das Fehlen von CD38 zu 

einem abgeschwächten Entzündungsverlauf in der Darmmukosa führt, was durch die 

CD38-Funktion für die Zellrekrutierung erklärbar ist. Die teilweise Reversibilität der 

CD38-Defizienz durch die ART2-Defizienz deutet aber auch auf eine Rolle von CD38 

im extrazellulären NAD+-Stoffwechsel hin. 
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Summary 
 

Nucleotides such as NAD+ released upon cell injury have various signaling functions 

for the immune system. By cleaving NAD+, CD38 synthesizes metabolites which affect 

chemokine receptor signaling. Hence, CD38 substantially influences chemotaxis and 

cell recruitment. Extracellular NAD+ can also provoke T cell apoptosis via ART2 de-

pendent activation of P2X7. This pathway is restricted by CD38 mediated NAD+ break-

down. As a regulator of chemotactic responses as well as a protector from NICD (Nu-

cleotide Induced Cell Death), CD38 could have decisive functions in the maintenance 

of immunity and immune tolerance. The enhanced expression in the intestine in 

combination with the proposed immunological functions suggests a role for CD38 in 

inflammatory bowel diseases. The aim of this study was to investigate the function of 

CD38 in an experimental mouse model for inflammatory bowel diseases.  

 

In the first set of analyses, we could demonstrate that all intestinal leukocyte 

populations express CD38. Compared to cells isolated from spleen and lymph nodes, 

proportions of CD38-positive cells as well as the level of CD38 expression on the 

surface of cells were markedly elevated. In order to investigate the function of CD38 in 

intestinal inflammation, we applied the DSS colitis model (DSS: dextran sulfate 

sodium). In this established colitis model, mice develop an intestinal inflammation 

which shows macroscopic and histologic hallmarks of inflammatory bowel diseases. 

We compared WT-, CD38-/-, ART2-/- and ART2-/-CD38-/- mice in the DSS model. In 

general, CD38-/- mice presented with milder clinical conditions. Mice displayed 

attenuated loss of weight, better clinical and histopathologic scoring, as well as 

diminished leukocyte infiltration in the gut. Overall, all assessments revealed reduced 

pathologic processes and fewer signs of severe disease in CD38-/- mice compared to 

control mice. In these experiments, ART2-/- and ART2-/-CD38-/- mice presented 

symptoms of disease similar to WT-mice. These mice exhibited significant loss of 

weight and macroscopic and microscopic hallmarks of severe inflammation. ART2 

deficiency seemed to reverse the effects of CD38 deficiency in these experiments.  

 

Inflammatory cytokines were determined in tissues of DSS treated mice by application 

of real time PCR. Compared to control mice, CD38-/- mice showed markedly reduced 

mRNA expression levels for most of the analyzed cytokines and chemokines. This 

observation confirmed the attenuated inflammatory processes in CD38-/- mice. Nota-

bly, in these analyses consequences of CD38-deficiency were independent of ART2 

function: Both ART-/-CD38-/- mice and CD38-/- mice had reduced expression levels 

of several cytokines. In contrast, mRNA expression profiles of ART2-/- mice were 

similar to those in WT mice. Finally the impact of CD38 on the composition of different 
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T cell populations under homeostatic conditions was investigated. In these analyses, 

CD38-/- mice displayed lower frequencies of TH1 and TH17 cell populations. In sum-

mary, our experiments reveal impaired inflammatory processes in the intestine of 

CD38-/- mice. The results point to impaired inflammatory cell recruitment in the ab-

sence of CD38 as a likely explanation for this observation. The partial reversibility of 

the CD38-/- phenotype in ART2-/-CD38-/- mice further suggests a role of CD38 for 

extracellular NAD+ metabolism.  
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1. Einleitung 
 

 

1.1 Das Immunsystem 

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Körper vor eindringenden Mikroorganismen, 

vor entarteten eigenen Zellen sowie vor potentiell toxischen Molekülen zu schützen. 

Es besteht aus zwei konzeptionell verschiedenen, aber eng miteinander verzahnten 

Anteilen, dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem. Das angeborene 

Immunsystem ist phylogenetisch älter und kommt bereits bei wirbellosen Organismen 

vor. Beide Systeme greifen im Wesentlichen auf unterschiedliche humorale und zellu-

läre Mechanismen zurück, kooperieren jedoch eng miteinander. Dies gilt insbesondere 

für die Abwehrmechanismen des Darms.  

 

Ein fundamentales Prinzip des Immunsystems ist die Eigenschaft, zwischen Selbst- 

und Fremdstrukturen zu unterscheiden (Klein 1999). Selbststrukturen wurden ur-

sprünglich definiert als alles, was im Genom des Organismus kodiert ist, d.h. sämtli-

che körpereigenen Zellen und Gewebe. Körperfremde Mikroorganismen zählte man 

dagegen zu den Fremdstrukturen. Nach klassischer Vorstellung rufen nur Fremd-

strukturen eine Immunantwort hervor, Selbststrukturen dagegen grundsätzlich nicht. 

Allerdings sind die Aufgaben des Immunsystems komplexer, denn wie körpereigene 

Zellen sollen auch Symbionten oder harmlose Kommensalen sowie Nahrungsantigene 

keine Immunantwort hervorrufen. Gleichzeitig müssen infizierte oder entartete Körper-

zellen wie pathogene Mikroorganismen erkannt und entfernt werden. Eine aktuellere 

Ansicht geht davon aus, dass das Immunsystem daher zusätzlich auf Gefahrensig-

nale, sogenannte Danger-Signals reagiert (Matzinger 1994, Matzinger 2002).  

 

Für die Identifizierung von Fremdstrukturen ist neben der Erkennung des Antigens an 

sich die parallele Wahrnehmung eines Danger-Signals von großer Bedeutung. Solche 

Gefahrensignale können konservierte mikrobielle Strukturen, wie z.B. Lipopolysaccha-

rid sein, sie werden dann als Pathogen-associated Molecular Patterns (PAMPs) 

zusammengefasst (Heine und Lien 2003). Auch körpereigene Strukturen können 

Gefahrensignale vermitteln, sog. Alarmine. Dabei handelt es sich um Moleküle, die 

intrazellulär lokalisiert sind und die bei Beschädigung der Zellen frei werden. Zur 

Gruppe der Alarmine zählen neben Hitzeschockproteinen und HMGB1 auch 

Nukleotide wie ATP und NAD+ (Gallucci und Matzinger 2001, Adriouch et al. 2012). 

PAMPs und Alarmine werden unter dem Begriff Damage-associated Molecular 

Patterns (DAMPs) zusammengefasst. Strukturen, von denen diese Gefahrensignale 
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ausgehen, werden als Fremdstrukturen wahrgenommen und initiieren schließlich eine 

Immunantwort (Bianchi 2007, Eberl 2010, Manson et al. 2012).  

 

Eine ideale Immunabwehr beruht auf der Balance zwischen Abwehr und Toleranz. 

Störungen des Balanceaktes zwischen Immunreaktion und Immuntoleranz führen zur 

Immunpathologie (Abb. 1). Eine überschießende Reaktion gegen Kommensalen oder 

harmlose Antigene bildet den wesentlichen pathophysiologischen Prozess bei Erkran-

kungen wie den chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, der glutensensitiven 

Enteropathie oder dem Asthma bronchiale (Holt et al. 1999, Braun und Wei 2007). 

Richtet sich eine Immunreaktion gegen körpereigenes Gewebe, kommt es zu Autoim-

munerkrankungen. Eine pathologisch übersteigerte Toleranz dagegen hat die Aus-

breitung von Mikroorganismen oder das Überleben infizierter oder mutierter Körper-

zellen zur Folge. Konsequenzen sind schwere Entzündungen oder bestimmte Tumor-

erkrankungen (Bouma und Strober 2003, Sansonetti 2004, Bäckhed et al. 2005).  

 

 

 

Abb. 1: Balanceakt zwischen immunologischer Homöostase und pathophysiologischen 

Reaktionen 

Sowohl überschießende Immunreaktionen als auch eine übersteigerte immunologische Tole-

ranz führen zu pathologischen Zuständen. IBD: Inflammatory Bowel Disease. Abbildung modi-

fiziert nach Renz-Polster und Krautzig (2008). 

 

 

Die Effektormechanismen vor allem des angeborenen Immunsystems besitzen einen 

ungerichteten Charakter. Dies führt dazu, dass die meisten Immunreaktionen zu Kol-

lateralschäden an gesunden Zellen und Geweben führen (Medzhitov 2008). Derartige 

Schäden können in Kauf genommen werden, wenn sie begrenzt bleiben und wenn 

nach Abschluss der Immunantwort die Möglichkeit zur Ausheilung besteht. Bei chro-

nischen Infektionen können die genannten unerwünschten und destruktiven Nebenef-
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fekte der Entzündung überwiegen. Daher verfügt das Immunsystem über differenzierte 

regulatorische Mechanismen, um sich bei chronischen Infektionen selbst zu begren-

zen und Gewebeschäden zu minimieren (Mege et al. 2006). Im Darm ist das Gleich-

gewicht zwischen Immunreaktion und Immuntoleranz aufgrund des mikrobiologischen 

Umfelds besonders wichtig. Daher verfügt das intestinale Immunsystem über spezielle 

Regulationsmechanismen, zu denen möglicherweise auch die Expression von CD38 

auf T-Zellen gehört.  

 

 

1.1.1 Das angeborene Immunsystem 

 

1.1.1.1 Schutzbarrieren 

Als Körperoberfläche besitzt die intestinale Mukosa wichtige immunologische Funkti-

onen. Das mukosale Epithel ist von einer gelähnlichen Schleimschicht bedeckt, in der 

sich zahlreiche Mucinproteine befinden. Diese stark glycosylierten Proteine, im Dünn-

darm vor allem MUC2, werden als Polymere sezerniert und besitzen eine netzartige 

Struktur. Sie gewährleisten die Stabilität der Schleimschicht und erschweren die 

Anheftung von Bakterien an das Epithel. MUC2-Defekte führen bei Mäusen zur Ent-

wicklung einer der Colitis ulcerosa ähnlichen Entzündung. Zusammen mit der Epithel-

schicht und den Tight junctions, bestehend aus Adhäsionskontakten und Schluss-

leisten, entsteht eine dichte Barriere in der Darmmukosa (Johansson et al. 2008, 

Heazlewood et al. 2008, Garrett et al. 2010).  

 

 

1.1.1.2 Die Erkennung von Antigenen 

Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, konservierte mikrobielle Strukturen wie 

PAMPs zu erkennen (Delves und Roitt 2000a). Zur Antigenerkennung tragen die Zellen 

des angeborenen Immunsystems sogenannte Pattern Recognition Rezeptoren (PRR). 

Diese Rezeptoren sind keimbahnkodiert; sie werden im Verlauf der Immunantwort 

nicht verändert. Das angeborene Immunsystem bildet daher auch kein immunologi-

sches Gedächtnis (Janeway 1989). Die wichtigsten Rezeptoren sind die TOLL-

ähnlichen Rezeptoren (Toll-like Receptors oder TLR), NOD- und NOD-ähnliche 

Proteine (Nucleotide Binding Oligomerization Domain) sowie C-Typ Lektin-Rezeptoren 

(Janeway und Medzhitov 2002).  

 

TLRs reagieren auf konservierte mikrobielle Strukturen, so wird z.B. Lipopolysaccharid 

von TLR4 oder Flagellin von TLR5 erkannt. Zu den C-Typ Lektin-Rezeptoren gehören 

z.B. Mannoserezeptoren. Diese Rezeptoren haben Domänen zur Erkennung von Koh-
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lenhydratstrukturen, die z.B. von bakteriellen Zellwandbestandteilen stammen (Beutler 

2004). Die Proteine der NOD-Familie fungieren als intrazelluläre Pattern Recognition 

Rezeptoren. Diese Proteine sind insbesondere für die intestinale Mukosa wichtig. 

NOD1 erkennt ein für Peptidoglycan spezifisches Dipeptid, welches ein Abbauprodukt 

Gram-negativer Bakterien ist. NOD1 ist in Epithelzellen, aber auch in professionellen 

Antigen-präsentierende Zellen (APZ) wie Dendritischen Zellen (DCs) und Makrophagen 

exprimiert. NOD2 bindet Muramyl-Dipeptid, ebenfalls ein Abbauprodukt von Proteo-

glycanen. Dieser Rezeptor liegt u.a. in Paneth-Zellen vor, die auf eine Aktivierung hin 

Defensine bilden (Masumoto et al. 2006, Kufer et al. 2006). Die Aktivierung von Pattern 

Recognition Rezeptoren führt zur Synthese verschiedener inflammatorischer Zytokine 

und Chemokine sowie in professionellen APZ zur Aktivierung und Expression 

kostimulatorischer Moleküle wie CD80 und CD86 (Greenwald et al. 2005).  

 

 

1.1.1.3 Zelluläre Komponenten 

 

Granulozyten 

Neutrophile Granulozyten sind wichtige Zellen der Erstantwort. Sie bilden mit etwa 

65% die größte Subpopulation der Granulozyten, zu denen auch Eosinophile und 

Basophile gezählt werden. Neutrophile Granulozyten werden über bestimmte Chemo-

kine, vor allem CXCL1, 2, 3, 4, 8, 12, Leukotriene (LTB4), Komplementspaltprodukte 

(C3a, C5a) und weitere Mediatoren an den Ort der Entzündung rekrutiert (Murphy et al. 

2008). Dort können sie Mikroorganismen entweder phagozytieren und lysosomal ab-

bauen oder die Erreger durch Exozytose der lysosomalen Granula im extrazellulären 

Umfeld vernichten. Da die Effektormechanismen wie lysosomale Enzyme, Chlor- und 

Sauerstoffradikale ungerichtet funktionieren, werden dabei auch Schäden an umlie-

genden gesunden Zellen und Geweben verursacht (Segal 2005, Dale et al. 2008).  

 

Makrophagen 

Makrophagen besitzen wichtige Funktionen im Rahmen des Abbaus von Mikroorga-

nismen und der Antigenpräsentation. Sie stellen – zusammen mit den DCs – ein Bin-

deglied zwischen angeborener und adaptiver Immunität dar. Makrophagen leiten sich 

von den Monozyten her, die nach Verlassen des Knochenmarks zunächst im Blut zir-

kulieren und anschließend in unterschiedlichen Geweben sesshaft werden. Werden 

Makrophagen mit Mikroorganismen konfrontiert, können sie diese z.B. mittels C-Typ 

Lektin-Rezeptoren, Komplementrezeptoren oder Fc-Rezeptoren binden, anschließend 

phagozytieren und lysosomal abbauen. Für einige Pathogene, z.B. Mycobacterium 

tuberculosis, ist die antibakterielle Kapazität ruhender Makrophagen unzureichend. 
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Erst nach Aktivierung durch TH1-Zellen sind sie in der Lage, diese Pathogene zu ver-

nichten (Kaufmann 2002). Durch die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen tragen 

Makrophagen zur Rekrutierung verschiedener Zellen zum Ort der Entzündung sowie 

zur Aktivierung dieser Zellen bei (Geissmann et al. 2010). Auf zirkulierenden humanen 

Monozyten ist CD38 exprimiert (Zilber et al. 2000). 

 

Dendritische Zellen 

Dendritische Zellen (DCs) sind darauf spezialisiert, Antigene zu prozessieren, anschlie-

ßend zu präsentieren und schließlich die adaptive Immunantwort einzuleiten. DCs fin-

den sich bevorzugt an Körperoberflächen, d.h. in der Epidermis der Haut oder in der 

Lamina propria der intestinalen Mukosa. Nach Antigenaufnahme und Prozessierung in 

Anwesenheit der erwähnten Danger-Signals wandern DCs in die drainierenden 

Lymphknoten. Dort aktivieren sie durch die Präsentation von Antigen und die gleich-

zeitige Expression von kostimulatorischen Molekülen naive T-Zellen. Durch die Sekre-

tion von Zytokinen wie z.B. IL-12 oder IL-23 sind sie auch an der Differenzierung von 

T-Zellen beteiligt. Dadurch sind DCs in der Lage, T-Zellantworten zu initiieren und zu 

polarisieren (Kapsenberg 2003, Steinman und Banchereau 2007, Varol et al. 2010).  

 

NK-Zellen 

NK-Zellen sind zytotoxische Lymphozyten; sie erkennen gestresste Zellen, aber auch 

solche, die sich durch eine fehlende MHC-I-Expression der Kontrolle durch 

CD8+ T-Zellen entziehen. Über Fc-Rezeptoren werden auch antikörpermarkierte Zellen 

erkannt. Die Erkennung von Körperzellen durch NK-Zellen kann dann zur Lyse der-

selben führen. NK-Zellen sind daneben wichtige Produzenten von Zytokinen wie z.B. 

von IFNγ (Orange und Ballas 2006).  

 

γδT-Zellen 

Diese T-Zellen besetzen eine Sonderstellung zwischen adaptivem und angeborenem 

Immunsystem. Im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen tragen diese Zellen einen 

alternativen T-Zellrezeptor (TZR), der aus einer γ- und δ-Kette besteht, und normaler-

weise keinen Korezeptor wie CD4 oder CD8. Eine Ausnahme sind sogenannte unkon-

ventionelle CD8+ T-Zellen, die in der Lamina propria der intestinalen Mukosa vorkom-

men und die den CD8αα-Korezeptor zusammen mit dem γδTZR tragen können. 

Weitere Rezeptoren der γδT-Zellen sind solche, die auch auf NK-Zellen exprimiert 

werden, wie z.B. NKG2D. Die Funktion von γδT-Zellen ist unklar. Sie erkennen vor 

allem konservierte Antigene von beschädigten oder stressexponierten Zellen. Disku-

tiert wird eine Immunsurveillance-Funktion im Rahmen einer frühen Immunantwort 

(Carding und Egan 2002, Bonneville et al. 2010).  
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1.1.1.4 Humorale Komponenten 

Wichtige humorale Komponenten des angeborenen Immunsystems sind Defensine, 

daneben auch das Komplementsystem und inflammatorische Zytokine. Defensine 

spielen eine wichtige Rolle im Rahmen der immunologischen Homöostase im Darm 

(Ramasundara et al. 2009). Man unterscheidet α-Defensine, die vor allem von Paneth-

Körnerzellen des Dünndarms synthetisiert werden, und β-Defensine, die von Epithel-

zellen und Plasmazellen im Kolonepithel gebildet werden. Defensine sind anionische 

Proteine, die an bakterielle Oberflächen binden und Bakterien töten. Sie begrenzen 

effektiv die Stimulierung und Aktivierung subepithelial gelegener, angeborener Im-

munmechanismen durch intestinale Bakterien. Defensine können die Freisetzung ver-

schiedener Zytokine wie IL-1 und TNFα stimulieren (Yang et al. 2002, Zasloff 2003).  

 

 

1.1.2 Das erworbene Immunsystem 

Die zentralen Komponenten des adaptiven Immunsystems sind T- und B-Zellen sowie 

Antikörper als lösliche Produkte der B-Zellen. T- und B-Zellen stammen wie alle Leu-

kozyten von hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark ab. Während 

B-Lymphozyten im Knochenmark zu naiven B-Zellen heranreifen, finden bei 

T-Lymphozyten die entscheidenden Reifungsschritte im Thymus statt. Hier kommt es 

zur somatischen Rekombination, in der die antigenerkennenden Bereiche der TZR-

Ketten durch die Kombination verschiedener Genfragmente hergestellt werden. Durch 

diese Kombination wird eine sehr hohe Diversität des TZRs erzielt. Um Autoreaktivität 

zu vermeiden, durchlaufen T-Zellen dann eine positive Selektion (Apoptose bei fehlen-

der Affinität zu eigenen MHC-Molekülen) und eine negative Selektion (Apoptose bei zu 

hoher Affinität zu Selbstantigen-MHC-Komplexen). Durch diese Schritte wird die 

zentrale Toleranz von T-Zellen erreicht. Prinzipiell sollten keine autoreaktiven Zellen 

den Thymus verlassen; man weiß allerdings, dass eine gewisse Anzahl autoreaktiver 

Zellen trotzdem in peripheren Immungeweben vorliegt. Hier greifen dann Mechanis-

men der peripheren Toleranz (Kap 1.1.2.3). Neben der Reifung von konventionellen 

T-Zellen, die entweder CD4-positiv oder CD8-positiv sind, entstehen im Thymus auch 

doppelt negative CD4-CD8- T-Zellen, die mehrheitlich den γδTZR tragen (Delves und 

Roitt 2000b, O’Brien et al. 2001). 

 

 

1.1.2.1 Subpopulationen und Funktionen von T-Effektorzellen 

Die Effektormechanismen der T-Zell-Subpopulationen sind vielfältig. CD8+ T-Zellen 

vermitteln in erster Linie direkte Zytotoxizität gegenüber Zielzellen, synthetisieren aber 

auch IFNγ und TNFα zur Aktivierung von Makrophagen sowie weitere Zytokine. Bei 
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CD4+ T-Zellen steht die Hilfsfunktion für andere Zellen wie Makrophagen oder B-Zellen 

im Vordergrund, aber auch diese Zellen besitzen z.T. zytotoxische Eigenschaften. 

CD4+ T-Zellen werden unter dem Begriff T-Helferzellen zusammengefasst (TH1, TH2, 

TH17). T-Zellen, die Immunreaktionen aktiv unterdrücken, werden unter dem Begriff 

regulatorische T-Zellen subsumiert (Treg, Tr1, TH3). Zu erwähnen sind außerdem die 

NKT-Zellen. Diese exprimieren neben T-Zell-Charakteristika wie dem TZR und CD3 

auch NK-Rezeptoren. NKT-Zellen zeigen vielfältige Funktionen im Rahmen angebore-

ner und adaptiver Immunantworten (Bendelac et al. 2007).  

 

Konventionelle CD8+ T-Zellen: Zytotoxische Zellen 

Zytotoxische Zellen zirkulieren durch sekundäre lymphatische Organe. Sie können 

aktiviert werden, wenn sie auf professionelle APZ treffen, die Antigene auf 

MHC-Rezeptoren präsentieren und gleichzeitig CD80/86 exprimieren. Aktivierte 

CD8+ T-Zellen proliferieren unter IL-2-Stimulation und können anschließend Effektor-

funktionen wahrnehmen. Findet die primäre Aktivierung in Abwesenheit kostimu-

latorischer Signale statt, z.B. durch eine nicht-professionelle APZ, führt dies zu einer 

Inaktivierung der CD8+ T-Zelle. Dieser Mechanismus verhindert die Aktivierung von 

potentiell autoreaktiven T-Zellen und dient dadurch der peripheren Toleranz. Zu den 

Effektormolekülen von CD8+ T-Zellen zählen Perforine, die Ca2+-abhängig zu einem 

Kanal in der Membran der Zielzelle polymerisieren, und Granzyme, die nach Eintritt in 

das Zytoplasma Prokaspasen aktivieren und die Apoptose auslösen. Ferner können 

CD8+ T-Zellen die Apoptose über CD95L (FAS-L) auslösen (Podack 1995).  

 

Unkonventionelle CD8+ T-Zellen: CD8αα T-Zellen 

In der intestinalen Mukosa kommen zahlreiche unkonventionelle T-Zellen vor. Diese 

Zellen bilden unter den intraepithelialen Lymphozyten (IEL) der Maus die größte 

Population. Sie sind durch die Expression des unkonventionellen CD8αα-Korezeptors 

charakterisiert. Diese CD8+ T-Zellen exprimieren entweder den αβTZR oder den γδTZR 

und binden nicht an MHC-I. Die Funktion der Zellen ist kaum verstanden, möglicher-

weise dienen sie der Akutantwort gegen Pathogene oder der Abwehr entarteter Zellen. 

Diskutiert wird eine pathophysiologische Rolle bei der glutensensitiven Enteropathie 

(Johansson-Lindbom und Agace 2007, Abadie et al. 2012).  

 

CD4+ T-Zellen 

Naive CD4+ T-Zellen rezirkulieren mittels CD62L und CCR7 durch sekundäre lympha-

tische Gewebe. Bei Erkennung des passenden Antigens auf einer professionellen APZ 

in Gegenwart kostimulatorischer Signale wird die TH-Zelle aktiv und proliferiert. Sie 
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zeigt initial einen TH0-Subtyp, der abhängig vom Zytokinmilieu unterschiedliche Diffe-

renzierungswege einschlagen kann (Abbas et al. 1996, Harrington et al. 2005).  

 

CD4+ TH1-Zellen 

Unter dem Einfluss von IL-12 und IL-18 differenzieren die TH0-Zellen zum TH1-Subtyp. 

Diese Differenzierung wird durch IL-4 und IL-10 gehemmt. TH1-Zellen haben eine 

wichtige Funktion bei der Immunantwort gegen intrazelluläre Pathogene. So verfügt 

z.B. Mycobacterium tuberculosis über Escape-Mechanismen, die den lysosomalen 

Abbau phagozytierter Bakterien effektiv verhindern. Nicht-aktivierte Makrophagen sind 

außerstande, diese Mykobakterien intrazellulär abzubauen. Als wichtige Effektor-

mechanismen exprimieren TH1-Zellen IFNγ, TNFα und CD154: Diese Moleküle wirken 

synergistisch bei der Aktivierung von Makrophagen, welche im hochaktivierten 

Zustand schließlich Mykobakterien abbauen können. Mittels Sekretion von IL-12 und 

IL-18 unterstützen Makrophagen und DCs wiederum die TH1-Differenzierung 

(Mosmann et al. 1986, Kaufmann 2002, Schneider et al. 2010).  

 

CD4+ TH2-Zellen 

TH2-Zellen dienen vor allem der Abwehr von Parasiten. Eine TH2-polarisierte Antwort 

wird durch Parasiten-Antigene und Allergene induziert. Auf Ebene der Zytokine wird 

die Differenzierung zu TH2-Zellen durch IL-4 induziert sowie durch IFNγ unterdrückt. 

TH2-Zellen stimulieren die Hämatopoese (mittels IL-3, „multi-CSF“), stimulieren 

B-Zellen zur Synthese von IgE und IgG1 (IL-4 und IL-13) und fördern eine Differen-

zierung der Eosinophilen (IL-5). Sie wirken hemmend auf die TH1-Differenzierung (IL-4) 

und hemmend auf die Synthese bestimmter inflammatorischer Zytokine und stimu-

lierend auf die Synthese muzinösen Schleimes (beides Effekte von IL-13). Zusammen-

gefasst induzieren die TH2-Zytokine antiparasitäre und IgE-vermittelte allergische Im-

munantworten (Coffman und Carty 1986, Couper et al. 2008, Paul und Zhu 2010).  

 

CD4+ TH17-Zellen 

Das TH1/TH2-Modell kann viele Phänomene der adaptiven Immunität wie Entzün-

dungen und Allergien erklären, hat sich aber für einige Mechanismen der Auto-

immunität und Immunpathologie als unzulänglich erwiesen. Kürzlich wurde mit den 

TH17-Zellen ein neuer TH-Subtyp charakterisiert, der zumindest für einen Teil der 

bisher nicht verstandenen Mechanismen verantwortlich ist. TH17-Zellen initiieren und 

verstärken die Abwehr extrazellulärer Pathogene, die durch eine TH1 oder TH2 polari-

sierte Immunantwort nicht beherrscht werden können. Wegen ihres proinflammato-

rischen Potenzials wird für TH17-Zellen sowie für die Zytokine IL-17A und IL-23 eine 
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Beteiligung an zahlreichen Immunpathologien diskutiert, so z.B. auch bei chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen (Maloy 2008, Ito et al. 2008, Weaver et al. 2007).  

 

Ein wichtiges Effektorzytokin von TH17-Zellen ist IL-17A, es induziert in Fibroblasten 

und Epithelzellen die Bildung von IL-6, CXCL2, CXCL8, G-CSF, GM-CSF und stimu-

liert somit Neubildung und Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten. Zusätzlich 

synthetisieren TH17-Zellen IL-17F, IL-22 und TNFα. IL-22 vereint pro- und antiinflamm-

atorische Eigenschaften; die wichtigsten bekannten Funktionen sind die Induktion 

mukosaler Wundheilung und die Aufrechterhaltung mukosaler Integrität. Dies 

geschieht insbesondere durch die Induktion von β-Defensinen in Epithelzellen (Ouyang 

und Valdez 2008, Bettelli et al. 2008, Aujla und Kolls 2009).  

 

Die Differenzierung von TH17-Zellen lässt sich wie folgt zusammenfassen: IL-6 und 

TGFβ induzieren initial die Entwicklung von der naiven CD4+ T-Zelle hin zum TH17-

Vorläufer. Die darauf folgende Expression von IL-21 und IL-21-Rezeptoren ermöglicht 

eine autokrine Verstärkungsschleife, die zur Induktion des Transkriptionsfaktors RORγt 

führt. Unter dessen Einfluss wird schließlich der IL-23-Rezeptor exprimiert und IL-23, 

sezerniert vor allem von DCs, kann anschließend die TH17-Linie zur vollen Differenzie-

rung bringen sowie die Differenzierung stabilisieren. Wie zwischen TH1- und TH2-Zellen 

besteht eine reziproke Beziehung zwischen diesen beiden TH-Subtypen auf der einen 

und den TH17-Zellen auf der anderen Seite: IFNγ, IL-4 und IL-12 hemmen jeweils die 

Differenzierung hin zum TH17-Phänotypen (McGeachy und Cua 2008, Manel et al. 

2008, Korn et al. 2009).  

 

Das zur Differenzierung der TH17-Zellen erforderliche Zytokin IL-23 ist ein Heterodimer 

und besteht aus den Untereinheiten p40 und p19. IL-12 ist ebenfalls ein Heterodimer 

und enthält neben der p35-Untereinheit ebenfalls die p40-Untereinheit. IL-23 und 

IL-12 greifen demnach auf eine identische Untereinheit zurück, bringen aber völlig 

unterschiedliche und antagonistische TH-Subtypen zur Differenzierung. Experimentelle 

Zugänge zur Bestimmung des Zytokins IL-23 müssen daher auf die spezifische 

p19-Untereinheit abzielen (Maloy und Kullberg 2008).  

 

 

1.1.2.2 Regulatorische T-Zellen 

Innerhalb der Lymphozyten existieren mehrere Subgruppen, die Immunreaktionen 

aktiv unterdrücken können. Von diesen sind die regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen) 

am besten bekannt. Treg-Zellen verhindern unangemessene angeborene oder adaptive 

Immunantworten. Sie sind formal eine Subpopulation der CD4+ T-Zellen und durch die 
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Expression von CD25 und des Transkriptionsfaktors Foxp3 charakterisiert (Sakaguchi 

et al. 1995, Hori et al. 2003, Feuerer et al. 2009, Josefowicz und Rudensky 2009).  

 

Treg-Zellen spielen bei der Gewährleistung von Selbsttoleranz eine nichtredundante 

Rolle. Sie verhindern eine durch autoimmune Prozesse oder überschießende Immun-

antworten gegen Pathogene ausgelöste Gewebeschädigung und tragen im Darm 

wesentlich zur immunologischen Homöostase bei (Barnes und Powrie 2009, Izcue et 

al. 2009). Ihr Fehlen oder ihre Fehlfunktion führt zu inadäquaten Immunantworten ge-

gen Selbst- und Fremdstrukturen, resultierend in Autoimmunerkrankungen, Allergie 

und Immunpathologie (Abb. 1). Treg-Zellen unterdrücken die Aktivierung, Proliferation 

und Effektorfunktion – vor allem die Zytokinsynthese – vieler Zellen des Immun-

systems, wie CD4+ und CD8+ T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen und APZ (Shevach 2009, 

Sakaguchi et al. 2010). Zusätzlich zu Treg-Zellen existieren weitere Foxp3-negative 

regulatorische T-Zellen, dazu gehören Tr1- und TH3-Zellen. Auf Treg-Zellen ist neben 

CD4 und CD25 auch CD38 in hohem Ausmaß exprimiert. Außerdem existiert eine 

CD8-positive Zellpopulation, die CD38 exprimiert und suppressive Aktivitäten zeigt 

(Patton et al. 2011, Bahri et al. 2012).  

 

 

1.1.2.3 Immunpathologie 

Mit dem gesamten Repertoire an Zellen und humoralen Effektoren stehen dem 

Immunsystem äußerst wirksame Mechanismen gegen unterschiedlichste Infektions-

erreger zur Verfügung, die allerdings auch körpereigene Zellen, Gewebe und Organe 

schädigen können (Kap. 1.1). Kollateralschäden durch Immunreaktionen können für 

den Gesamtorganismus gefährlicher sein als eine Infektion an sich; überschießende 

oder fehlgeleitete Immunreaktionen stellen daher eine ebenso ernste Bedrohung für 

den Organismus dar wie Pathogene selbst. Folglich sind immunregulatorische 

Mechanismen von ebenso lebensnotwendiger Bedeutung wie Abwehrmechanismen 

selbst (Sakaguchi et al. 2008, Littman und Rudensky 2010).  

 

Die Idee, dass das Immunsystem Reaktionen gegen Selbststrukturen zu vermeiden 

versucht, geht auf Paul Ehrlich zurück (Ehrlich und Morgenroth 1901, Josefowicz und 

Rudensky 2009). Eine regulatorische Strategie besteht darin, autoreaktive T-Zellen 

möglichst schon während der Entwicklung im Thymus auszusortieren (Zentrale Tole-

ranz). Es stehen aber auch verschiedene Mechanismen zur Verfügung, mit denen pe-

riphere Immunantworten, insbesondere auch T-Zellantworten, unterdrückt werden 

können (Periphere Toleranz). Hierzu zählen z.B. die begrenzte Bereitstellung von 

kostimulatorischen Molekülen, aber auch inhibierende Rezeptoren und die aktive 

Suppression durch regulatorische Zellen (Kap. 1.1.2.1). Auch die Hyporesponsivität 
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des Darmimmunsystems dient der Vermeidung von Immunpathologien. In der Darm-

mukosa existieren Mechanismen, die eine Immunantwort gegen Fremdantigene der 

Nahrungsmittel oder gegen harmlose Kommensalen, mit denen das Immunsystem 

permanent konfrontiert ist, unterdrücken. Dies wird durch diverse Regulations-

mechanismen realisiert. In diesem Zusammenhang wird auch eine regulatorische Rolle 

für extrazelluläre Nukleotide wie NAD+ und ATP diskutiert (Junger 2011, Adriouch et 

al. 2012).  

 

 

1.1.3 Mukosale Immunität 

 

1.1.3.1 Spezielle Anforderungen an das intestinale Immunsystem  

Der Darm enthält eine Vielzahl an Bakterien, die etwa 1000 verschiedenen Spezies 

zugeordnet werden können und im Kolon eine Dichte von 1012 Mikroorganismen pro 

Milliliter erreichen. Ihre Gesamtheit wird als das intestinale Mikrobiom bezeichnet. Mit 

diesen apathogenen Mikroorganismen wird der Darm bereits kurz nach Geburt besie-

delt (Savage 1977, Honda und Takeda 2009). Die Interaktion zwischen Mikrobiom und 

Wirtsorganismus kann für beide Organismen profitabel sein (Symbiose), sie kann ohne 

beiderseitige Vorteile sein (Kommensalen) oder zu Lasten des Wirtsorganismus gehen 

(Pathogene und Parasiten). Allgemein profitieren die Bakterien von der stabilen, ener-

gie- und nährstoffreichen Umgebung. Die Symbionten beteiligen sich mit Enzymen, 

die dem menschlichen Organismus fehlen, am Verdau der Nahrung. Außerdem liefern 

sie mit ihren Stoffwechselprodukten für den Wirtsorganismus essentielle Moleküle wie 

z.B. kurzkettige Fettsäuren oder Vitamine (Bäckhed et al. 2005, Macpherson und 

Harris 2004).  

 

Die lebenswichtige Aufgabe des Darmes ist an ein funktionierendes Darmepithel 

gebunden. Diese Resorptionsfläche bildet eine sehr große Grenzfläche des Körpers 

mit der Außenwelt und hat unmittelbaren Kontakt zu dem Mikrobiom und zahlreichen 

Nahrungsantigenen. Eine Immunantwort gegen diese große Anzahl von Antigenen 

hätte schwerste Entzündungen und einen Zusammenbruch der Resorptionsfähigkeit 

des Epithels zur Folge. Die Herausforderung für das intestinale Immunsystem besteht 

darin, pathogene Mikroorganismen und deren Toxine abzuwehren, gleichzeitig aber 

symbiotische Mikroorganismen und Nahrungsantigene zu tolerieren. Zu schwache 

Immunantworten führen zur Einwanderung von Bakterien und zur Infektion des Darm-

gewebes, überschießende Immunreaktionen führen zur Immunpathologie mit kollate-

raler Gewebezerstörung, was in der Pathophysiologie chronisch-entzündlicher 

Darmerkrankungen eine Rolle spielt (Abb. 1, Hooper und Gordon 2001, MacDonald 

und Monteleone 2005, Friedman und Blumberg 2012). 
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1.1.3.2 Mukosale Toleranz und Hyporesponsivität 

Eine Voraussetzung der mukosalen Toleranz ist zum Ersten die strikte Trennung von 

Bakterien und Pattern Recognition Rezeptoren der Lamina propria. Dazu dienen die 

muköse Schleimschicht mit Muzinproteinen, IgA und Defensinen auf dem Epithel, so-

wie die dichten Schlussleisten des Epithels selbst (Johansen et al. 1999, Duerkop et 

al. 2009). Weiterhin sind die PRR so angeordnet, dass sie von Kommensalen isoliert 

sind, solange sich diese physiologisch im Lumen befinden. TLR5 wird von den 

Epithelzellen basolateral exprimiert, NOD1 befindet sich intrazellulär und die PRR pha-

gozytierender Zellen befinden sich in der Lamina propria, die zusätzlich zur Schleim-

schicht und den epithelialen Schlussleisten noch durch eine Basalmembran abge-

schirmt ist. Zum Zweiten besitzt das Darmimmunsystem besondere regulatorische 

Mechanismen, so dass eine Reaktion gegenüber Antigenen nur abgeschwächt erfolgt. 

Zahlreiche Mechanismen wurden beschrieben, die die Signaltransduktion von TLR-

Rezeptoren auf Zellen im Darm drosseln. Ein Beispiel ist der NFκB-Antagonist A20, 

der in Darmzellen verstärkt exprimiert wird (Lee et al. 2000, Masumoto et al. 2006). 

Polymorphismen von A20, wie auch von NOD2, IL-23R oder IL-10, sowie Funktions-

störungen der intestinalen Barriere sind neben der intestinalen Flora wichtige Ein-

flussfaktoren bei der Entstehung chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen (Xavier 

und Podolsky 2007, Abraham und Cho 2009, Kaser et al. 2010). Auch CD38 könnte in 

diesem Zusammenhang eine regulatorische Funktion ausüben.  

 

 

1.1.3.3 Anatomie und Histologie des intestinalen Immunsystems 

Das intestinale Epithel im Dünndarm der Maus enthält eine große Anzahl von Lympho-

zyten, die zu 80% CD8+ T-Zellen sind. Diese lassen sich hauptsächlich drei Subgrup-

pen zuordnen: Konventionelle zytotoxische T-Zellen mit dem CD8αβ- Korezeptor und 

unkonventionelle mit dem CD8αα Korezeptor. Letztere tragen etwa zur Hälfte entwe-

der den αβ- und den γδTZR. Daneben kommen γδT-Zellen ohne Korezeptor vor 

(Cheroutre 2004). Rund 20% der intraepithelialen Lymphozyten sind CD4+ T-Zellen.  

 

In der Lamina propria dagegen sind über zwei Drittel aller Lymphozyten CD4+ T-Zellen. 

Weiterhin finden sich hier Makrophagen, DCs, Plasmazellen und Mastzellen. In die 

Mukosa sind organisierte lymphatische Strukturen eingebettet, die zusammengefasst 

als Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (MALT) bezeichnet werden. Solche 

MALT-Strukturen sind z.B. isolierte Follikel (Solitärfollikel) oder Peyersche Plaques 

(PP, Abb. 2). Peyersche Plaques sind Aggregate vieler Solitärfollikel, die sich unter 

einem Domareal befinden. Hier gelangen Antigene mittels M-Zell-vermittelter 

Transzytose in das Gewebe der Lamina propria (Jang et al. 2004). Sowohl Peyersche 
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Plaques als auch Solitärfollikel besitzen B-Zell-Keimzentren, aber nur Peyersche 

Plaques beinhalten T-Zell-Regionen und hochendotheliale Venolen. Für die Funktion 

der Solitärfollikel wird eine T-Zell-unabhängige B-Zellaktivierung diskutiert. 

 

 

Abb. 2: Aufbau des intestinalen Immunsystems 

Intraepitheliale Lymphozyten (IEL) sind zu 80% CD8+ T-Zellen, Lymphozyten der Lamina 

propria sind zu zwei Dritteln CD4+ T-Zellen. In den mesenterialen Lymphknoten findet die Prä-

gung der Lymphozyten v.a. durch CD103+ DCs statt. Abbildung modifiziert aus Eberl (2005). 

 

 

Aus Zotten, Solitärfollikeln und PPs führen afferente Lymphgefäße in die mesenterialen 

Lymphknoten, in denen APZ, vor allem CD103+ DCs den T-Zellen ihre Antigene prä-

sentieren. Während der T-Zellaktivierung in den mesenterialen Lymphknoten wird 

sichergestellt, dass die hier aktivierten Lymphozyten nach Verlassen dieser Lymph-

knoten in die Mukosa des Darms einwandern, in der das Antigen detektiert wurde 

(Iwasaki 2007). Die intestinale Mukosa beherbergt weiterhin eine große Anzahl regu-

latorischer und IL-10-synthetisierender Lymphozyten (Uhlig et al. 2006, Kamanaka et 

al. 2006, Maynard und Weaver 2009). 
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Die gewebespezifische Prägung von Lymphozyten erfolgt in mesenterialen Lymph-

knoten unter Einfluss von Retinoat. Dieses Vitamin-A-Derivat entsteht durch Oxidation 

des Aldehyds Retinal durch die Retinal-Dehydrogenase (Duester 2000). Intestinale 

DCs weisen ein hohes Expressionslevel dieses Enzymes auf. Die DCs synthetisieren 

daher in großem Umfang Retinoat und stellen dieses, neben den klassischen Liganden 

und Zytokinen zur T-Zell-Aktivierung, bei der Prägung naiver T-Zellen bereit (Abb. 3). 

 

 

Abb. 3: CD38 als Teil des intestinalen Expressionsmusters 

Schematische Darstellung der Prägung einer CD4+ T-Zelle. A: Naive CD4+ T-Zellen exprimieren 

u.a. CCR7 und L-Selektin, womit sie in Lymphknoten gelangen. B: CD103+ DCs in den 

mesenterialen Lymphknoten bilden Retinoat. Dieses induziert bei der Aktivierung der T-Zelle 

die Expression von Rezeptoren, die für die Funktion im Darm wichtig sind. C: Dazu gehören 

neben dem Chemokinrezeptor CCR9 und dem Integrin α4β7 auch NAD+-metabolisierende 

Enzyme wie CD38, ART2 und P2X7. Symbole wurden z.T. übernommen von 

Murphy et al. (2008). 

 

 

Retinoat induziert in den naiven T-Zellen die Expression des α4β7-Integrins und des 

Chemokinrezeptors CCR9. Der Ligand des α4β7-Integrins ist das Adressin MAdCAM1, 

welches sich auf den Kapillaren der intestinalen Mukosa befindet (Lefrançois und 
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Puddington 2006). CCL25 ist ein darmspezifisches, homöostatisches Chemokin, wel-

ches über CCR9 reife Lymphozyten in die intestinale Mukosa rekrutiert. α4β7-Integrin 

und CCR9 sind Teil eines darmspezifischen Expressionsprofils; sie ermöglichen eine 

an das Zielgewebe angepasste Funktion (Iwata et al. 2004). Zu diesem Expressions-

profil gehören auch die nukleotidmetabolisierenden Enzyme (Abb. 3 C).  

 

 

1.2 Struktur und Funktion der Glykohydrolase CD38 

 

1.2.1 Struktur von CD38  

CD38 ist der Hauptvertreter einer Enzymfamilie, die NAD+ spaltet. Diese Enzyme sind 

entwicklungsgeschichtlich von Weichtieren wie der Meeresschnecke Aplysia 

californica bis zum Wirbeltierorganismus hochkonserviert (States et al. 1992). Sie un-

terscheiden sich von anderen NAD+-spaltenden Enzymen durch die Fähigkeit, den 

Metaboliten cyclo-ADP-Ribose (cARPR) herzustellen. cADPR und weitere NAD+-

Metabolite fungieren als Ca2+-mobilisierende Second Messenger (Howard et al. 1993, 

De Flora et al. 2004, Lund 2006). Neben den NAD+-Metaboliten besitzt auch das Sub-

strat NAD+ selbst Signalfunktionen, so dass der CD38-vermittelte Abbau von NAD+ 

mehrere Signalwege beeinflusst (Deaglio und Robson 2011). Neben der Rolle als 

NAD+-Glykohydrolase hat CD38 auch nichtenzymatische Funktionen als membran-

ständiger Rezeptor (Deaglio et al. 2001).  

 

CD38 ist ein Typ II Transmembranprotein von 45 kDa Größe. Es besitzt eine kurze 

N-terminale intrazelluläre Domäne, eine Transmembrandomäne und eine lange extra-

zelluläre Domäne, die an vier Stellen N-glycosyliert ist und in der sich das aktive 

Zentrum befindet (Abb. 4, Lund et al. 1998, Liu et al. 2005). CD38 existiert auch in 

anderer Membranorientierung, als Typ III Transmembranprotein mit zytoplasmatischer 

Enzymaktivität (Zhao et al. 2012).  
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Abb. 4: Proteinstruktur der Glykohydrolase CD38 

Dargestellt ist die extrazelluläre Domäne des humanen CD38-Moleküls. A: Vereinfachte Car-

toon-Darstellung, Veranschaulichung der Struktur durch den Farbverlauf vom N- (blau) zum 

C-Terminus (rot). B und C: Darstellung der NAD+-Bindungsstellen (magenta) und Glycosy-

lierungsstellen (blau) als Cartoon- und Oberflächendarstellung. Die Abbildungen wurden mit 

PyMOL auf Basis der Strukturdaten von Liu et al. (2005) erstellt. 

 

 

CD38 ist auf B-Zellen hoch exprimiert. Die meisten T-Zellpopulationen hingegen zei-

gen eine deutlich schwächere Expression von CD38. Auf Lymphozyten ist CD38 

meistens in Lipid Rafts integriert. Neben Lymphozyten können auch myeloide Zellen 

CD38 exprimieren, darunter insbesondere Makrophagen und Granulozyten (Tab. 1, 

Cockayne et al. 1998, Malavasi et al. 2008).  

 

 

1.2.2 Reaktion von CD38 als ADP-Ribosylcyclase 

CD38 kann NAD+ zu verschiedenen Produkten umsetzen. Den Reaktionen ist gemein-

sam, dass zunächst der Nikotinsäurerest vom NAD+ abgespalten wird. Das Produkt 

ADP-Ribose (ADPR, Abb. 6) bildet den größten Anteil der durch CD38 synthetisierten 

NAD+-Metabolite. Weiterhin kann das freie C5-Atom der Ribose mit dem N1-Atom des 

Puringerüsts N-glykosidisch zum Produkt cADPR verbunden werden (Abb. 5). Da 

CD38 auch eine cADPR-Hydrolaseaktivität besitzt, kann es cADPR zu ADPR spalten. 

Der größte Anteil der ADPR entsteht allerdings direkt, ohne den Umweg über cADPR 

(Berthelier et al. 1998, Lee et al. 1999).  
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                         NAD+     cADP-Ribose (cADPR) 

Abb. 5: Abbau von NAD+ durch CD38 zu cADP-Ribose 

Dargestellt ist die CD38-katalysierte Spaltung von NAD+ zu cADP-Ribose und einer 

Nikotinsäureamidgruppe. Abbildung modifiziert aus Löffler (2003). 

 

 

Unter sauren Reaktionsbedingungen kann vom NAD+-Molekül die Amidgruppe von der 

Nikotinsäureamidgruppe abgespalten werden, dabei entsteht Nikotinsäure-Adenin-

dinukleotid-Phosphat (NAADP+, Abb. 6). Sämtliche Produkte sind potente Ca2+-mobili-

sierende Second Messenger (Lund 2006). cADPR ist ein Ligand des Ryanodinrezep-

tors und löst einen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration aus (Guse 1999, Lee 

2001).  

 

  
 

  ADP-Ribose 

  (ADPR) 

Nikotinsäure-Adenindinukleotid-Phosphat 

(NAADP+) 

Abb. 6: NAD+-Spaltprodukte ADPR und NAADP+ 

ADP-Ribose ist anteilsmäßig das Hauptprodukt der NAD+-Spaltung. In Abhängigkeit von den 

Reaktionsbedingungen kann auch NAADP+ entstehen. Abbildung modifiziert aus Löffler (2003). 

CD38 
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ADPR vermittelt den Ca2+-Einstrom durch Aktivierung des membranständigen TRPM2-

Kanals. Hohe intrazelluläre Ca2+-Konzentrationen verstärken diese Funktion der ADPR, 

so dass cADPR als Ca2+-Mobilisator eine Kofunktion für die Aktivierung des TRPM2-

Kanals durch ADPR besitzt. Diese Aktivierung des TRPM2-Kanals ist unabhängig von 

klassischen, Ca2+-mobilisierenden Second Messengern wie Inositoltriphosphat (IP3, 

Lee et al. 1999, Clapham 2007).  

 

Da die Rezeptoren der extrazellulär gebildeten NAD+-Metabolite intrazellulär liegen, 

müssen diese die Zellmembran durchqueren. Dieser Vorgang konnte mittels bromier-

ter NAD+-Derivate nachgewiesen werden, die von CD38 in bromierte cADPR umge-

setzt wurden und intrazellulär die cADPR-Bindungsstellen kompetitiv hemmten. Der 

genaue Mechanismus der Aufnahme von Nukleotiden ist allerdings unklar. Diskutiert 

wird der Transport durch phosphorylierte Connexin 43-Hemikanäle und durch CD38-

Dimere, was zumindest für Fibroblasten experimentell nachgewiesen werden konnte 

(De Flora et al. 1997, De Flora et al. 2000). Kürzlich konnte gezeigt werden, dass CD38 

auch als Typ III Transmembranprotein mit zytoplasmatischer Enzymaktivität existiert, 

und dass CD38 möglicherweise die Konformation wechseln kann. Ob und inwieweit 

dies zur Generierung intrazellulärer NAD+-Metabolite und zum Ca2+-Signaling beiträgt 

ist allerdings unklar (Bruzzone et al. 2001, Zhao et al. 2012).  

 

Neben CD38 existiert mit CD157 eine weitere NAD+-Glykohydrolase. Sie ist ein 

GPI-verankertes Ektoenzym (GPI: Glycosylphosphatidylinositol, Hirata et al. 1994, 

Deaglio und Malavasi 2006). Die Expression erfolgt vor allem während der B-Zell-

Ontogenese im Knochenmark, daher stammt auch der Name „bone marrow stromal 

cell surface molecule“ oder BST-1 (Ishihara und Hirano 2000). 

 

 

1.2.3 Funktionen von CD38  

 

1.2.3.1 CD38 als B-Zell-Oberflächenmolekül und Korezeptor  

CD38 ist mit dem B-Zell-Rezeptorkomplex assoziiert. Im klinischen Kontext dient 

CD38 der Klassifikation Chronisch Lymphatischer Leukämien. Hohe CD38-Expres-

sionen gehen mit schnellerer Progression einher, was u.a. auf eine funktionelle Inter-

aktion mit der Kinase ZAP-70 zurückzuführen ist. Über den CD38-ZAP-70-Weg wer-

den proliferative und antiapoptotische Effekte vermittelt (Deaglio et al. 2006, Malavasi 

et al. 2011). Eine Kreuzvernetzung von mehreren CD38-Molekülen oder von CD38 mit 

dem B-Zell-Rezeptor führt zur Proliferation naiver B-Zellen. Diese Funktion als B-Zell-

Korezeptor ist unabhängig von der enzymatischen CD38-Funktion (Lund et al. 1996, 

Schuber und Lund 2004). CD38-/- Tiere zeigen abgeschwächte humorale Immunant-
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worten. Dies wird aber insbesondere auf die in CD38-/- Tieren beeinträchtigte Migra-

tion von DCs in sekundäre lymphatische Organe zurückgeführt (Höpken und Lipp 

2004). Durch eine verminderte T-Zellaktivierung ist auch die T-Zellhilfe für B-Zellen 

eingeschränkt (Lund et al. 1995, Cockayne et al. 1998). CD38 besitzt auch nicht-

enzymatische Funktionen. U.a. interagiert CD38 mit dem endothelialen Rezeptor 

CD31; dieser besitzt eine wichtige Funktion bei der Transmigration von Leukozyten 

(Horenstein et al. 1998, Mamdouh et al. 2003). Darüber hinaus gibt es Hinweise für 

bestimmte CD38-Funktionen im Rahmen endokriner Regelkreise (Jin et al. 2007). 

 

 

1.2.3.2 CD38 und der Metabolit cADPR 

Der CD38-Metabolit cADPR ist von großer Bedeutung für die Signaltransduktion von 

Chemokinrezeptoren und die Migration von Leukozyten. Chemokinrezeptoren sind 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die mit Second-Messenger-Systemen assoziiert 

sind. Einer dieser Signaltransduktionswege führt über eine Aktivierung der Phospholi-

pase C (PLC) zur Freisetzung von IP3, welches ionotrope IP3-Rezeptoren des Endo-

plasmatischen Retikulums öffnet und damit einen Ca2+-Einstrom in das Zytoplasma 

auslöst (Berridge 1993). Dieses Ca2+-Signal kann durch NAD+-Metabolite unterstützt 

und verstärkt werden.  

 

Für die Signaltransduktion bestimmter Chemokinrezeptoren sind NAD+-Metabolite 

unentbehrlich. Dies trifft u.a. für die Rezeptoren CCR1, CCR2, CCR5, CCR7 und 

CXCR4 zu (Murdoch und Finn 2000). Weiterhin sind die Pattern Recognition Rezep-

toren FPR1 und FPR2 (Formyl Peptid Rezeptor 1 und 2) von diesen Metaboliten ab-

hängig. Eine verminderte Signaltransduktion der Rezeptoren für CCL19, CCL21 und 

CXCL12 führt zu einer reduzierten Einwanderung von DCs in Lymphknoten. Die Folge 

ist eine verminderte Aktivierung von naiven T-Zellen und eine abgeschwächte humo-

rale und zelluläre Immunantwort (Partida-Sánchez et al. 2004, Partida-Sánchez et al. 

2007). In erster Linie auf diese CD38-Funktion für Chemotaxis sind die Beobachtun-

gen zurückzuführen, dass CD38-/- Mäuse nur eingeschränkt in der Lage sind, Immun-

antworten gegen eine Vielzahl von Pathogenen wie Streptokokken, Mykobakterien 

oder pathogene Amöben einzuleiten (Partida-Sánchez et al. 2001, Viegas et al. 2007, 

Estrada-Figueroa et al. 2011). 

 

CD38 und seine Metabolite spielen auch in nicht-hämatopoetischen Zellen eine wich-

tige Rolle als Ca2+-Mobilisatoren. Weitere CD38-abhängige physiologische Funktionen 

sind z.B. die Auslösung des Ca2+-Signals in glatten Muskelzellen der Atemwege, 

möglicherweise auch in pankreatischen β-Zellen (Deshpande et al. 2004, Johnson et 

al. 2006).  
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1.2.3.3 CD38 und ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) 

In der Funktion als NAD+-Glykohydrolase konkurriert CD38 mit anderen NAD+-meta-

bolisierenden Enzymen um das Substrat (Abb. 7). Zu diesen Enzymen gehört eine 

Familie von mono-ADP-Ribosyltransferasen (ARTs). Diese kommen in membran-

gebundener und löslicher Form vor. Lösliche ARTs ähneln in ihrer Proteinstruktur und 

in den von ihnen katalysierten Reaktionen bestimmten prokaryotischen Toxinen. So ist 

z.B. das von Corynebacterium dipthteriae synthetisierte Diphtherietoxin eine prokary-

otische ART. Eukaryotische ARTs sind häufig GPI-verankerte Ektoenzyme (Althaus 

und Richter 1987, Madshus und Stenmark 1992, Koch-Nolte et al. 1996). Das Genom 

der Maus beinhaltet sechs Mitglieder dieser Enzymfamilie, ART1 bis ART5. Von ART2 

existieren die Formen ART2.1 und ART2.2 (Glowacki et al. 2002). Im Gegensatz zu 

CD38 entstehen in ART-katalysierten Reaktionen keine löslichen Metabolite, vom 

Nikotinsäureamidrest abgesehen. ARTs katalysieren die kovalente Bindung der ADP-

Ribose v.a. an Argininreste verschiedener Membranproteine (Koch-Nolte et al. 2006).  

 

 

 

Abb 7: Interaktion von CD38 und ART2 im extrazellulären NAD+-Stoffwechsel 

CD38 und ART2 konkurrieren um das Substrat NAD+. 

 

 

ART2.1 wird vorwiegend auf aktivierten Makrophagen und DCs exprimiert, während 

ART2.2 insbesondere auf naiven T-Zellen, auf regulatorischen T-Zellen und weiteren 

T-Zellpopuplationen vorkommt (Tab. 1). Auf aktivierten T-Zellen wird ART2.2 durch 

Proteasen abgespalten (Wang et al. 1997, Koch-Nolte et al. 1999, Kahl et al. 2000, 

Aswad et al. 2005). ART2.2 ribosyliert zahlreiche Oberflächenproteine, die für die Akti-

vierung, Funktion und Migration von T-Zellen eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehö-

ren unter anderem CD8, CD45, die Adhäsionsmoleküle LFA-1 und CD44 sowie der 

Kationenkanal und Purinrezeptor P2X7 (Nemoto et al. 1996, Okamoto et al. 1998). Die 

ADP-Ribosylierung kann Eigenschaften von Zielproteinen verändern. Konsequenzen 

können eine funktionelle Inaktivierung sein, wie z.B. im Fall von CD44 und LFA-1, oder 

eine Aktivierung wie im Fall des Purinrezeptors P2X7. Die Aktivierung dieses Rezep-

tors hat weitreichende Auswirkungen auf die Zellfunktion (Abb. 8, Seman et al. 2004, 

Salmi und Jalkanen 2005, Schwarz et al. 2009).  
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Der Purinrezeptor P2X7 gehört zur Familie der P2X-Rezeptoren; dies sind unselektive 

Kationenkanäle in der Zellmamembran. Es existieren sieben Unterformen von P2X1 

bis P2X7. Sie werden in den meisten Geweben von Wirbeltieren exprimiert (Tab. 1, 

Di Virgilio et al. 1998, North 2002). Wird der Ionenkanal P2X7 auf T-Zellen ADP-ribosy-

liert, führt dies zunächst zur Öffnung und zu einem Na+- und Ca2+-Einstrom sowie 

einem K+-Ausstrom. Weitere Folgen sind die Abspaltung von CD62L, die Exposition 

von Phosphatidylserin auf der Außenseite der Zellmembran sowie die Ausbildung 

großer Membranporen vermutlich durch das Membranprotein Pannexin-1 (Pelegrin 

und Surprenant 2006, Scheuplein et al. 2009). Diese Ereignisse münden schließlich in 

die Apoptose der Zelle (Abb. 8, Schwarz 2009).  

 

 
 

Abb 8: Interaktion von CD38 und ART2 mit Auswirkungen auf Zellfunktionen 

Ein extrazellulärer NAD+-Anstieg kann durch Entzündung, Zellstress etc. ausgelöst werden. Die 

Folge ist eine ART2-abhängige ADP-Ribosylierung von Membranproteinen sowie die vermehrte 

Synthese intrazellulärer Ca2+-mobilisierender Agonisten. Die ADP-Ribosylierung von P2X7 führt 

zu Apoptose, die intrazellulären NAD+-Metabolite ermöglichen dagegen Chemotaxis und 

Zellmigration. PS (hier): Phosphatidylserin, LFA: Lymphocyte Function-associated Antigen. 

Abbildung angelehnt an Salmi und Jakanen (2005).  

 

 

Durch diesen Prozess kann extrazelluläres NAD+ über ART2 und P2X7 die Apoptose 

von T-Zellen auslösen (Nucleotide Induced Cell Death bzw. NICD, Adriouch et al. 

2001, Seman et al. 2003, Kawamura et al. 2005). Bei Makrophagen hingegen kann die 

Aktivierung von P2X7 eine Aktivierung der Caspase 1 bewirken, was eine Spaltung 
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von Pro-IL-1β zum proinflammatorischem IL-1β sowie die Freisetzung von IL-1β zur 

Folge hat (Ferrari et al. 2006, Hong et al. 2009).  

 

Auf vielen Immunzellen der Maus sind ART und P2X7 koexprimiert (Tab. 1). Diese 

Koexpression führt zum Erwerb eines speziellen Regulationsmechanismus. CD38 

begrenzt die extrazelluläre NAD+-Konzentration und limitiert somit auch die ART-

vermittelte ADP-Ribosylierung. Da die ADP-Ribosylierung zur Apoptose führen kann, 

ist CD38 möglicherweise in der Lage, in die Regulation der Apoptose von T-Zellen und 

damit in T-Zell-Antworten einzugreifen (Krebs et al. 2005). 

 

Tab. 1: Expression von CD38, ART2 und P2X7 

Dargestellt ist die Expression in der Maus. Die Expression im Menschen ist nicht identisch,  

z.B. ist ART2 ist beim Menschen ein Pseudogen und wird nicht exprimiert.  

 

CD38  ART2  P2X7 
     

− hoch exprimiert auf  

B-Zellen 

− gering exprimiert auf  

T-Zellen, NK-Zellen, 

Makrophagen, DCs,  

Granulozyten 

 

(Cockayne et al. 1998, 

Malavasi et al. 2008) 

 ART2.1 

− auf Makrophagen (nur 

BALB/c-Mäuse) 

 

ART2.2 

− auf naiven T-Zellen 

− hoch exprimiert auf 

CD8 T-Zellen 

 

(Kanaitsuka et al. 1997, 

Koch-Nolte et al. 1999, 

Glowacki et al. 2002) 

 − in nahezu allen Ge-

weben von Wirbeltieren 

exprimiert 

− hoch exprimiert auf 

Lymphozyten, beson-

ders CD8αβ und 

CD8αα T-Zellen  

 

(North 2002, Heiss et al. 

2008) 

     

 

NAD+ kann neben CD38 und CD157 auch durch andere Enzyme wie die Ekto-Nukleo-

tidpyrophosphatase/phosphodiesterase CD203 abgebaut werden. Dabei entsteht 

AMP, welches seinerseits durch CD73 zu Adenosin gespalten wird. AMP und Adeno-

sin besitzen ebenfalls Signalfunktionen für das Immunsystem: So kann z.B. Adenosin 

die Funktion von T-Effektorzellen hemmen. Somit erscheinen die parakrinen Signal-

funktionen von NAD+ als vielschichtige Mechanismen, die durch Kooperation zahl-

reicher extrazellulärer nukleotidmetabolisierender Enzyme realisiert werden (Stefan et 

al. 2005, Deaglio et al. 2007, Haskó et al. 2008, Deaglio und Robson 2011).  
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1.3 Nukleotide in der Immunregulation 

 

1.3.1 ADP-Ribosylierung: Vorraussetzungen und Zielzellen 

Die extrazelluläre NAD+-Konzentration ist unter homöostatischen Bedingungen relativ 

niedrig. Da sich die Enzyme CD38 und ART2 ebenfalls extrazellulär befinden, ist die 

Verfügbarkeit des Substrates NAD+ entscheidend für ihre biologische Bedeutung 

(Seman et al. 2004). Der Großteil des NAD+ befindet sich unter physiologischen 

Bedingungen im Zytoplasma und in den Mitochondrien. Die Plasmakonzentration von 

NAD+ beträgt in Säugetieren etwa 0,25 µM, die intrazelluläre Konzentration wird mit 

60 - 100 µM angegeben (O'Reilly und Niven 2003, Adriouch et al. 2007, Koch-Nolte et 

al. 2011). Im Rahmen von Zellschädigung oder Entzündungsvorgängen kann NAD+ 

freigesetzt werden. Zellschäden, z.B. in Folge von Ischämie, oxidativem Stress oder 

Entzündungen, können zu erhöhter Permeabilität der Zellmembran für Nukleotide 

führen. Dies geschieht entweder durch Connexine, deren Permeabilität durch 

Zellstress ansteigt, oder durch Desintegration der Zellmembran bei nekrotischen 

Vorgängen (Bruzzone et al. 2001, Koch-Nolte et al. 2011). Ein extrazellulärer NAD+-

Konzentrationsanstieg kann dem Immunsystem Hinweise auf Zellstress oder 

Gewebeschädigung geben, extrazelluläres NAD+ kann daher als Alarmin interpretiert 

werden (La Sala et al. 2003, Haag et al. 2007). Über die ART2- und P2X7-vermittelte 

Apoptose können extrazelluläre Nukleotide selektiv die Apoptose von T-Zellen 

auslösen. Dieser Vorgang wird von CD38 durch NAD+-Abbau funktionell antagonisiert.  

 

Insbesondere Zellen, die ART2.2 und P2X7 in hohem Maße exprimieren, sind 

empfindlich für den NICD. Dazu gehören Treg-Zellen, NKT-Zellen und naive T-Zellen. 

Aktivierte T-Zellen spalten ART2.2 von der Oberfläche ab und sind resistent 

gegenüber extrazellulären Nukleotiden (Kahl et al. 2000). 

 

 

1.3.2 Dynamik NAD+-regulierter Immunantworten 

Im Darm sind ruhende T-Effektorzellen aufgrund des Expressionsprofils empfindlich 

gegenüber NAD+ (Adriouch et al. 2001, Haag et al. 2002). T-Effektorzellen der Darm-

mukosa werden mit Immunpathologien in Verbindung gebracht (Maynard und Weaver 

2009). Es besteht die Möglichkeit, dass autoreaktive T-Zellen oder solche T-Zellen, die 

präsentierte Nahrungsantigene oder Bestandteile der Darmflora erkennen, aktiviert 

werden. Durch ein lokales Zytokinmilieu könnten außerdem Lymphozyten mit subop-

timaler TZR-Affinität Aktivierung erfahren. Diese Zellen tragen nicht zur Abwehrleistung 

bei, sind aber möglicherweise an immunpathologischen Prozessen beteiligt (Haag et 

al. 2007). Aufgrund der hohen Empfindlichkeit naiver T-Zellen gegenüber NAD+ ergäbe 
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sich durch den NICD eine Möglichkeit, Immunpathologien zu begrenzen. Durch NAD+-

Abbau hätte CD38 in diesem Kontext eine proinflammatorische Rolle. 

 

Treg-Zellen sind aufgrund ihres Expressionsprofils, welches auch ART2 und P2X7 um-

fasst, empfindlich gegenüber NICD (Aswad et al. 2005). Durch die Abschaltung antiin-

flammatorischer Treg-Zellen stellt der NICD hier einen proinflammatorischen Vorgang 

dar. CD38 schützt Treg-Zellen vor der Apoptose und erhält deren immunsuppressive 

Aktivitäten (Pandiyan et al. 2007). Diese Schutzfunktion für Treg-Zellen könnte erklären, 

dass manche Autoimmunerkrankungen in CD38-/- Tieren schwerer als in WT-Tieren 

verlaufen. Bei lpr/lpr-Mäusen, die eine FAS-Mutation tragen, wurden in CD38-/- Tieren 

eine beschleunigte Entwicklung und schwerere Verläufe einer Lupus-ähnlichen 

Erkrankung beobachtet. Die antiinflammatorische CD38-Teilfunktion würde auch er-

klären, warum CD38-/- Tiere auf dem suszeptiblen Maushintergrund NOD schneller 

einen Typ-I-Diabetes entwickeln als entsprechende WT-Tiere. Der schnellere Krank-

heitsverlauf konnte durch einen gleichzeitigen ART2-Knockout aufgehoben werden. 

CD38-/- NOD Mäuse zeigten auch eine verminderte Anzahl an Treg-Zellen. Diese 

Reduktion wurde durch den gleichzeitigen Knockout von ART2 ebenfalls kompensiert 

(Chen et al. 2006a). Für eine in vivo-Relevanz der Interaktion zwischen NAD+ und den 

Treg-Zellen spricht auch, dass in P2X7-/- Tieren erhöhte relative und absolute Zahlen 

von Treg-Zellen gefunden wurden (Aswad et al. 2005). T-Zellen in ART2-/- Tieren sind 

komplett resistent gegen NICD und teilweise resistent gegen eine NAD+-induzierte 

Hemmung der Proliferation (Ohlrogge et al. 2002).  

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass CD38 diverse Funktionen für Zellen des 

Immunsystems hat. Beobachtungen wie die erhöhte Suszeptibilität von 

CD38-/- Tieren gegenüber Infektionen verschiedenster Pathogene lassen sich durch 

die CD38-Funktionen im Ca2+-Signalling, insbesondere im Zusammenhang mit der 

Chemotaxis hinreichend erklären. In CD38-abhängigen Autoimmunmodellen wird die 

Defizienz von CD38 z.T. durch eine ART2-Defizienz aufgehoben (Aswad et al. 2005, 

Chen et al. 2006b). Dies ist ein Hinweis auf eine Ca2+-unabhängige Funktion und deu-

tet auf eine Rolle von CD38 im extrazellulären Purinstoffwechsel hin. Über die Begren-

zung der proapoptotischen NAD+-Funktion könnte CD38 in das Gleichgewicht zwi-

schen Immunreaktion und Immuntoleranz eingreifen (Abb. 1).  
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2. Fragestellung und Zielsetzung 
 

 

Nukleotide wie NAD+ können im Verlauf von Entzündungen durch Gewebeschäden 

oder Zellstress freigesetzt werden. Extrazellulär besitzen sie dann Signalfunktionen für 

das Immunsystem. Die Glykohydrolase CD38 spielt eine Rolle für das Überleben von 

T-Zellen und für die Rekrutierung insbesondere myeloider Zellen. Aus Vorarbeiten ist 

bekannt, dass CD38 zusammen mit weiteren nukleotidmetabolisierenden Enzymen auf 

Darmlymphozyten hoch exprimiert ist. Diese Beobachtung, die auf eine mögliche 

darmspezifische Funktion hinweist, sollte zunächst in detaillierten Analysen bestätigt 

werden. Dafür wurden Leukozyten aus Darm, Milz und Lymphknoten aus WT-Tieren 

und CD38-/- Kontrolltieren durchflusszytometrisch analysiert.  

 

Die Funktion von CD38 auf T-Zellen der Darmmukosa ist unklar. Darmspezifisches 

Expressionsmuster und die Funktion von CD38 legen nahe, dass CD38 eine Bedeu-

tung im Verlauf intestinaler Entzündungen oder Infektionen hat, und möglicherweise 

an der Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes zwischen Immunreaktion und Immun-

toleranz beteiligt ist. Zur Beantwortung dieser Frage sollten WT- und CD38-/- Tiere in 

einem Darmentzündungsmodell untersucht werden. Hierfür wurde das DSS-Kolitis-

modell (DSS: Dextransulfat-Sodium) angewendet. Dabei handelt es sich um ein 

etabliertes Entzündungsmodell für eine Kolitis, deren makroskopisches und histologi-

sches Bild dem chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen entspricht. In diesen 

Experimenten sollten insbesondere der klinische Verlauf, makroskopische und mikro-

skopische Entzündungszeichen sowie die Expression von Zytokinen und Chemokinen 

untersucht werden. Um die Rolle von CD38 im extrazellulären Nukleotidstoffwechsel 

zu erfassen, galt es außerdem ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere in die Analyse 

einzubeziehen. Schließlich sollte die Funktion von CD38 unter homöostatischen 

Bedingungen untersucht werden. Dafür war die durchflusszytometrische Analyse 

polyklonal-stimulierter T-Zellen gesunder WT- und CD38-/- Tiere vorgesehen.  

 

Die Untersuchung der CD38-Funktion erfolgte insgesamt mit dem Ziel, zu einem um-

fassenderen Verständnis pathophysiologischer Vorgänge des intestinalen Immunsys-

tems zu gelangen. Grundsätzlich ist CD38 dabei auch als pharmakologische Ziel-

struktur denkbar. Im Hinblick auf chronisch-entzündliche Darmerkrankungen bedeutet 

dies letztlich die Möglichkeit zur Entwicklung neuer und kausal wirksamer Therapien.  
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3. Material und Methoden 
 

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Laborgeräte 

BD FACS Canto II BD Beckton Dickinson, Heidelberg 

StepOnePlus Real Time PCR Applied Biosystems, Foster City 

T3 Thermocycler Biometra, Göttingen 

Bioanalyzer 2010 Agilent Technologies, Santa Clara 

Heraeus Laminar flow bench Heraeus, Hanau 

QIAGEN TissueLyser Qiagen, Venlo 

MIRAX Scan Carl Zeiss, Jena 

Nanodrop 1000 Thermo Scientific, Waltham  

Branson Digital Sonifier Heinemann Ultraschall- und Labortechnik,  

 Schwäbisch Gmünd 

Gelkammer Biometra, Göttingen 

Shandon Citadel 1000 GMI, Ramsey 

 

Bei den weiteren, hier nicht aufgeführten Laborgeräten (Zentrifugen, Thermoblock, 

Magnetrührer, etc.) handelt es sich um Standardlaborgeräte. 

 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien 

FACS-Röhrchen BD, Heidelberg 

PCR-Röhrchen Falcon (BD), Heidelberg 

96-Well Platten Applied Biosystems, Foster City 

Optisch klare Folie Applied Biosystems, Foster City 

Tungsten Carbide Beads, 3 mm Qiagen, Venlo 

Stainless Steel Beads, 5 mm Qiagen, Venlo 

 

Die Standardlabormaterialien (z.B. Plastikpipetten, Pipettenspitzen, Reaktionsröhrchen 

und Zellkulturschalen) stammen von den Firmen Sarstedt (Nümbrecht), Greiner (Fri-

ckenhausen), Nunc (Langenselbold), BD (Heidelberg) und Eppendorf (Hamburg). 
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3.1.3 Standard- und Feinchemikalien 

Agarose Electrophoresis Grade Novex Invitrogen, Karlsruhe 

Chloroform Merck, Darmstadt 

dNTP-Mix Invitrogen, Karlsruhe 

DEPC-behandeltes Wasser  Invitrogen, Karlsruhe 

Dextran Sulfat Sodium, 36.000 – 50.000 g/mol MP Biomedicals, Eschwege 

Dithiothreitol (DTT) Invitrogen, Karlsruhe 

Ethanol Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid Molecular Probes, Karlsruhe 

Fermentas O’RangeRuler 100bp DNA Ladder  Fermentas, Burlington 

Fermentas Loading Dye Fermentas, Burlington 

Fetale Calv Serum (FCS) PAA, Pasching 

First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe 

Formaldehyd Merck, Darmstadt 

Gentamycin Gibco Invitrogen, Karlsruhe 

Glutamin Gibco Invitrogen, Karlsruhe 

Hexadecyltrimethylammonium Bromid (HTAB) Merck, Darmstadt 

Hexamer-Primer Invitrogen, Karlsruhe 

Isopropanol Merck, Darmstadt 

β2-Mercaptoethanol Gibco Invitrogen, Karlsruhe 

Normales Rattenserum (NRS) Jackson ImmunoResearch, Baltimore 

O-Dianisidin Dihydrochlorid Sigma-Aldrich, St. Louis 

Paraplast Extra Kendall, Mansfield 

Percoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin 

Phorbol Myristat Acetat (PMA) Sigma-Aldrich, St. Louis 

Phosphat Buffered Saline (PBS) Invitrogen, Karlsruhe 

RNAse OUT Ribonuclease Inhibitor Invitrogen, Karlsruhe 

RPMI 1640 Medium Gibco Invitrogen, Karlsruhe 

TAE-Puffer (50x) Gibco Invitrogen, Karlsruhe 

Trizol Reagent Invitrogen, Karlsruhe 

Trypanblau Biochrom AG, Berlin 

 

Sonstige Standardchemikalien stammen von den Herstellern Carl Roth (Karlsruhe), 

Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (St. Louis).  
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3.1.4 Mausstämme 

C57BL/6J Mausstamm vom Jackson Laboratory, Bar Habor  

  

ART2-/- Institut für Immunologie, UKE, zur Verfügung gestellt  

 durch Prof. Dr. Koch-Nolte, Hamburg 

 (Ohlrogge et al. 2002) 

 

CD38-/- Institut für Immunologie, UKE, zur Verfügung gestellt  

 durch Prof. F. Lund, Rochester 

 (Cockayne et al. 1998) 

 

ART2-/-CD38-/- Kreuzung von ART2-/- und CD38-/-, durchgeführt im  

 Institut für Immunologie, UKE 

 

 

Die Tiere wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des Universitätsklinikums ge-

züchtet. Alle Tierversuche wurden in den Räumlichkeiten der zentralen Versuchs-

tierhaltung durchgeführt. Die Tierhaltung und die Durchführung der Versuche sowie 

sämtlicher weiterer Tätigkeiten erfolgten in Übereinstimmung mit dem deutschen 

Tierschutzgesetz.  

 

 

3.1.5 Enzyme 

MMLV-Reverse Transkriptase Invitrogen, Karlsruhe 

JumpStart Taq DNA-Polymerase Sigma-Aldrich, St. Louis 

Taq-Man AmpErase UNG Applied Biosystems, Foster City 

Desoxyribonuklease I Sigma-Aldrich, St. Louis 

Kollagenase D Roche, Mannheim 

Kollagenase VIII Sigma-Aldrich, St. Louis 

Protease 24 Sigma-Aldrich, St. Louis 

Biotin-Alkalische Phosphatase Vector Laboratories, Burlington 

 

 

3.1.6 Antikörper 

Spezifität Fluorochrom Klon Hersteller 
 

CD4 PE-Cy7 RPA-T4 eBioscience, San Diego 

CD8α PE-Cy7 53-6,7 eBioscience, San Diego 
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CD8α Cy5 169 Institut für Immunologie, UKE 

CD8β PE 53-5,8 BD Pharmingen, Heidelberg 

CD45 PerCP 30-F11 BD Pharmingen, Heidelberg 

CD11b PE M1/70 BD Pharmingen, Heidelberg 

F4/80 APC F4/80 eBioscience, San Diego 

Ly6G PerCP-Cy5.5 1A8 BD Pharmingen, Heidelberg 

CD38 FITC 90 BD Pharmingen, Heidelberg 

Gr-1 Pacific blue RB6 Institut für Immunologie, UKE 

IFNγ FITC XMG1.2 eBioscience, San Diego 

IL-17A PE TC11-18H10.1 BD Pharmingen, Heidelberg 

CD16/CD32 (purified) 2.4G4 Institut für Immunologie, UKE 

 

Ly6G (purified) NIMP-R14 Hycult, Uden 

F4/80 (purified) BM8 BMA Biomedicals, Augst 

Mac-2 (purified) M3/38 Cedarlane, Burlington 

Anti-Rat-Fc Biotin Esel, polyklonal Jackson ImmunoResearch,  

   Baltimore, USA 
 

 

 

3.1.7 Primer  

Name Sequenz 
 

18S  forward CAC GGC CGG TAC AGT GAA AC 

18S  reverse AGA GGA GCG AGC GAC CAA A 

 

GAPDH  forward CCT CGT CCC GTA GAC AAA ATG 

GAPDH  reverse TCT CCA CTT TGC CAC TGC AA 

 

CXCL1  forward GCA CCC AAA CCG AAG TCA TAG 

CXCL1  reverse CAA GGG AGC TTC AGG GTC AA 

 

CXCL2  forward CAC TGC GCC CAG ACA GAA 

CXCL2  reverse CAG GGT CAA GGC AAA CTT TTT G 

 

CXCL10  forward GCC GTC ATT TTC TGC CTC AT 

CXCL10  reverse TGC AGC GGA CCG TCC TT 
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CCL2 forward GGC TCA GCC AGA TGC AGT TAA 

CCL2 reverse CCT ACT CAT TGG GAT CAT CTT GCT 

 

TNFα  forward AAA TGG CCT CCC TCT CAT CAG T 

TNFα  reverse GCT TGT CAC TCG AAT TTT GAG AAG 

 

IL-6  forward TGG GAA ATC GTG GAA ATG AGA 

IL-6  reverse AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA 

 

IL-10  forward GCT GCG GAC TGC CTT CAG 

IL-10 reverse AGG AGT CGG TTA GCA GTA TGT TGT C 

 

IL-17  forward  CAG GGA GAG CTT CAT CTG TGT CT 

IL-17  reverse CGC TGC TGC CTT CAC TGT AG 

 

IL-23p19 forward ATC CAG TGT GAA GAT GGT TGT GA 

IL-23p19 reverse CGG ATC CTT TGC AAG CAG AA 
 

 

 

Dargestellt sind die Sequenzen der Primer in 5‘-3‘-Richtung. Die Primer für IL-17A 

wurden bei Applied Biosystems (Foster City) bestellt. Diese wurden in einer ge-

brauchsfertigen Lösung zusammen mit dem FAM-markierten Oligonukleotid und dem 

passiven Fluoreszenzfarbstoff ROX geliefert. Die übrigen Primer stammen von Invitro-

gen (Karlsruhe). Sie wurden auf eine 100 µM Lösung verdünnt und als Stock einge-

froren. Für den PCR-Ansatz wurde eine Verdünnung von 1 µM verwendet. 

 

 

3.1.8 Medien und Lösungen 

Bezeichnung Menge Komponenten 
 

DSS-Wasser 3 g DSS ad 

 100 ml H2O 

 

RMPI komplett 500 ml RPMI 1640 

 25 ml FCS 

 5 ml 100x Glutamin 

 500 µl 1000x Gentamycin (Stock 50 mM) 

 500 µl 1000x β2-Mercaptoethanol (Stock 50 mM) 
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Kollagenaseverdau-Lösung 20 ml RPMI komplett 

 5 µg Kollagenase D 

 5 µg Kollagenase VIII 

 40 µl DNAse I 

 

Percoll Gradient 70 % Percoll Separating Solution 

 30 % RPMI komplett 

 

 40 % Percoll Separating Solution 

 60 % RPMI komplett 

 

Erylysepuffer 8,25 g NH4Cl 

 1 g KHCO3 

 0,037 g EDTA 

 1 l Aqua dest. 

 

Saponinpuffer 0,1 % Saponin 

 0,3 % BSA 

  in PBS 

 

MPO Working Buffer 

Lösung A 13,9 g Kaliumdihydrogenphosphat 

 500 ml H2O 

Lösung B 17,4 g Dikaliumhydrogenphosphat 

 500 ml H2O 

 

Stocklösung 87,7 ml Lösung A 

 12,3 ml Lösung B 

 100 ml Aqua dest.  

 

Working Buffer 50 ml Stocklösung 

 50 ml Aqua dest. 

 

Working Buffer mit HTAB 50 ml Stocklösung 

 50 ml Aqua dest. 

 1,824 g HTAB 
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Substratlösung 50 ml Stocklösung 

 50 ml Aqua dest. 

 1,7 µl H2O2 

 16,7 mg O-Dianisidin Dihydrochlorid 

 

Eosinlösung 1 g Eosin 

 100 ml Aqua dest.  
 

 

 

3.1.9 Software und Programme 

Adobe Photoshop CS5 Adobe Systems, San Jose 

Corel Draw X3 Corel Corporation, Ottawa 

FACS Diva BD Biosciences, Heidelberg 

GraphPad Prism 4.0 GraphPad Software, Inc., La Jolla 

MIRAX Scan Software Carl Zeiss, Jena 

PyMOL Schrödinger, Inc., München 

StepOnePlus Applied Biosystems Applied Biosystems, Foster City 

 

Bei den sonstigen, hier nicht aufgeführten Programmen (Microsoft Excel, etc.) handelt 

es sich um Standardprogramme. 

 

 

3.2 Methoden 

 

3.2.1 Anwendung des DSS-Entzündungsmodells 

Für die experimentelle Kolitis wurde das DSS-Modell verwendet. Dextransulfate sind 

Schwefelsäure-Halbester des Dextrans und als Natriumsalz gut wasserlöslich. Sie 

zeigen ab einer Molmasse > 20.000 g/mol eine toxische Wirkung auf das Darmepithel 

(Mark et al. 1986, Falbe und Regitz 1997). Die Verabreichung von hochmolekularem 

DSS im Trinkwasser führt zur Entwicklung einer Kolitis. Diese experimentelle Kolitis 

wird auch als Barrier-Disruption-Entzündungsmodell bezeichnet, da sie durch eine 

Störung der intestinalen Barrierefunktion und einen inflammatorischen Stimulus 

induziert wird (Okayasu et al. 1990). Eine Beeinträchtigung der intestinalen Barriere-

funktion führt zur Konfrontation des intestinalen Immunsystems mit Symbionten und 

Kommensalen des Darmlumens. Dies hat initial eine Aktivierung von Makrophagen 

und DCs zur Folge, deren freigesetzte Zytokine Granulozyten und später auch Lym-

phozyten rekrutieren (Strober et al. 2002). Die Effektormechanismen und Zytokine der 
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Leukozyten unterhalten und verstärken entzündliche Prozesse, die die Funktion der 

Enterozyten massiv beeinträchtigen. Mangel und Dysfunktion dieser resorbierenden 

Zellen verursachen eine Malabsorption von Nahrungssubstraten und Flüssigkeit, was 

zur Diarrhoe und zur raschen Abmagerung der Tiere führt. Makroskopische Zeichen 

sind ein Gewichtsverlust der Tiere und die Morphologie der entzündeten Organe 

(Elson et al. 2005). 

 

Für die Versuche wurde folgendes Protokoll angewendet: Das Trinkwasser wurde zu 

Versuchsbeginn durch 3% DSS-Wasser ausgetauscht. Fünf Tage später erfolgte die 

Umstellung von DSS-Wasser wieder auf normales Trinkwasser. Die Überwachung der 

Gewichte der Versuchstiere erfolgte täglich. Das Gewicht wurde in Gramm gemessen 

und auf eine Nachkommastelle gerundet. Ab Tag 4 ist eine Gewichtsabnahme nach-

weisbar. Ab dem 7. Tag tritt normalerweise eine Besserung ein, allerdings wurden in 

Vorversuchen auch schwerere Verläufe beobachtet, bei denen die Tiere über 25% des 

Gewichtes verloren.  

 

 

3.2.2 Klinisches Assessment 

 

Klinischer Score 

Mittels eines klinischen Scores wurde das Ausmaß entzündlicher Vorgänge makro-

skopisch erfasst. Dazu wurde ein bewährtes Scoring-Schema in modifizierter Weise 

verwendet (Cooper et al. 1993). Hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf Blut-

auflagerung oder -beimengung der Stuhl-Pellets sowie auf deren Konsistenz gelegt 

(Tab. 2). Die pathologischen Veränderungen wurden zwar nicht in einem verblindeten 

Verfahren erfasst, trotzdem erlaubt diese Bewertung eine orientierende Übersicht über 

das Entzündungsgeschehen.  

 

Tab. 2: Klinischer Score 

Bewertungsschlüssel für klinischen Score. 

 

Grading Score 
  

Normal geformte Pellets, kein Blut 

Weiche Pellets 

Weiche Pellets mit Blutbeimengung 

Keine Pellets, blutiger Stuhl 

Keine Pellets, massive rektale Blutung 

1 

2 

3 

4 

5 
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Messung der Darmlänge 

Ein weiterer Parameter für die Schwere der Entzündung ist die Länge des Kolons 

(Okayasu et al. 1990). Entzündungsvorgänge und Regeneration im Gewebe führen zu 

einer morphologischen Verkürzung des Darmes. In den vorliegenden Experimenten 

wurde daher bei der Organentnahme die Länge des Kolons gemessen. Zusätzlich 

wurde das Ausgangsgewicht der Tiere berücksichtigt, da bei größeren Tieren die 

Organe größer entwickelt sind bzw. das Kolon dementsprechend länger ausfällt. Ana-

log zum klinischen Score erlaubte diese Messung eine orientierende Aussage über 

das Entzündungsgeschehen. Die Darstellung erfolgte als Mittelwert und Standard-

abweichung der Darmlänge sowie des Quotienten Darmlänge/Gewicht.  

 

 

3.2.3 Molekularbiologische Methoden 

 

3.2.3.1 RNA-Isolierung 

Eine klassische Methode zur Isolierung und Aufreinigung von RNA ist die von 

Chomczynski und Sacchi (1987) beschriebene Extraktion mittels Phenol und Chloro-

form. Das Trennverfahren basiert darauf, dass Nukleinsäuren und Proteine unter-

schiedliche Löslichkeiten in einer wässrigen Phenol/Chloroform-Emulsion besitzen. 

Durch Zentrifugation kommt es zur Auftrennung der Phasen und somit der Makromo-

leküle. Als Denaturierungsagens fungiert das chaotrophe Guanidinhydrochlorid; es löst 

Wasserstoffbrückenbindungen und führt zur Denaturierung aller Proteine respektive 

sämtlicher Ribonukleasen. Für die Aufreinigung wurde das Trizol-Reagent von Invitro-

gen verwendet, welches die genannten Bestandteile mit Ausnahme von Chloroform 

bereits enthält.  

 

Die zu untersuchenden Gewebeproben wurden unter sterilen Bedingungen ent-

nommen und unmittelbar in ein Eppendorf-Röhrchen überführt, welches bereits 300 µl 

Trizol-Reagent und eine Wolfram-Hartmetallkugel enthielt. Sofort nach Zufügen des 

Gewebes wurde das Röhrchen sicher verschlossen und in flüssigem Stickstoff einge-

froren. Die Aufbewahrung der Proben bis zur Durchführung der RNA-Isolation erfolgte 

im -80°C-Schrank.  

 

Die eigentliche RNA-Isolierung begann mit dem mechanischen Aufschluss des Gewe-

bes. Zeitnah nach Entnahme aus dem -80°C-Schrank und damit während des 

Antauens wurden die Gewebeproben im TissueLyser für 4 min bei einer Frequenz von 

30/s lysiert. Hierfür war die schon vorher zugegebene Hartmetallkugel erforderlich. 

Das homogene Gemisch wurde mit Trizol auf 1000 µl aufgefüllt und für 5 min bei 25°C 
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zur Lyse der Zellen und Denaturierung der Proteine inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl 

Chloroform, Schütteln der Röhrchen sowie einer erneuten Inkubation für 2,5 min bei 

25°C erfolgte der erste Zentrifugationsschritt für 15 min bei 13000 rpm. Hierbei kam es 

zur Phasentrennung, wobei sich die Proteine in der unteren, organischen Phase und 

die RNA in der oberen, wässrigen Phase anreicherten. Die DNA befand sich haupt-

sächlich in der Interphase.  

 

Für die Fällung wurde der Überstand abgenommen, mit 500 µl Isopropanol versehen 

und für 10 min bei 25°C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation für 10 min bei 

13000 rpm fand sich am Boden die ausgefallene RNA als Pellet. Zum Waschen dieser 

Pellets wurde nach dem Zentrifugationsschritt der Überstand entfernt und 1000 µl 

Ethanol 75% hinzugegeben. Nach erneuter Zentrifugation für 7 min bei 10500 rpm 

konzentrierte sich die RNA wiederum in einem Pellet. Der Überstand wurde entfernt, 

das RNA-Pellet für etwa 3 min an der Luft getrocknet und anschließend in 20 µl 

DEPC-behandeltem Wasser mit 5% RNAse OUT aufgenommen. Die isolierte RNA 

wurde bei -80°C gelagert. 

 

Bei diesem Verfahren wird die gesamte RNA isoliert, wozu insbesondere die rRNA, 

tRNA, mRNA und hnRNA gehören. Die zur Fraktion der rRNA gehörende 18S RNA ist 

ein Bestandteil der kleinen ribosomalen Untereinheit. Sie wird praktisch unabhängig 

von äußeren Umständen exprimiert. Daher diente sie als sog. Housekeeping-Gene als 

interner Standard bei der quantitativen Real-Time PCR.  

 

 

3.2.3.2 Mengen- und Qualitätsbestimmung der RNA 

 

Mengenbestimmung durch OD 

Für die Synthese der cDNA ist eine genau definierte Menge an RNA erforderlich. 

Durch geringe Unterschiede der eingangs verwendeten Organmasse, aber auch durch 

Eigenarten der Extraktions- und Fällungsvorgänge unterliegt die Menge an isolierter 

RNA einigen Schwankungen. Diese machen eine quantitative Bestimmung und eine 

entsprechende Verdünnung erforderlich.  

 

Die Menge an RNA wurde nach dem Prinzip der Photometrie mittels Nanodrop be-

stimmt. Durch Messung der optischen Dichte wird über das Lambert-Beer-Gesetz die 

Konzentration errechnet. Zu Beginn wurde eine Referenzprobe gemessen und gleich 

Null gesetzt. Diese Referenzprobe bestand aus dem Lösungsmedium, in welchem die 

RNA in den einzelnen Proben gelöst war. Hierbei handelte es sich um DEPC-Wasser 

mit dem Ribonukleaseinhibitor RNAse out im Verhältnis 20:1. Die Reinheit kann über 



Material und Methoden 
 
 

 36 

den Quotienten 260/280 nm abgeschätzt werden. Ein Verhältnis von ~1,8 wird als 

reine DNA, ein Verhältnis von ~2 als reine RNA angesehen. Wenn der Quotient erheb-

lich geringer ist, könnte dies ein Hinweis auf Verunreinigungen mit Proteinen oder 

Phenol sein, da diese Verbindungen v.a. Licht der Wellenlänge 280 nm absorbieren.  

 

Qualitätsbestimmung mittels Bioanalyzer 

Bei der photometrischen Messung wird die untersuchte RNA nur quantitativ erfasst. 

Zu Beginn der Versuchsreihe war es daher erforderlich, auch die Größe und damit die 

Intaktheit der isolierten RNA zu bestimmen. Ein hohes Ausmaß an RNA-Degradation 

beeinträchtigt die Qualität der zu synthetisierenden cDNA und damit die der Real-Time 

PCR. Um die Qualität der RNA zu überprüfen, wurde die RNA mit dem Agilent 

Bioanalyzer 2100 untersucht (Abb. 9).  

A B 

 
 

Abb. 9: Untersuchung der isolierten RNA mittels Bioanalyzer 

A: Im Elektrophoreogramm ist die RNA der Größe nach von links nach rechts aufsteigend auf-

getrennt. Deutlich erkennbar sind die Peaks der 18S und 28S RNA. RNA-Degradationspro-

dukte und Fragmente würde man wegen der geringeren Größe links von den Peaks erwarten. 

B: Dieselbe Auftrennung als gel-ähnliches Bild. Nur die Peaks der 18S und 28S RNA sind 

abzugrenzen. Der RIN-Wert dieser Beispielprobe ist 8,8: Die RNA ist als intakt anzusehen.  

 

 

Im Analysegerät wird die RNA auf einem Chip elektrophoretisch aufgetrennt und das 

Ergebnis mittels laserinduzierter Fluoreszenz ausgelesen. Die Darstellung erfolgt 

sowohl als Elektrophoreogramm als auch als gel-ähnliches Bild (Abb. 9). Das 

quantitative Maß für die Integrität der isolierten RNA ist der RNA-Integritätsindex oder 
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RIN. Dieser wird über einen Algorithmus errechnet und ermöglicht eine Klassifikation 

der RNA anhand einer Skala von 1 bis 10, wobei 1 für eine vollständig degradierte 

RNA steht und 10 für eine komplett intakte RNA steht. Der Algorithmus verwendet 

geometrische Eigenschaften des Elektrophoreogramms wie z.B. das Integral der 

Peaks der 18S und 28S RNA (Abb. 9). Zu Beginn der Experimente wurden sämtliche 

RNA-Proben mit diesem Verfahren analysiert, um das Protokoll der RNA-Aufreinigung 

zu optimieren, bis regelmäßig ein RIN > 8 erreicht wurde. Bei späteren Experimenten 

wurde die RNA nur noch stichprobenartig mit dieser Methode überprüft.  

 

 

3.2.3.3 Synthese der cDNA 

Mit der Synthese der cDNA entsteht ein Template der RNA für die PCR. Das Um-

schreiben wurde mit der MMLV-Reversen Transkriptase durchgeführt. Für den Reak-

tionsansatz der reversen Transkription waren 200 ng RNA in 2 µl Volumen vorgesehen. 

Als Primer dienten Random-Hexamer-Primer.  

 

Tab. 3: Programme für die cDNA-Synthese 

 

Programm 1: Inkubation  Programm 2: cDNA-Synthese 
   

 5 min 65°C 

 ∞ 4°C 

  50 min 37°C 

 15 min 70°C 

 ∞ 4°C 
   

 

Die isolierte RNA wurde hierzu auf eine Konzentration von 100 ng/µl verdünnt. Aus 

dem Verhältnis zwischen der gegebenen und der angestrebten RNA-Konzentration 

ergab sich das Verdünnungsverhältnis. Die RNA wurde mit RNAse-freiem, DEPC-

behandeltem Wasser verdünnt. Im ersten Schritt wurden je 2 µl RNA mit 10 µl 

Mastermix Nr. 1 vermischt. Dieser enthielt in DEPC-Wasser gelöste dNTPs und 

Random-Hexamer-Primer. Die Proben wurden für 5 min bei 65°C inkubiert; dieser 

Schritt erfolgte im Thermocycler (Tab. 3). Anschließend wurde Mastermix Nr. 2 

zugefügt, der neben First-Strand-Buffer und DTT die MMLV-Reverse Transkriptase 

enthielt. Anschließend erfolgte der eigentliche Syntheseschritt im Thermocycler 

(Tab. 3). Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.  

 

 

 

 

 



Material und Methoden 
 
 

 38 

3.2.3.4 Real-Time quantitative PCR 

Die Real-Time quantitative PCR ist die zurzeit präziseste Methode zur Bestimmung 

der Kopienzahl spezifischer cDNA-Moleküle; sie basiert auf der Polymerase-

Kettenreaktion. Der entscheidende Unterschied zur klassischen quantitativen PCR 

besteht darin, dass hier keine absoluten Mengen an PCR-Produkt als 

Endkonzentration gemessen werden. Stattdessen nutzt man die Kinetik der PCR-

Reaktion aus. Dazu wird in Echtzeit – nach jedem PCR-Zyklus – die DNA Menge 

mittels geeigneter Fluoreszenzsysteme erfasst (Mülhardt 2009). 

 

A B 

 
Abb. 10: Phasen der Real-Time PCR 

Die PCR durchläuft vier verschiedene Phasen unterschiedlicher Effizienz bezüglich der Nukle-

insäure-Amplifikation. A: Lineare Darstellung des Amplification Plot: 1. Baseline-Phase: Zu 

Beginn findet eine nahezu exponentielle Amplifikation statt, allerdings liegen Nukleotidsub-

strate, Template und Enzyme noch in suboptimalen Verhältnissen zueinander vor. Aufgrund der 

geringen Menge an doppelsträngiger DNA ändert sich die Fluoreszenz kaum und bleibt unter 

dem Detektionslimit des Thermocyclers. 2. Exponentielle Phase: Genügend Substrate liegen 

jetzt vor. Pro Zyklus wird jedes einzelne Template verdoppelt. Die Menge des PCR-Produkts 

steigt demnach mit dem Exponenten 2. Die Exponentielle Phase dauert etwa drei bis sieben 

Zyklen. Die Fluoreszenz hebt sich deutlich vom Hintergrund ab. 3. Lineare Phase: Einer stei-

genden Menge an DNA steht ein sich verringernder Pool an Substraten gegenüber. Pyrophos-

phat und Monophosphatnukleotide führen zur Produkthemmung. Es findet zwar weiterhin 

Amplifikation statt, allerdings kann jetzt pro Zyklus nicht mehr jeder DNA-Einzelstrang verdop-

pelt werden. Statt mit dem Exponenten 2 steigt die Fluoreszenz jetzt linear. 4. Plateau-Phase: 

Zum Ende sind die Substrate verbraucht. Die Aktivität der Taq-Polymerase ist erschöpft. Es 

findet keine Amplifikation statt. Die Menge an Doppelstrang-DNA verändert sich kaum, die 
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SYBR-Green-Fluoreszenz bleibt nahezu konstant. B: Logarithmische Darstellung des Amplifi-

cation Plot. Diese Darstellung ermöglicht die geometrische Bestimmung der exponentiellen 

Phase; sie entspricht den Zyklen, in denen die Steigung der Kurve genau 1 ist.   

 

 

Zur Bestimmung der Menge an cDNA-Template wurde gemäß ΔΔCT-Methode die 

Zykluszahl verwendet, bei der sich das Fluoreszenzsignal erstmals vom Hintergrund 

abhebt. Dies ist der sogenannte Threshold-Cycle-Wert oder CT-Wert (Auswertung 

s.u.). Bei der Real-Time quantitativen PCR wird nicht das gesamte Transkript z.B. 

eines Chemokins amplifiziert. Das von den Primern eingegrenzte Amplifikat hat eine 

Länge von 90 - 120 bp, die Primer selbst haben eine Länge von etwa 20 bp. Aufgrund 

der Kürze des Amplifikats entfällt der separate Elongationsschritt in der PCR (Abb. 11).  

 

A B 

 

 
 

Abb. 11: Temperaturzyklen der Real-Time PCR 

Der Pre-cycling-Schritt dient dazu, die DNA-Polymerase zu aktivieren. Diese ist bei Raum-

temperatur durch einen spezifischen Antikörper blockiert, um eine vorzeitige Aktivität zu ver-

hindern. Aufgrund der Kürze des Amplifikats entfällt der Elongationsschritt im Temperaturver-

lauf. A: Bei der Verwendung von SYBR-Green wird zum Ausschluss von Fehlamplifikationen im 

Anschluss an die eigentliche PCR einen Schmelzkurve ermittelt. B: Taq-Man-Sonden ermögli-

chen einen hochspezifischen Nachweis des Amplifikats, die Schmelzkurve entfällt.  

 

 

Quantifizierung mittels SYBR-Green 

Die einfachste DNA-Nachweismethode beruht auf unspezifischen Farbstoffen wie z.B. 

Ethidiumbromid oder SYBR-Green, die sich in den Doppelstrang integrieren. Diese 

Farbstoffe färben Doppelstrang-DNA sehr sensitiv an, können aber korrektes Amplifi-

kat und Fehlamplifikate nicht unterscheiden. Das Problem wird teilweise gelöst durch 
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die Schmelzkurve, eine nach den Amplifikationszyklen laufende Temperaturkurve. Im 

Längenbereich der Amplifikate haben die DNA-Fragmente einen von der Größe und 

vom AT-CG-Verhältnis abhängigen spezifischen Schmelzpunkt. Für die Messung der 

Schmelzkurve wird die Temperatur langsam erhöht, im benutzten Verfahren von 60 auf 

95°C um 0,3°C pro 20 Sekunden. Die Trennung des Doppelstranges führt zur 

Abdissoziation des gebundenen SYBR-Green, d.h. zur Abnahme der Fluoreszenz.  

 

A B 

 
 

Abb. 12: Temperaturverlauf der der Schmelzkurve  

A: Die mit steigender Temperatur abfallende Fluoreszenz repräsentiert die sukzessive Freiset-

zung von SYBR-Green aus der schmelzenden Doppelstrang-DNA. Bei der Temperatur des 

maximalen Fluoreszenzabfalles schmilzt ein großer Teil der gesamten DNA annähernd zur glei-

chen Zeit; dabei handelt es sich um das in großer Menge vorliegende PCR-Amplifikat. B: Die 

Ableitung der Schmelzkurve. Das Amplifikat wird durch ein Maximum repräsentiert. Fehl-

amplifikate schmelzen aufgrund unterschiedlicher Größe und AT-CG-Verhältnis bei anderen 

Temperaturen, ergeben damit ein oder mehrere zusätzliche Maxima in der Schmelzkurve.  

 

 

An der Stelle des stärksten Abfalls der Kurve geht ein großer Anteil des SYBR-Green 

nahezu zeitgleich aus dem gebundenen in den nicht-fluoreszierenden freien Zustand 

über (Abb. 12). Bei dieser Temperatur dissoziiert demgemäß ein Großteil der syntheti-

sierten Amplifikate. Für jede Fraktion spezifischer Fragmente ergibt sich somit ein 

steiler Abfall der Kurve; die Ableitung der Schmelzkurve sollte also so viele Maxima 
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besitzen wie sich unterschiedliche DNA-Fragmente in der Probe befinden. Allerdings 

kann die Schmelzkurve bei ungünstiger Konstellation von Fragmentgröße und AT-CG-

Anteil der PCR-Produkte diese nicht sicher unterscheiden. Um Spezifität der PCR 

sicher zu stellen, erfolgte deshalb bei der erstmaligen Benutzung neuer Primer eine 

DNA-Gelelektrophorese (s.u.).  

 

Die Quantifizierung mittels Taq-Man-Sonde  

Bei diesem als Taq-Man-System bezeichneten Verfahren enthält der Ansatz neben 

den FW- und REV-Primern ein zusätzliches Oligonukleotid, welches komplementär zu 

einer Sequenz zwischen den erstgenannten Primern ist. Es trägt am 5’-Ende einen 

Reporter (hier FAM, Carboxyfluorescin) und am 3’-Ende einen nichtfluoreszierenden 

Quencher sowie eine MGB (Major Groove Binding Site), der die Schmelztemperatur 

des Oligonukleotids vergrößert bzw. kurze Primer-Längen ermöglicht.  

 

Die Taq-Polymerase besitzt eine 5’-3’-Exonuklease-Aktivität, hydrolysiert aber aus-

schließlich am Target hybridisierte Oligonukleotide. Der Abbau des Oligonukleotids 

trennt den Reporter vom Quencher, was zum Anstieg der FAM-Fluoreszenz führt. 

Diese wiederum kann nur gemessen werden, wenn das Target komplementär zur Taq-

Man Sonde ist. Je mehr Amplifikat entsteht, desto größere Mengen von freiem Re-

porter entstehen. Vorteil dieser Technologie ist, dass der Anstieg der FAM-Fluores-

zenz hochspezifisch für den Abbau der Sonde ist, unspezifische Amplifikation wird 

praktisch nicht gemessen. Somit entfällt auch die Schmelzkurve (Abb. 11). Zur Fest-

stellung der eingesetzten Menge der Taq-Man-Sonde im Reaktionsansatz wird eine 

passive Referenz verwendet. Dabei handelt es sich um den Farbstoff ROX, der nicht 

mit Nukleinsäuren interagiert.  

 

Durchführung der PCR 

Für die SYBR-Green-Methode wurde für jedes Zytokin ein Mastermix hergestellt. In 

diesem befinden sich SYBR-Green Reagent mit Taq-Polymerase und Nukleotiden, 

FW- und REV-Primer. In jedes PCR-Well wurde nun 11,5 µl Mastermix vorgelegt, da-

nach 2 µl der entsprechenden cDNA zugefügt. Bei Taq-Man-Sonden (in dieser Arbeit 

zum Nachweis der IL-17A mRNA) wurde pro Well 10 µl Master-Mix vorgelegt, dann 

9 µl cDNA und schließlich 1 µl des Taq-Man-Reaktionsgemischs, welches neben den 

Primern für IL-17A auch noch das Reporter-Oligonukleotid enthält. Nach Versiegelung 

mit optisch klarer Folie wurde die PCR-Platte für 90 s bei 1200 rpm zentrifugiert.  
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Auswertung nach ΔΔCT 

Bei der Auswertung nach der ΔΔCT-Methode wird die Expression eines sog. 

Housekeeping-Gens in Relation gesetzt zur gesuchten Expression des Gens von In-

teresse, hier z.B. TNFα. Die konstante und aktivierungsunabhängige Expression z.B. 

der 18S RNA erlaubt eine quantitative Aussage über ein Gen, was in Relation dazu in 

unterschiedlichem Ausmaß exprimiert wird. Die Differenz zwischen CT-Wert des 

Housekeeping-Gens und des gesuchten Gens gibt an, um wie viele Zyklen das ge-

suchte Gen später als das Housekeeping-Gen in die exponentielle Phase der Amplifi-

kation überging; es handelt sich um den ΔCT-Wert.  

 

CTCTCT ettS Δ=− arg18  

 

ΔCT ist ein Maß für die relative Expression des Target-Gens und kann z.B. mit der 

Expression in anderen Proben verglichen werden. Da pro Zyklus eine Verdopplung 

des DNA-Templates stattfindet, entspricht der Term ΔCT als Exponent zur Basis 2 

dem Expressionsunterschied der untersuchten Gene. Möchte man zwei Versuchstiere 

hinsichtlich der Expression eines Targets vergleichen, so gelingt dies über die Diffe-

renz der ΔCT-Werte. ΔΔCT ermöglicht eine Aussage über die Expression eines 

Targets in behandelten (treated) vs. in nicht-behandelten Tieren (naive).  

 

CTCTCT treatednaive ΔΔ=Δ−Δ  

 

In gleicher Weise kann man über den Exponenten ΔΔCT zur Basis 2 die relative Ex-

pression des Targets in behandelten vs. in nicht-behandelten Tieren ermitteln. In die-

ser Arbeit wird die Expression meistens als ΔCT-Wert angegeben.  

 

 

3.2.3.5 DNA-Gelelektrophorese 

Für aussagekräftige Ergebnisse der Real Time PCR müssen mögliche Fehlamplifi-

kationen ausgeschlossen werden, da jede Art doppelsträngiger DNA unspezifisch vom 

Farbstoff SYBR-Green angefärbt wird und photometrisch erfasst wird. Der Vermei-

dung solcher Fehler dient primär die Schmelzkurve, die routinemäßig nach jedem 

PCR-Lauf stattfindet und durch die ermittelt wird, wie viele unterschiedliche 

Amplifikate entstanden sind. Da allerdings die Schmelzkurve nicht nur nach Größe, 

sondern auch nach AT-CG-Anteil auftrennt, können bei ungünstiger Konstellation von 

Länge und Basenanteil Fehlamplifikate unentdeckt bleiben. Daher wurde zumindest 

einmal für jeden Primer das entstehende Amplifikat im Gellauf kontrolliert. Bei der hier 

erwarteten Länge der Amplifikate von 80 - 120 Basenpaaren war ein 2%iges 
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Agarosegel erforderlich. Hierfür wurden 2 g Agarose eingewogen, 100 ml TAE-Puffer 

hinzugegeben und die Lösung aufgekocht. In den Gelträger wurden 10 µl Ethidium-

bromid (EtBr) gegeben und anschließend das Gel hineingegossen.  

 

Die DNA wurde mit 6-fachem Probenpuffer versetzt, auf 12 µl DNA kamen 2 µl Pro-

benpuffer. Anschließend wurden die Proben auf die Spuren aufgetragen. In einer zu-

sätzlichen Spur lief der Größenmarker Fermentas O’RangeRuler 100bp DNA Standard. 

Der Gellauf erfolgte bei 130 V für ca. 20 min. Durch das zugegebene EtBr konnte an-

schließend die aufgetrennte DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht werden (Abb. 13). 

 

 
 

Abb. 13: PCR-Produkte in der DNA-Elektrophorese 

Auf die Spuren 1 - 7 wurden cDNA-Proben nach Ablauf der PCR aufgetragen. Da nur ein Amp-

lifikat vorliegt, ergab sich jeweils eine einzelne Bande. Vor der PCR besteht die cDNA aus 

einem Gemisch verschieden großer DNA-Fragmente. Entsprechende Proben liefen in den 

Spuren 8 - 10. Hier zeigten sich keine Banden. Der DNA-Größenmarker lief in Spur 11.  

 

 

3.2.4 Durchflusszytometrische Methoden 

 

3.2.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie 

Mit der Durchflusszytometrie erreicht man die Analyse einer großen Anzahl von Zellen. 

Hierbei wird eine Suspension der zu untersuchenden Zellen kontinuierlich in einen 

Strom schnell fließender Trägerflüssigkeit injiziert, was zu einer linearen Anordnung 

der einzelnen Zellen führt. In dieser Formation fließen diese durch die Messzellen, in 

denen sie von einem oder mehreren Laserstrahlen definierter Wellenlänge erfasst 

werden. Das gestreute Licht ermöglicht Aussagen über die Beschaffenheit der Zellen. 

Das Vorwärtsstreulicht (Forwardscatter) entspricht der Lichtbrechung durch die Zelle 

und hängt von der Größe der Zelle ab. Das Seitwärtsstreulicht (Sidescatter) wird im 

rechten Winkel zum Laserlicht und zur Bewegungsrichtung der Zellen registriert und 

entspricht der inneren Komplexität bzw. Granularität der Zelle. Neben diesen zwei 
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Parametern bestehen noch weitere Möglichkeiten der Analyse. So kann z.B. die 

Expression von Zelloberflächenmolekülen durch Fluorochrom-gekoppelte mono-

klonale Antikörper nachgewiesen werden. Dabei kann zum einen der Anteil expri-

mierender Zellen in einer Population, zum anderen auch die relative Expression auf 

Einzelzellen ermittelt werden. Alternativ zu Fluorochromen können auch Proteine wie 

z.B. GFP oder intrazelluläre Farbstoffe wie DAPI erfasst werden.  

 

Das gestreute Licht wird mittels Photodetektoren erfasst. Während des Durchlaufs 

einer Zelle durch den Laserstrahl werden zeitlich aufeinanderfolgend ca. 30 einzelne 

Fluoreszenzmessungen durchgeführt. Deren Auftragung auf die Zeitachse ergibt eine 

Kurve, die den Durchlauf der Zelle repräsentiert. Zur Auswertung kann nun das 

Integral der Kurve (Signal A, z.B. FSC-A) oder die Höhe (z.B. FSC-H) herangezogen 

werden.  

 

 

3.2.4.2 Aufreinigung der Zellen 

 

Aufreinigung von intraepithelialen Lymphozyten 

Nach der Entnahme wurde der Darm in eine Glasflasche mit 20 ml RPMI gegeben und 

30 min im Wasserbad bei 37°C mittels Magnetrührer gerührt. Hierdurch und durch 

anschließendes kurzes Schütteln der Flasche lösten sich die IEL aus dem Gewebe. 

Das Medium wurde durch ein Sieb gegossen, der Darm noch zweimal mit je 10 ml 

PBS gewaschen und die 40 ml schließlich über einen 70 µm-Zellfilter in ein 50 ml-

Röhrchen gegeben. Für die Aufreinigung der Lamina-propria-Lymphozyten (LPL) 

wurden die Gewebereste des Darmes weiterverarbeitet (s. Aufreinigung der LPL).  

 

Die Zellsuspension im Röhrchen wurde 5 min bei 1100 rpm zentrifugiert, dann der 

Überstand über dem Zellpellet abgegossen oder abpipettiert. Im nächsten Schritt er-

folgte die Isolation der Lymphozyten mittels Dichtegradientenzentrifugation. Dazu 

wurde das Pellet in 5 ml einer 40%igen Percoll-Lösung in RPMI resuspendiert; mit 

dieser Suspension wurden 3 ml einer vorbereiteten 70%igen Percoll-Lösung in RPMI, 

angesetzt in einem 15 ml-Röhrchen, vorsichtig überschichtet.  

 

Dieses Röhrchen wurde 20 min bei 2000 rpm zentrifugiert, mit kleinstmöglicher Be-

schleunigung beim An- und Auslaufen des Rotors. Dadurch wurde gewährleistet, dass 

kaum Verzögerungskräfte auftraten und die getrennten Phasen sich nicht vermischten. 

Nach Entfernung des Überstandes, welcher tote Zellen und Trümmer enthielt, konnte 

die Interphase gewonnen werden, in der die Lymphozyten meistens als dünner weißer 

Ring sichtbar waren. Die Zellen in der Interphase wurden in ein neues 50 ml-Röhrchen 
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überführt, mit PBS aufgefüllt und erneut 5 min bei 1100 rpm zentrifugiert. Nach Entfer-

nung des Überstandes wurde das Pellet auf Eis gestellt und war damit bereit für Fär-

bung und Fixierung.  

 

Aufreinigung der Lymphozyten der Lamina propria 

Das restliche Darmgewebe aus der Aufreinigung der IEL wurde zerschnitten, in 20 ml 

des Ansatzes für Kollagenaseverdau (s. 3.1.8 Medien und Lösungen) gegeben und für 

45 min erneut im 37°C Wasserbad gerührt. Schließlich wurde der Inhalt durch ein Sieb 

in eine Petrischale gegossen, die Gewebereste mit 25 ml PBS gewaschen und an-

schließend die Suspension aus der Schale durch den 70 µm-Zellfilter in ein 

50 ml-Röhrchen überführt. Die Gradientenzentrifugation wurde nur in einem Teil der 

Experimente durchgeführt. Auf sie wurde insbesondere dann verzichtet, wenn neben 

Lymphozyten auch Monozyten und Granulozyten aus den LPL isoliert werden sollten. 

Nach Zentrifugation für 5 min bei 1100 rpm wurde der Überstand entfernt und das 

Zellpellet auf Eis gelagert.  

 

Aufreinigung von Zellen aus der Milz 

Nach Organentnahme wurde die Milz mit 5 ml PBS auf ein Sieb in eine Petrischale 

gegeben. Es folgte die Homogenisierung des Organs mit einem Spritzenstempel. 

Stempel und Sieb wurden anschließend mit 10 ml PBS gespült und die Zellsuspension 

durch einen 70 µm-Zellfilter in ein 15 ml-Röhrchen gegeben. Dieses wurde 5 min bei 

1100 rpm zentrifugiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 3 ml Erylysepuffer zum 

Pellet. Nach 3-minütiger Inkubation wurde das Röhrchen mit 12 ml PBS 0,2% BSA 

aufgefüllt, für 5 min bei 1100 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen.  

 

Aufreinigung von Zellen aus Lymphknoten 

Nach Organentnahme wurden die Lymphknoten in ein Röhrchen mit PBS gegeben, 

anschließend mit dem Spritzenstempel zerkleinert und nach Zugabe von 10 ml PBS 

über den 70 µm-Zellfilter in ein 50 ml-Röhrchen überführt. Es folgten die Zentrifugation 

der Suspension für 5 min bei 1100 rpm und die Entfernung des Überstandes. Das Zell-

pellet wurde anschließend resuspendiert und zum Zählen verdünnt.  

 

 

3.2.4.3 Zählen und Verdünnen der Zellen 

Zur Färbung wurde der Farbstoff Trypanblau verwendet. Er dringt in lebende Zellen 

nicht ein, welche aufgrund des negativen Färbeverhaltens und der Morphologie unter 

dem Mikroskop identifiziert werden können.  
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Für die Durchführung der Färbung wurden 10 µl der Zellsuspension mit 90 µl Trypan-

blau gemischt und anschließend 10 µl der gefärbten Suspension auf die Neubauer-

Zählkammer übertragen. Nun wurden die Zellen pro Großquadrat ausgezählt und 

danach der Durchschnitt aus mindestens zwei Großquadraten berechnet 

( n Großquadrat). In die Rechnung gehen außerdem der Kammerfaktor und die 

Verdünnung ein.  

 

mlZellentGroßquadran /1010 4 =××  

 

 

3.2.4.4 Extrazelluläre Färbung der Zellen 

Die Zellen wurden in den FACS-Röhrchen gefärbt. Dieser Vorgang umfasste zunächst 

die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und dann die eigentliche Färbung mit 

den fluorochromkonjugierten Antikörpern. Bei Zellen aus dem Darm wurde die ange-

strebte Zellzahl von 2106 pro Messung nicht immer erreicht. Gleichwohl wurde 

immer dieselbe Menge an Fluorochrom gekoppelten Antikörpern verwendet. Alle 

Waschschritte wurden mit eisgekühltem PBS durchgeführt.  

 

Zunächst wurde die Blocklösung angesetzt. Dazu wurden je 1 µl normales Rattense-

rum (NRS) und 0,5 µl Fc-Block Antikörper in 20 µl PBS pro Probe gegeben. Rattense-

rum enthält etwa 10 mg/ml Immunglobuline. Diese Antikörper blockieren unspezifische 

Bindungsstellen. Der Fc-Block ist ein Antikörper, der die Fc-Bindungstellen der 

Fc-Rezeptoren CD16 und CD32 bindet und blockiert. Fluorochromgekoppelte 

Antikörper können daher nicht unspezifisch über ihren Fc-Teil gebunden werden.  

 

Nach 5 min wurde dann die Färbung hinzugegeben. Der Färbeansatz bestand aus den 

in PBS verdünnten fluorochromgekoppelten Antikörpern. Pro Ansatz wurden dabei 

50 µl PBS eingesetzt und je nach Fluoreszenzintensität des Fluorochroms und 

Expressionsstärke der anzufärbenden Struktur 1 µl oder 0,5 µl fluorochromgekop-

pelter Antikörper. 

 

Nach 20-minütiger Inkubation auf Eis im Dunkeln wurden die Zellen in PBS gewa-

schen und anschließend gemessen. Bei Bedarf erfolgte eine Fixierung der Zellen mit 

200 µl 1% Paraformaldehyd (PFA).  
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3.2.4.5 Stimulation und intrazelluläre Färbung der Zellen 

Die Stimulation von Lymphozyten dient der Charakterisierung des Zytokinprofils und 

der Zuordnung zu bestimmten T-Zellsubpopulationen. Die polyklonale Stimulation aller 

Lymphozyten induziert die Synthese und Sekretion von Zytokinen, deren Muster für 

bestimmte T-Zellsubpopulationen kennzeichnend ist.  

 

Für jede Zellprobe wurde jeweils ein Ansatz mit PMA und Ionomycin sowie ein Ansatz 

ohne Stimulation inkubiert. Die Kultur erfolgte in 1 ml komplettem RPMI für 4 h bei 

37°C. Nach 30 min wurden pro Ansatz 10 µg Brefeldin A (BFA) hinzugefügt. BFA ist 

ein Zellgift, welches den Golgi-Apparat inaktiviert; dadurch werden die synthetisierten 

Proteine nicht durch Exozytose abgegeben, sondern reichern sich intrazellulär an und 

können dort spezifisch nachgewiesen werden. Nach Ablauf der Inkubation wurden die 

Stimulationsansätze mit PBS aufgefüllt, für 5 min mit 1100 rpm abzentrifugiert und der 

Überstand abgegossen. Danach wurden die Zellen im Pellet gefärbt, zunächst 

extrazellulär wie beschrieben.  

 

Vor der intrazellulären Färbung erfolgte in 200 µl PBS 2% PFA für 15 min die Fixierung 

der Zellen. Danach wurden die Zellen mit PBS 2% BSA gewaschen. Die intrazelluläre 

Färbung erfolgt in Saponinpuffer. Saponin ist ein mildes Detergens, das die Membran-

permeabilität erhöht und den Zutritt der fluorochromgekoppelten Antikörper erlaubt. 

Zuerst wurden die Zellen mit dem Fc-Block in Saponinpuffer inkubiert (0,5 µl Fc-Block 

auf 20 µl Saponinpuffer). Nach 5 min erfolgte die intrazelluläre Färbung mit den ge-

wünschten Antikörpern pro Ansatz in 50 µl Saponinpuffer. Die Färbung wurde 20 min 

im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden die Zellen wiederum in PBS 

gewaschen und bei Bedarf mit 200 µl PBS 1% PFA fixiert.  

 

 

3.2.4.6 Messung und Auswertung 

Die Auswertung der Versuche erfolgte mit dem Programm FACS Diva. Die Mess-

ergebnisse wurden entweder eindimensional als Histogramm oder zweidimensional 

als Dot Plot dargestellt. Durch das Setzen sog. Regionen ließen sich Zellpopulationen 

im Dot Plot eingrenzen und Aussagen auf bestimmte Teilpopulationen beschränken. 

Eingegrenzte Zellpopulationen konnten in zusätzlichen Dot Plots auf weitere Eigen-

schaften untersucht werden. In der angewendeten Auswertungs-Strategie wurden die 

Zellen als erstes bezüglich Forward- und Sidescatter (FSC/SSC), d.h. nach Größe und 

Granularität dargestellt. Diese Ansicht erlaubte eine orientierende Differenzierung  von 

Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten und toten Zellen (Abb. 14). Nun konnten 

entweder nur Lymphozyten oder alle Leukozyten separat weiter analysiert werden.  
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A B 

  

Abb. 14: Eingrenzung von Lymphozyten und Leukozyten 

Zu sehen sind die nach Größe (FSC-A) und Granularität (SSC-A) aufgetrennten Zellen. In A 

umgrenzt die Region nur die Lymphozyten, in B die gesamten lebenden Leukozyten. 

 

 

Bei vitalen Einzelzellen korrelieren deren Signale im FSC-A/FSC-H-Diagramm eng, 

d.h. die Zellen liegen annähernd auf einer Linie. Komplexe aus zwei oder mehreren 

aneinander haftenden Zellen sowie tote Zellen führen zu falschen Messergebnissen 

und sollen daher von der Analyse ausgeschlossen werden. Diese Komplexe wurden 

mit Hilfe der Dubletten-Region aussortiert (Abb. 15). Die Schnittmenge von FSC/SSC-

Region und Einzelzellen-Region bestand somit v.a. aus lebenden Einzelzellen.  

 

 

Abb. 15: Ausgrenzung der Dubletten 

Die Zellen sind nach Höhe (FSC-H) und Fläche (FSC-A) des Signals aufgetrennt. In der Region 

befinden sich etwa 90% der Zellen.  

 

 

Kennzeichnend für hämatopoetische Zellen ist die Expression der Rezeptortyrosin-

phosphatase CD45. Der verwendete monoklonale Antikörper erkennt alle Isoformen 

von CD45. Da die Zellpopulationen im Bezug auf alle hämatopoetischen Zellen ange-

geben wurden, wurde auf die lebenden Einzelzellen eine CD45-Region gelegt. CD11b 

ist die α-Untereinheit eines Integrins und bildet mit CD18 als β-Untereinheit das 

αMβ2-Integrin. Dieses ist auf allen Zellen der myeloischen Reihe exprimiert. Zur Dar-
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stellung der Granulozyten und Monozyten wurde der CD45-Region eine zusätzliche 

CD11b-Region nachgeschaltet (Abb. 16). Anhand der prozentual ermittelten Sub-

populationen und der in der Zählkammer gezählten Zellen wurden schließlich die ab-

soluten Zellzahlen für verschiedene Zellpopulationen errechnet.  

 

A B 

  

Abb. 16: Identifizierung hämatopoetischer Zellen 

Alle hämatopoetischen Zellen exprimieren eine Isoform von CD45. A: In der CD45-positiven 

Population lassen sich bereits mehrere Subpopulationen abgrenzen. B: Eingrenzung myeloider 

Zellen mittels CD11b. 

 

 

3.2.5 Histologische Methoden 

 

3.2.5.1 Einbettung und Präparatherstellung 

Histologische Untersuchungen geben Aufschluss über pathologische Veränderungen 

wie Infiltration von Leukozyten oder Veränderungen der Gewebearchitektur. Mit den 

Methoden der Immunhistochemie ist darüber hinaus der spezifische Nachweis von 

Oberflächenantigenen möglich; dies erlaubt die Erkennung spezifischer Zellen sowie 

deren Verteilung im Gewebe.  

 

Eine wichtige Voraussetzung ist die Fixierung der Gewebeprobe. Sie hält das Gewebe 

in möglichst naturgetreuem Zustand, verhindert Autolyse, härtet das Material und tötet 

Mikroorganismen ab. Allerdings werden durch die Fixierung Proteine vernetzt, was 

zum Umbau der natürlichen Struktur führt. Es ergibt sich ein sog. Äquivalenzbild mit 

konstanten Charakteristika, mit denen sich verlässlich arbeiten lässt.  

 

Die Präparatherstellung begann mit der Immersionsfixierung der Gewebeproben in 

3 ml 4%igem Formaldehyd. Nach einer Lagerung von 24 h bei 4°C wurden die Proben 

zweimal mit PBS gewaschen. Für die nun folgende Paraffin-Einbettung wurden die 

gewaschenen Proben jeweils in Einbettkassetten gebracht. Der anschließende Durch- 
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lauf der Kassetten durch die Tauchbäder der aufsteigenden Alkoholreihe, der Klär-

medien sowie die des flüssigen Paraffins fand vollautomatisch mithilfe des Gewebe-

einbettautomaten Shandon Citadel 1000 statt (Tab. 4).  

 

Tab. 4: Programm für die Paraffin-Einbettung 

Der Durchlauf der Einbettkassetten durch die Tauch- 

bäder erfolgte mittels Gewebeeinbettautomaten. 

 

  Stufe Dauer [h:min] Lösung 
   

 1 

 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

2:30 h 

1:00 h 

1:00 h 

1:00 h 

1:00 h 

1:00 h 

1:30 h 

1:00 h 

1:00 h 

1:30 h 

1:00 h 

1:30 h 

Ethanol, 60% 

Ethanol, 70% 

Ethanol, 96% 

Ethanol, 96% 

Ethanol, 100% 

Ethanol, 100% 

Ethanol, 100% 

Xylol 

Xylol 

Xylol 

Paraffin I 

Paraffin II 
   

 

Die Alkoholreihe diente der Entwässerung der Präparate. Damit wurden sowohl die 

wässrige Fixierlösung als auch Überreste des Gewebewassers entfernt. Xylol diente 

der Klärung; in diesem Reagenz sind sowohl Alkohol als auch Paraffin löslich. Nun 

wurde das Gewebe mit verflüssigtem Paraffin bei 58°C durchtränkt. Zuvor wasserge-

füllte Räume wurden jetzt durch das Einbettmedium ausgefüllt. Anschließend wurde 

an der Gießstation die Probe mittels Gussform in einen Paraffinblock gegossen. Nach 

vollständigem Erkalten konnten von diesem Paraffinquader mittels Mikrotom dünne 

Schnitte angefertigt werden. Sowohl für die reine H.E.-Färbung (Hämatoxylin-Eosin) 

als auch für die Immunhistochemie wurden 3 µm dicke Schnitte hergestellt.  

 

Die Gewebeschnitte wurden auf Glasobjektträger gebracht. Vor der H.E.-Färbung war 

eine Herauslösung des Paraffins mittels Xylol und absteigender Alkoholreihe 

erforderlich, da die Färbekomponenten wasserlöslich sind. Nach dem Färbevorgang 

wurde das Präparat eingedeckt. In dieser Arbeit kam die H.E.-Färbung entweder als 

alleinige Färbung oder als Übersichtsfärbung in Ergänzung zur Immunhistochemie zur 

Anwendung. 
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3.2.5.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Kombination aus Hämatoxylin-Färbung und Eosin-Gegenfärbung ist eine Stan-

dardfärbung in der Histologie. Der aus Hämatoxylin und Alaun hergestellt Farbstoff 

Hämalaun färbt Zellkerne, zytoplasmatische Organellen und Strukturen, die reich an 

rauem endoplasmatischem Retikulum sind, blau-violett an. Der saure Farbstoff Eosin 

färbt andere zytoplasmatische Bestandteile sowie faserige extrazelluläre Kompo-

nenten rot an (Riedelsheimer und Welsch 2012). 

 

Nach Entparaffinisierung wurden die Präparate für 1 min in Hämalaun gegeben und 

danach sofort für 10 min in Leitungswasser gewaschen. Bei der anschließenden Dif-

ferenzierung mittels saurer Alkohollösung (HCl-Ethanol) wurde unspezifisch gebun-

denes Hämalaun entfernt. Die Anhebung des pH-Wertes mittels 2-minütiger Spülung 

stoppte diesen Prozess. Es folgte die Gegenfärbung mit 0,5 % wässriger Eosinlösung 

für ca. 20 s. Durch zweimalige, kurze Spülung wurde anschließend das Eosin entfernt. 

Durch eine aufsteigende Alkoholreihe (1x 96% EtOH, 3x 100% EtOH) wurde das Prä-

parat wieder vollständig entwässert und anschließend mittels Xylol geklärt. Danach 

erfolgte die Eindeckung des Präparates.  

 

Auswertung H.E.-gefärbter Schnitte 

Die Befundung der H.E.-gefärbten Schnitte erfolgte anhand eines Scoring-Systems. 

Dabei wurde die Pathomorphologie des Gewebes anhand der Beschaffenheit von 

Epithelien und Krypten beurteilt (Cooper et al. 1993). Je nach Ausprägung der Ent-

zündungszeichen wurden diese Merkmale anhand einer Skala von 1 bis 5 bewertet. 

Die Summe der Einzelwerte ergab einen Scoring-Wert zwischen 2 (gesunder Darm) 

und 10 (maximal ausgeprägte Schädigung, Tab. 5). 

 

Tab. 5: Histologischer Score 

 

Epithel Score  Krypten Score 
     

Normale Morphologie 

Verlust von Becherzellen 

Verlust von Becherzellen (große 

Arealen) 

Verlust von Krypten 

Verlust von Krypten (große Areale) 

1 

2 

3 

 

4 

5 

 Kein Infiltrat 

Infiltrat im Bereich der Krypten 

Infiltrat erreicht die Muscularis mu-

cosae 

Verdickung der Mukosa 

Infiltrat in der Submukosa 

1 

2 

3 

 

4 

5 
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3.2.5.3 Immunhistochemische Färbung 

Die Immunhistochemie ist eine Spezialfärbung, bei der im Gewebeschnitt mittels Anti-

körpern ein definiertes Antigen nachgewiesen werden kann. Der erste Schritt ist die 

Inkubation mit einem Primärantikörper, der spezifisch für das gesuchte Antigen ist. An 

den Fc-Teil des Antikörpers kann nun ein biotinylierter Sekundärantikörper binden, 

welcher über Avidin ein biotinlyiertes Enzym trägt (Abb. 17). Das Enzym kann ein zu-

gegebenes Substrat, in den durchgeführten Versuchen das Neufuchsin, umsetzen und 

durch einen Farbumschlag die Detektion ermöglichen.  

 

 
 

Abb. 17: Prinzip der immunhistochemischen Färbung 

Die Primärantikörper sind imstande, in Gewebeschnitten ihr Epitop zu binden. Durch zusätz-

liche Bindung eines Biotin-Sekundärantikörpers sowie eines Komplexes aus Avidin und bio-

tinylierter alkalischer Phosphatase (AP) kann eine Farbreaktion zum Nachweis des Epitops 

erfolgen (schematisiert gezeigt). Durch mehrfache Biotinylierung des Sekundärantikörpers 

können viele Avidine binden, was die Detektion nur schwach exprimierter Antigene ermöglicht. 

 

 

In den nachfolgend vorgestellten Versuchen wurden Primärantikörper gegen Mac2, 

F4/80 und Ly6G verwendet. Zur Übersicht wurden die Präparate zusätzlich H.E.-

gefärbt. Dadurch konnten die spezifisch nachgewiesenen Antigene einer bestimmten 

Gewebelokalisation und -struktur zugeordnet werden.  

 

Immunhistochemische Färbung: Ly6G 

Ly6G ist ein GPI-verankertes Membranprotein und eine Isoform des myeloiden Diffe-

renzierungsantigens Gr-1 (Daley et al. 2008). Der hier verwendete Antikörper NIMP-

R14 erkennt Ly6G, welches vorwiegend auf Granulozyten exprimiert ist.  
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Zunächst wurden die Schnitte in absteigender Alkoholreihe und Xylol deparaffiniert 

sowie für 5 min unter fließendem Wasser gewaschen. Eine Freilegung der Epitope 

erfolgte durch Inkubation mit der Protease 24 für 15 min bei 37°C. Gestoppt wurde die 

Reaktion anschließend mit 100% Ethanol. Anschließend erfolgte für 5 min unter flie-

ßendem Wasser der erste Waschschritt der Probe. Zur Blockierung freier unspezifi-

scher Bindungsstellen wurde das Gewebe für 30 min mit 5% Pferdeserum (PS) in PBS 

inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe des Primärantikörper-Ansatzes in 5% PS 

in PBS. Die Inkubation wurde bei 4°C für 24 h durchgeführt. Am nächsten Tag erfolgte 

zunächst ein Waschschritt für 5 min unter fließendem Wasser. Dann wurde mit dem 

Zweitantikörper, Biotin-anti-Ratte-Fc, für 30 min inkubiert. 

 

Für die Detektion des gebundenen Sekundärantikörpers wurde der Avidin-

biotinyliertes-Enzym-Komplex-Ansatz (ABC-Ansatz) hergestellt. Für diesen Ansatz 

wurden Avidin und die biotinylierte Alkalische Phosphatase (AP) zusammengegeben 

und 1:200 in Tris-Puffer (TBS) verdünnt. Nach sorgfältiger Mischung und 30-minütiger 

Inkubation wurde dieser Ansatz auf den Objektträger gegeben dieser für 1 h inkubiert. 

Durch die ABC-Methode werden biotinylierte Antikörper sehr sensitiv detektiert, da 

diese über Avidin drei Enzymmoleküle binden können. In einem folgenden 

Waschschritt wurden ungebundene Avidin- und Biotinkomplexe entfernt. 

 

Die Farbentwicklung erfolgte durch die Zugabe des Substrats Neufuchsin und 

30-minütige Inkubation im Dunkeln. Die AP überführte den Farbstoff durch De-

phosphorylierung in die leuchtend rote Form. Die Farbentwicklung wurde unter dem 

Mikroskop kontrolliert. Bei geeigneter Färbeintensität wurde die Reaktion durch 

Waschen unter fließendem Wasser und Ansäuerung mittels HCl-Wasser gestoppt. 

Nach erneutem Waschen für 5 min unter fließendem Wasser erfolgte die Kernfärbung 

mittels Hämalaun. Anschließend wurde das Präparat eingedeckt.  

 

Immunhistochemische Färbung: F4/80 

Mit der immunhistochemischen Detektion des Antigens F4/80 durch den Antikörper 

BM8 werden murine Monozyten und Makrophagen dargestellt (Schaller et al. 2002). 

Die Färbung begann mit der Deparaffinierung in absteigender Alkoholreihe und Anti-

gendemaskierung. Diese erfolgte durch Behandlung mit Trypsin für 10 min bei 37°C. 

Danach wurden die Proben kurz in 100% Alkohol getaucht und unter fließendem 

Wasser abgespült. Dann wurden die Proben für 5 min in TBS pH 7,4 getaucht und 

unspezifische Bindungsstellen durch Zugabe von 5% PS in TBS blockiert. Die Zugabe 

des Primärantikörpers erfolgte in einer 1:300 Verdünnung in 5% PS in TBS, 

anschließend wurden die Proben 24 h inkubiert. Am nächsten Tag erfolgten drei der 

oben beschriebenen Waschschritte von jeweils 5 min. Anschließend wurden die Prä-
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parate mit einem biotinylierten Esel-anti-Ratte-Fc-Antikörper in TBS für 30 min bei RT 

inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt, durchgeführt wie oben.  

 

Während der Inkubation des Sekundärantikörpers wurde, wie oben beschrieben, der 

ABC-Ansatz hergestellt und nach dem Waschschritt für eine 30-minütige Inkubation 

hinzugegeben. Es folgte ein Waschschritt der Präparate in TBS. Die anschließende 

Farbreaktion, Kernfärbung und zuletzt die Einbettung wurde wie oben beschrieben 

durchgeführt. Durch die F4/80-Färbung erscheinen Makrophagen membranär und 

zytoplasmatisch rot gefärbt, die Zellkerne sind blau dargestellt.  

 

Immunhistochemische Färbung: Mac2 

Galectin 3, mit anderem Namen Mac2, ist ein Lektin, welches von inflammatorischen 

Makrophagen synthetisiert und sezerniert wird (Cherayil et al. 1990). Mac2 wird in ge-

ringem Umfang auch von anderen Zellen im Gewebe exprimiert. Für die Mac2-

Färbung wurden die Präparate nach Deparaffinierung und Rehydrierung zunächst in 

Citratpuffer bei pH 6,1 für 25 min gekocht. Der Citratpuffer wurde für 15 min auf Eis 

abgekühlt und die Präparate je zweimal für je 5 min in Aqua dest. bzw. PBS gewa-

schen. Das Abblocken unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mittels 1:20 verdünn-

tem PS in PBS für 30 min bei RT. Anschließend wurde mit dem Primärantikörper in 

einer 1:1000 Verdünnung in 1:20 PS in PBS für 24 h bei 4°C inkubiert. Danach folgten 

zunächst drei jeweils 5-minütige Waschschritte in PBS. Anschließend wurde der 

Sekundärantikörper in 1:20 PBS für eine 30-minütige Inkubation hinzugegen. Es 

schlossen sich drei jeweils 5-minütige Waschschritte an, bevor der vorbereitete 

Avidin-AP-Komplex hinzu gegeben wurde. Die Farbentwicklung mittels Neufuchsin, 

Kernfärbung und Eindeckung erfolgte wie bei der F4/80-Färbung.  

 

3.2.6 Myeloperoxidase-Test 

Der Myloperoxidase-Test (MPO-Test) liefert ein quantitatives Maß für die Infiltration 

von Granulozyten. Neutrophile Granulozyten exprimieren spezifisch das Enzym Mye-

loperoxidase, welches sich in den primären (azurophilen) Granula befindet. Beim 

MPO-Assay wird die Aktivität der Myeloperoxidase durch Umsatz eines Redox-

indikators photometrisch bestimmt. Die gemessene enzymatische Aktivität korreliert 

mit der Enzymmenge und ist somit ein Maß für die Invasion der Granulozyten in das 

untersuchte Gewebe. Um Schwankungen in der Menge des eingesetzten Gewebes 

auszugleichen, wurde die MPO Aktivität auf die eingesetzte Proteinmenge standardi-

siert. Deshalb wurde parallel zur MPO-Messung der Proteingehalt im Lysat bestimmt 

und aus der gemessenen MPO-Aktivität und Proteinmenge ein Quotient gebildet. Der 

Quotient wurde als Maß für die Infiltration neutrophiler Granulozyten verwendet.  
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3.2.6.1 Enzymatischer Myeloperoxidase-Assay 

Zunächst wurde ein 1 cm langes Stück aus der Mitte des Kolons herausgeschnitten, in 

PBS gewaschen und in ein vorbereitetes 2 ml-Reaktionsgefäß gegeben, in dem be-

reits 300 µl MPO-Puffer (s. 3.1.8 Medien und Lösungen) und ein 5 mm-Edelstahl-Bead 

vorgelegt waren. Die Proben wurden umgehend in flüssigem Stickstoff eingefroren 

und erst vor der Homogenisierung durch den Tissuelyser kurz angetaut. Anschließend 

wurden die Proben 5 min mit einer Frequenz von 30/s lysiert.  

 

Das Lysat wurde mit MPO-Puffer (s. 3.1.8 Medien und Lösungen) auf 1 ml aufgefüllt 

und bei 10000 rpm für 15 min zentrifugiert. Nach Entfernen des Überstandes und Re-

suspension des Pellets mit 300 µl MPO-Puffer + HTAB erfolgte der zweite Lyseschritt 

im Tissuelyser. Anschließend wurden 700 µl MPO-Puffer hinzugefügt, das Lysat ge-

mischt und mittels Ultraschall für 20 s lysiert. Schließlich erfolgte ein weiterer Lyse-

schritt: Ein dreimaliger Zyklus, bestehend aus Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff 

und Auftauen bei Raumtemperatur. Nach erneuter Zentrifugation bei 10000 rpm für 

15 min wurde der Überstand entnommen. Dieser enthielt nun sowohl Plasmaproteine 

als auch membranassoziierte Proteine wie die Myeloperoxidase.  

 

Die photometrische Messung erfolgte bei 460 nm. Da die MPO-Substratlösung (s. 

3.1.8 Medien und Lösungen) neben dem MPO-Substrat H2O2 auch den Redox-

indikator O-Dianisidin enthielt, wurde sie erst unmittelbar vor der Messung mit dem 

Überstand in einem Verhältnis von 9:1 gemischt. Praktisch wurde so vorgegangen, 

dass zu Beginn der Messung 900 µl der reinen MPO-Substratlösung gemessen und 

dieser Wert gleich null gesetzt wurde. Sofort nach Zugabe von 100 µl des Über-

standes begann die Reaktion und damit der Farbumschlag. Dieser wurde durch Mes-

sungen im Abstand von 30 s erfasst. Als Maß für die MPO-Aktivität wurde die Stei-

gung der Absorptionskurve über die Zeit verwendet.  

 

 

3.2.6.2 Proteinbestimmungen mittels BCA 

Dieser Test beruht auf der Biuret-Reaktion. Einwertige Kupferionen bilden mit zwei 

Molekülen der Bicinchoninsäure (BCA) einen Komplex, welcher Licht der Wellenlänge 

540 nm absorbiert. Die einwertigen Kupferionen entstehen durch Reduktion von zwei-

wertigen Kupferionen in alkalischem Milieu in Anwesenheit von Proteinen. Die Reak-

tion ist dabei direkt von der Proteinkonzentration abhängig. 

 

Für die Analysen wurde der BCA-Test von Thermo Scientific verwendet. Der Proben-

ansatz erfolgte in einer 96-Well-Mikrotiterplatte. Zunächst wurde mittels mitgelieferter 
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Rinderalbumin-Stocklösung (BSA, Bovine Serum Albumine) eine Standardreihe ange-

fertigt. Anschließend wurden von den zu messenden Proben jeweils 10 µl in die aufei-

nander folgenden Wells gegeben. Dann wurde ein Reaktionsmix aus 50 Teilen Rea-

genz A (Lauge) und 1 Teil Reagenz B (Kupfer-II-Sulfat) hergestellt. Von diesem Reakti-

onsmix wurden 200 µl zu den einzelnen Proben hinzu gegeben. Anschließend wurden 

die Proben für 30 min bei 37°C inkubiert und danach gemessen. Für jeden Wert wurde 

eine Doppelbestimmung durchgeführt. 

 

 

3.2.7 Graphische Darstellung und Statistik 

Die Abbildungen und Diagramme wurden mit Corel Draw X3 und GraphPad Prism 4.0 

erstellt, einzelne Abbildungen auch mit StepOnePlus (Diagramme zur RT-PCR) und 

PyMOL (Proteindarstellungen). Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad 

Prism 4.0 und Excel. Für die Auswertung des klinischen Assessments, des histolo-

gische Scorings und der Ergebnisse der Real-Time PCR wurde aufgrund der nichtpa-

rametrischen Werteverteilung der Mann-Whitney-Test angewendet. Dabei erfolgte 

zunächst mittels Kruskal-Wallis-Test die Überprüfung, ob signifikante Unterschiede 

zwischen den Stichproben bestanden. Wenn dies der Fall war, wurde durch 

Anwendung des Mann-Whitney-Tests ermittelt, zwischen welchen Versuchsgruppen 

die Unterschiede Signifikanz erreichten (Bortz und Schuster 2010). Die p-Werte der zu 

vergleichenden Ergebnisse wurden mit GraphPad Prism 4.0 berechnet, ein p-Wert 

> 0,05 wurde als signifikanter Unterschied angesehen. 
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4. Ergebnisse 
 

 

Das Ergebniskapitel dieser Dissertation gliedert sich in drei Abschnitte. Im ersten Teil 

wurde die gewebespezifische Expression von CD38 untersucht. Dafür wurden Lym-

phozyten und myeloide Zellen aus den Kompartimenten Milz, Lymphknoten und Darm 

durchflusszytometrisch analysiert. CD38 konnte als Teil des darmspezifischen Phä-

notyps verifiziert werden. Ein Schwerpunkt unserer Versuche lag auf der Anwendung 

des DSS-Entzündungsmodells (DSS: Dextransulfat-Sodium). In diesem Krankheits-

modell wurden WT-, CD38-/-, ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere verglichen. Die Er-

gebnisse der DSS-Kolitis-Experimente werden im zweiten Abschnitt vorgestellt. Hier 

wurden auffällige Unterschiede zwischen WT- und CD38-/- Tieren beobachtet. Das 

klinische Erscheinungsbild, die Gewichtsanalyse und die Auswertung histologischer 

und immunhistochemischer Untersuchungen zeigten ein vermindertes Entzündungs-

geschehen in CD38-/- Tieren. Als weitere Korrelate der Darmentzündung wurden die 

Expressionslevel inflammatorischer und chemotaktischer Zytokine untersucht. Zur 

Kontrolle dienten jeweils unbehandelte WT- und CD38-/- Tiere. Im letzten Abschnitt 

wurde der Einfluss von CD38 auf T-Zellpopulationen unter homöostatischen Bedin-

gungen untersucht. In diesen Versuchen wurden Lymphozyten aus gesunden WT- und 

CD38-/- Tieren stimuliert und die Zytokinproduktion durchflusszytometrisch analysiert. 

Es ergaben sich Hinweise, dass CD38 bereits unter homöostatischen Bedingungen 

Einfluss auf die Zusammensetzung von T-Zellpopulationen hat.  

 

 

4.1 Expression von CD38 auf Lymphozyten und myeloiden Zellen 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass CD38 auf Lymphozyten im Darm, 

verglichen mit Lymphozyten der Milz oder aus anderen Kompartimenten, hoch expri-

miert ist. Dies sollte zunächst bestätigt werden. Dafür wurde die Expression von CD38 

auf Lymphozyten und auf myeloiden Zellen aus der Milz, den mesenterialen Lymph-

knoten und dem Kolonepithel untersucht.  

 

 

4.1.1 Expression von CD38 auf Lymphozyten 

Zur Untersuchung der CD38-Expression auf Lymphozyten wurden Zellen aus gesun-

den C57BL/6J-Tieren verwendet. Die Organe wurden entnommen, die Lymphozyten 

wie beschrieben aufgereinigt und gefärbt (Tab. 6).  
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Tab. 6: Färbung der Lymphozyten 

 

Antigen Fluorochrom 
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Abb. 18: Expression von CD38 auf T-Lymphozyten 

Die Zellen wurden mittels FSC-SSC-, Einzelzellen- und CD45-Region vorselektioniert. Die Dia-

gramme unter A und B zeigen jeweils oben Lymphozyten aus WT-Tieren, unten solche aus 

CD38-/- Tieren. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus insgesamt drei Experimen-

ten dieser Art. A: Expression von CD38 auf Milzlymphozyten. B: Expression von CD38 auf 

Lymphozyten aus dem Kolonepithel. Die beiden CD8α/CD38 Diagramme beinhalten sowohl 

unkonventionelle CD8αα T-Zellen als auch konventionelle CD8αβ T-Zellen. C: Mittelwert und 

Standardabweichung des Anteils an CD38-positiven Lymphozyten unter allen CD4-positiven 
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Zellen aus der Milz (Darm vs. Milz: p=0,0015). D: Entsprechende Darstellung für CD8β-positive 

Zellen (Darm vs. Milz: p=0,0003). E: CD8αα T-Zellen kommen normalerweise nur in marginalen 

Zahlen in der Milz vor. Daher werden keine Angaben zur Milz gezeigt (N.D.). Im Darm ist CD38 

praktisch zu 100% auf diesen Zellen exprimiert.  

 

 

T-Lymphozyten aus der Milz exprimieren CD38 gewöhnlich nur sehr schwach. Im vor-

gestellten Experiment waren CD4+ T-Zellen nur zu einem geringen Anteil CD38-positiv, 

CD8+ T-Zellen praktisch CD38-negativ (Abb. 18 A). Die CD38-positive Population im 

unteren rechten Quadranten, die sowohl CD4- als auch CD8β-negativ war, beinhaltet 

vor allem B-Lymphozyten. Diese Zellen sind in der Maus normalerweise hochpositiv 

für CD38, das als Korezeptor bei der B-Zell-Rezeptoraktivierung fungiert. Nicht 

dargestellte Ergebnisse von Lymphozyten aus mesenterialen Lymphknoten zeigten 

eine CD38-Expression, die der Expression in der Milz vergleichbar war. Sämtliche 

CD38-/- Kontrollen zeigten keine Anfärbung von CD38. Im Kolonepithel zeigten mit 

CD4+, CD8αβ+ und CD8αα+ T-Zellen die zahlenmäßig bedeutsamen Subpopulationen 

der Lymphozyten allesamt hohe Expressionen für CD38 (Abb. 18 B). Der Anteil 

CD38-positiver Zellen an der entsprechenden Subpopulation war für CD4+ und 

CD8αβ+ T-Zellen im Darm signifikant höher als in der Milz (Abb. 18 C und D). Auch das 

Ausmaß der CD38-Expression auf CD38-positiven Zellen war deutlich stärker als in 

der Milz.  

 

 

4.1.2 Expression von CD38 auf myeloiden Zellen 

Neben Lymphozyten wurden auch myeloide Zellen auf die Expression von CD38 hin 

untersucht. Da gesundes Darmgewebe praktisch frei von Granulozyten ist und nur 

wenige Makrophagen enthält, wurden für diesen Versuch Leukozyten verwendet, die 

aus Salmonellen-infizierten Tieren stammten. Dafür erfolgte zunächst eine Vorbe-

handlung mit Streptomycin und einen Tag später die orale Infektion mit 109 Salmonel-

len des Typs Salmonella typhimurium (Stamm: SL1344, Barthel et al. 2003). Als Folge 

der Infektion kam es im Rahmen einer ausgeprägten Entzündung zur Rekrutierung von 

Granulozyten und Makrophagen in das Darmgewebe. Zwei Tage nach der Infektion 

mit Salmonellen wurden die Organe entnommen und durchflusszytometrisch analy-

siert (Tab. 7, Abb. 19).  

 

 

 

 

 



Ergebnisse 
 
 

 60 

Tab. 7: Färbung myeloider Zellen 

Makrophagen wurden als CD11b+F4/80+Gr-1int und  

neutrophile Granulozyten als CD11b+F4/80-Gr-1+ 

definiert. 

 

Antigen Fluorochrom 
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F4/80 

Gr-1 

CD38 

CD45 

PE 
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A B 

  
 

Abb. 19: Expression von CD38 auf myeloiden Zellen 

Die Zellen wurden aus Milz und Kolon von WT- und CD38-/- Tieren isoliert, die vorher mit Sal-

monellen infiziert wurden. Die Färbung erfolgte mit den in Tab. 7 aufgeführten Antikörpern. Die 

Zellen wurden mittels FSC-SSC-, Einzelzellen- und CD45-Region vorselektioniert und an-

schließend die myeloiden Zellen noch durch eine CD11b-Region definiert. Die oberen Dia-

gramme zeigen jeweils CD11b+Gr-1+ oder CD11b+F4/80+ Zellen aus WT-Tieren, die unteren die 

entsprechenden Zellen aus CD38-/- Tieren. Es ist ein repräsentatives Ergebnis aus insgesamt 

drei Experimenten dieser Art dargestellt. A: Expression von CD38 auf Zellen aus der Milz.  

B: Expression auf Zellen aus dem Kolonepithel.  

 

 

Zunächst wurden die CD45+CD11b+ Zellen vorselektioniert; hierbei handelt es sich um 

die myeloiden Zellen. An Subgruppen wurden Monozyten und Makrophagen als 

F4/80+ Gr-1int und Neutrophile als F4/80- Gr-1+ definiert. Die Mehrzahl der Granulozyten 

und Makrophagen in der Milz waren CD38-negativ. Dagegen waren im Darm mehr als 



Ergebnisse 
 
 

 61 

die Hälfte der Granulozyten CD38-positiv. Bei den Makrophagen zeigte sich dieser 

Trend ebenfalls, allerdings schwächer ausgeprägt. Von den Makrophagen der Milz ex-

primierten etwa 10% CD38, dagegen waren es im Darm etwa 27% (Abb. 19). Von den 

Zellen aus CD38-/- Tieren waren praktisch alle Zellen negativ für CD38, was auf die 

hohe Spezifität der CD38-Färbung hinweist. 

 

 

4.2 Die Rolle von CD38 im Entzündungsmodell 

Für die Glykohydrolase CD38 konnte ein darmspezifisches Expressionsmuster auf 

Leukozyten festgestellt werden, was ein Hinweis auf eine darmspezifische Funktion 

sein kann. Das intestinale Immunsystem im Darm besitzt spezielle Regulationsmecha-

nismen. Aufgrund des Expressionsmusters und der immunologischen Funktion stellt 

sich die Frage, ob CD38 darmspezifische Regulationsfunktionen ausübt. Vorversuche 

der Arbeitsgruppe hatten ergeben, dass in CD38-/- Tieren Darmentzündungen abge-

schwächt verlaufen. Daher wurden in den nun folgenden Versuchen WT- und 

CD38-/- Tiere in einem intestinalen Entzündungsmodell verglichen. Um Hinweise auf 

die Relevanz von CD38 im extrazellulären Nukleotidstoffwechsel zu erhalten, wurden 

auch ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere in die Versuche einbezogen.  

 

Als Entzündungsmodell wurde die DSS-Kolitis angewendet (Kap. 3.2.1). Diese Kolitis 

entspricht unter klinischen, makroskopisch-anatomischen und histologischen Ge-

sichtspunkten einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung. Als Folge der DSS-

Verabreichung tritt eine Entzündung des gesamten Kolons auf, die Erkrankung impo-

niert durch Gewichtsverlust, makroskopische Blutungen, Darmverkürzung sowie his-

topathologisch durch Kryptenabszesse und entzündliche Infiltrate (Okayasu et al. 

1990, Cooper et al. 1993). In den Experimenten wurden demgemäß Gewicht und klini-

sche Parameter ermittelt, Expressionen von Zytokinen und Chemokinen analysiert und 

schließlich Gewebeproben histopathologisch untersucht.  

 

 

4.2.1 Gewichtsverläufe 

Im Rahmen der DSS-Kolitis kommt es krankheitsbedingt zur Abmagerung der Tiere, 

deren Ausmaß mit der Schwere der Entzündung korreliert. Zur Kontrolle des Gewichts 

wurden die Tiere während des Versuchs täglich gewogen. Im dargestellten Experiment 

folgten die Gewichte zunächst einem in allen Versuchsgruppen ähnlichen Verlauf. Die 

Gewichte blieben bis etwa zu Tag 4 konstant bzw. nahmen leicht zu (Abb. 20). Bis zu 

Tag 5 verliefen die Gewichte in den Versuchsgruppen annähernd ähnlich. Danach 

zeigten alle Versuchsgruppen, mit Ausnahme der CD38-/- Tiere, den Übergang in eine 
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Phase ausgeprägten Gewichtsverlusts. Während das Gewicht der WT-Tiere auf einen 

Mittelwert von etwa 85% fiel, stabilisierte sich das Gewicht der CD38-/- Tiere oberhalb 

von 95%. Außerdem wurde beobachtet, dass ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere 

ebenfalls deutlich an Gewicht verloren, und wie WT-Tiere nach 7 Tagen bei etwa 85% 

des Ausgangsgewichtes lagen. In allen Versuchsgruppen nahm im Verlauf der Kolitis 

die Streuung der Gewichte zu.  
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Abb. 20: Gewichtsverläufe der Versuchstiere 

Jede Versuchsgruppe bestand aus 6 Tieren. Diese wurden für 5 Tage mit 3 % DSS-Trinkwas-

ser behandelt. An Tag 7 wurden die Organe entnommen. Das Gewicht der Tiere wurde täglich 

gemessen und ist prozentual in Relation zum Ausgangsgewicht vor Versuchsbeginn angege-

ben. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung pro Tag und Gruppe. Statistik für 

Tag 7: WT vs. CD38-/- p=0,026, ART2-/- vs. CD38-/- p=0,0087, CD38-/- vs. ART2-/-CD38-/- 

p=0,0152. Statistik für Tag 6: WT vs. CD38-/- p>0,05, ART2-/- vs. CD38-/- p=0,0087, CD38-/- 

vs. ART2-/-CD38-/- p=0,0152. 

 

 

Der Versuch wurde insgesamt fünfmal durchgeführt; davon zeigten viermal die 

CD38-/- Tiere einen verminderten Gewichtsverlust. Im dargestellten Experiment ließen 

sich an Tag 6 signifikante Gewichtsunterschiede im Vergleich CD38-/- vs. ART2-/- und 

CD38-/- vs. ART2-/-CD38-/- Tieren feststellen, am Tag 7 im Vergleich zwischen 

CD38-/- Tieren mit allen anderen Versuchsgruppen. In der Einzelanalyse der Ge-

wichtsverläufe im vorher-nachher Vergleich zeigte sich, dass die Versuchstiergruppen 

WT, ART2-/- und ART2-/-CD38-/- signifikant an Gewichtsprozent verloren hatten. Für 

CD38-/- Tiere wurde dagegen kein relevanter Unterschied vor und nach DSS-

Behandlung festgestellt (Abb. 21). 
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Abb. 21: Gewichtsverläufe in den einzelnen Versuchstiergruppen  

Dargestellt sind die Verläufe des prozentualen Gewichts vom Ausgangsgewicht bis zum Ge-

wicht an Tag 7 des in Abb. 20 vorgestellten Experiments. Statistische Auswertung als 

Wilcoxon-Rangsummentest für verbundene, nicht normalverteilte Werte. WT p=0,031, ART2-/- 

p=0,031, ART2-/-CD38-/- p=0,031. 

 

 

Beide Analysen zeigten einen Gewichtsverlust in allen Versuchsgruppen mit Aus-

nahme der CD38-/- Tiere. In dieser Gruppe war der Gewichtsverlust der Versuchstiere 

abgemildert oder nicht vorhanden. Diese Beobachtung könnte auf ein abgeschwäch-

tes Entzündungsgeschehen in diesen Tieren hinweisen. Dieser Trend der Verschlech-

terung klinischer Parameter unter der DSS-Kolitis (in allen Versuchsgruppen außer in 

CD38-/- Tieren) zeigte sich auch im klinischen Assessment und entsprach den Be-

obachtungen mehrerer Vorversuche.  
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4.2.2 Klinisches Assessment 

 

Messung der Darmlänge 

Um das Ausmaß der Entzündung zu evaluieren, wurden in Ergänzung zum Gewichts-

verlauf weitere klinische Parameter erfasst. Zu diesen Parametern gehört die Darm-

länge, die bei schweren Entzündungen reduziert ist. Da größere bzw. schwerere Tiere 

auch größere Organe besitzen, wurde die Darmlänge auf das Ausgangsgewicht nor-

malisiert.  
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Abb. 22: Darmlänge gesunder und DSS-behandelter Tiere  

Zwischen 5 und 7 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS behandelt. An Tag 7 wur-

den die Organe entnommen und die Darmlänge gemessen. A: Vergleich naiver und DSS-

behandelter WT- und CD38-/- Tiere. B: DSS-behandelte ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere. 

Für diese Tiere wurden keine naiv-Werte bestimmt.  

 

 

Im Vergleich zwischen behandelten und unbehandelten WT-Tieren zeigten sich die 

Auswirkungen einer schweren Kolitis auf die Darmlänge. Im Experiment sanken so-

wohl die absolute Darmlänge (Abb. 22 A) als auch die normalisierte Darmlänge, letz-

tere von etwa 0,35 cm/g in gesunden WT-Tieren auf etwa 0,28 cm/g in DSS-behan-

delten WT-Tieren (Abb. 23 A). Die normalisierte Darmlänge fiel sowohl in WT- als auch 

in CD38-/- Tieren durch DSS-Behandlung in statistisch signifikantem Ausmaß ab. 
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Abb. 23: Längen/Gewichtsverhältnis gesunder und DSS-behandelter Tiere 

Versuchsgruppen wie Abb. 22. Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung der nor-

malisierten Darmlängen. A: WT naiv vs. WT DSS p=0,0087, CD38-/- naiv vs. CD38-/- DSS 

p=0,0043, WT DSS vs. CD38-/- DSS p=0,021. B: Vergleich von WT DSS und CD38-/- DSS 

(aus A) mit ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren: CD38-/- DSS vs. ART2-/- DSS p=0,0078, 

CD38-/- DSS vs. ART2-/-CD38-/- DSS p=0,0033, alle anderen Analysekombinationen p>0,05.  

 

 

DSS-behandelte CD38-/- Tiere zeigten im Vergleich zu behandelten WT-Tieren nicht 

nur eine im Mittel größere absolute Darmlänge, auch die mittlere normalisierte Darm-

länge war in einem statistisch signifikanten Maß größer. Diese Differenz war in allen 

vier durchgeführten Experimenten vorhanden, unterlag jedoch Schwankungen. Außer-

dem zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede in der normalisierten Darmlänge 

zwischen DSS-behandelten CD38-/- Tieren (Abb. 23 A) und DSS-behandelten ART2-/- 

sowie ART2-/-CD38-/- Tieren (Abb. 23 B, nicht eingezeichnet). 

 

Klinischer Score 

Das Entzündungsgeschehen wurde außerdem durch Anwendung eines klinischen 

Scores quantifiziert. Wie bei dem klinischen Parameter Darmlänge bestanden auch in 

diesem Test große individuelle Schwankungen innerhalb der Versuchstiergruppen. 

Dennoch zeigten CD38-/- Tiere eine signifikant verminderte Entzündungspathologie 

gemäß Scoring-Wert. Dieser Trend ließ sich auch in den anderen durchgeführten 

Experimenten in unterschiedlicher Ausprägung beobachten.  
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 Tab. 8: Klinischer Score 
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Grading Score 
  

Normal geformte Pellets,  

kein Blut 

 

Weiche Pellets 

 

Weiche Pellets, Blutbeimengung 

 

Keine Pellets, blutiger Stuhl 

 

Keine Pellets, massive rektale 

Blutung 

1 

 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

  

 

 

 

Abb. 24: Auswertung des klinischen Scorings 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS behandelt. Im Rahmen der 

Organentnahme an Tag 7 wurde der klinische Score der Tiere erhoben. Dargestellt sind Mittel-

wert und Standardabweichung der Scoring-Werte der Gruppen. CD38-/- vs. ART2-/- 

p=0,0147, CD38-/- vs. ART2-/-CD38-/- p=0,0031.  

 

 

Abbildung 24 fasst das Ergebnis des Scorings zusammen. CD38-/- Tiere zeigten an 

Tag 7 deutlich geringere Werte, was auf ein geringeres Ausmaß der Entzündung in 

diesen Tieren hinweist. ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere besaßen Scoring-Werte, 

die etwa denen von WT-Tieren entsprachen, was auf ein schweres 

Entzündungsgeschehen wie in WT-Tieren hindeutet. Die Unterschiede zwischen 

CD38-/- und ART2-/- sowie CD38-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren erreicht statistische 

Signifikanz. Die Ergebnisse des klinischen Scorings korrelieren auch mit dem 

Gewichtsverlauf der entsprechenden Versuchsgruppen (Abb. 20).  

 

4.2.3 Histologischer Score 

Die Untersuchungen von Gewichtsverläufen und klinischen Parametern wiesen auf ein 

abgemildertes Entzündungsgeschehen in CD38-/- Tieren im Vergleich zu WT-Tieren 

hin. Diese Beobachtungen sollten in weiteren Experimenten überprüft werden. Um 

direkte Einblicke in das Entzündungsgeschehen im Darm zu erhalten, wurden Paraf-

finschnitte von Gewebeproben angefertigt und mit Hämatoxylin-Eosin (H.E.) bzw. 
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immunhistochemisch gefärbt. Für diese Schnitte wurde Kolongewebe von DSS-

behandelten WT- und CD38-/- Tieren entnommen. Für die Fixierung und Einbettung 

wurde eine knapp 1 cm lange Gewebeprobe aus dem mittleren Drittel des Kolons her-

ausgeschnitten, längs aufgetrennt und mehrfach in PBS gewaschen. Anschließend 

wurde das Gewebe in 4% Formaldehyd fixiert, erneut gewaschen, entwässert und 

schließlich in Paraffin eingebettet und geschnitten. Diese Schnitte wurden nach Ent-

paraffinierung mittels H.E. gefärbt (Abb. 25). 

 

  

  

  

WT CD38-/- 

Abb. 25: Histopathologie der Kolitis in WT- und CD38-/- Tieren 

Für die Präparate wurde Kolongewebe von WT- und CD38-/- Tieren entnommen, die für 5 

Tage mit DSS-Wasser und 2 Tage mit normalem Trinkwasser behandelt wurden. Nach Fixie-

rung und Einbettung wurden Gewebeschnitte hergestellt und mittels H.E. gefärbt. A: WT-Tiere 

B: CD38-/- Tiere (Das Darmlumen wurde hier durch den tangentialen Schnitt nicht ange-

schnitten). Die Fotos geben jeweils repräsentative Ergebnisse für DSS-behandelte Tiere 

wieder. Die Vergrößerung beträgt 100x in der Übersicht und 300x in der Detailansicht.  

 

 

Im Darm von WT-Tieren waren zahlreiche Kryptenverflachungen bis hin zum völligen 

Verlust der Krypten erkennbar sowie eine entzündliche Infiltration der Mukosa. Auch 

die Submukosa zeigte sich stellenweise dicht mit Lymphozyten infiltriert. Insgesamt 
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zeigte sich in WT-Tieren das Bild einer schweren Entzündung. In CD38-/- Tieren war 

eine gering ausgeprägte apikale Schädigung der Zotten auszumachen. Die Krypten 

waren im Wesentlichen intakt, eine submuköse Infiltration fehlte. Die pathologischen 

Veränderungen waren im Unterschied zu den WT-Tieren stark reduziert (Abb. 25).  

 

Für eine unabhängige und professionelle Auswertung wurden die Schnitte verblindet 

und randomisiert an Dr. Joachim Velden aus dem Institut für Pathologie übergeben. 

Die Auswertung erfolgte anhand eines Klassifikationssystems, das das Ausmaß der 

pathologischen Epithel- und Kryptenveränderungen erfasst. Dabei wurden Gewebe-

veränderungen jeweils auf einer Skala von 1 bis 5 bewertet und der Gesamtscore 

durch die Addition der Zahlenwerte errechnet (Tab. 9, Abb. 26). Gesundes Kolonge-

webe enthält keine entzündlichen Infiltrate und ist durch zahlreiche Becherzellen sowie 

durch intakte Kryptenstrukturen gekennzeichnet. Es nimmt gemäß des histologischen 

Scores den Wert 2 an. 

 

Tab. 9: Histologischer Score 

 

Epithel Score  Krypten Score 
     

Normale Morphologie 

Verlust von Becherzellen 

Verlust von Becherzellen (große 

Areale) 

Verlust von Krypten 

Verlust von Krypten (große Areale) 

1 

2 

3 

 

4 

5 

 Kein Infiltrat 

Infiltrat im Bereich der Krypten 

Infiltrat erreicht die Muscularis 

mucosae 

Verdickung der Mukosa 

Infiltrat in der Submukosa 

1 

2 

3 

 

4 

5 
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Abb. 26: Auswertung des histologischen Scorings 

Bewertet wurden die H.E.-gefärbten Gewebeschnitte von Kolongewebe aus DSS-behandelten 

WT-, CD38-/- sowie ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren. Jede Versuchsgruppe bestand aus 6 

Tieren. Dargestellt sind die Einzelergebnisse, der Balken markiert den Median. WT vs. CD38-/- 

p=0,033, CD38-/- vs. ART2-/-CD38-/- p=0,0078, CD38-/- vs. ART2-/- p=0,0509 (ns). Die Be-

fundung der Paraffinschnitte wurde von Dr. Joachim Velden aus dem Institut für Pathologie 

durchgeführt.  

 

 

In unseren Versuchen zeigten WT-Tiere ein ausgeprägtes Entzündungsgeschehen, die 

Scoring-Werte streuten um einen Median von 8,5 (Abb. 26). Vergleichbare Ergebnisse 

ließen sich in ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren beobachten, bei denen der Median 

bei etwa 9 bzw. 9,5 lag; in diesen Tieren ließen sich ähnlich schwere pathologische 

Veränderungen nachweisen wie in WT-Tieren. CD38-/- Tiere fielen durch erheblich 

niedrigere Scoring-Werte auf. Bei höherer Streuung als in WT-Tieren lag der Median 

hier etwa bei 5,5, was auf ein deutlich reduziertes Entzündungsgeschehen in dieser 

Versuchsgruppe hinwies. Zwischen WT- und CD38-/- Tieren zeigte sich ein signifi-

kanter Unterschied der Scoring-Werte (p=0,033), sowie auch zwischen CD38-/- und 

ART2-/-CD38-/- Tieren (p=0,0078). Die Scoring-Werte bzw. Mediane von CD38-/- und 

ART2-/- Tieren unterschieden sich deutlich und reichten an das Signifikanzniveau 

heran (p=0,0509). Die histologisch-pathologischen Befunde in den vier Versuchsgrup-

pen korrelierten mit dem klinischen Erscheinungsbild der Versuchstiere.  
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4.2.4 Immunhistochemie 

Mittels Immunhistochemie wurden die Zellen der frühen Immunantwort anhand spezi-

fischer Oberflächenmoleküle im Gewebeschnitt identifiziert. Makrophagen wurden 

jeweils über die Antigene F4/80 und Mac2, neutrophile Granulozyten über Ly6G 

detektiert. Zur Beurteilung der Lokalisation dieser Zellen innerhalb der Gewebearchi-

tektur erfolgte eine Übersichtsfärbung mittels H.E. Es wurden sowohl gesunde als 

auch DSS-behandelte WT- und CD38-/- Tiere untersucht.  

 

  

  

  

WT CD38-/- 

Abb. 27 A: Immunhistochemische Färbung von Monozyten und Makrophagen,  

DSS-behandelte Tiere 

Monozyten und Makrophagen wurden mittels Antikörper-Färbung für das Antigen F4/80 detek-

tiert. Die Vergrößerung beträgt 100x in der Übersicht und 300x in der Detailansicht. Durch die 

Verabreichung von 3% DSS im Trinkwasser für eine Dauer von 5 Tagen wurde die DSS-Kolitis 

induziert. Die Organe wurden an Tag 7 entnommen und eine Gewebeprobe aus dem mittleren 

Kolon zur anschließenden Einbettung in Formalin fixiert. 
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WT CD38-/- 

Abb. 27 B: Immunhistochemische Färbung von Monozyten und Makrophagen,  

gesunde Tiere 

Organentnahme, Fixierung, F4/80- bzw. H.E.-Färbung und Vergrößerung entsprechend den 

Präparaten in Abb. 27 A. Dargestellt sind die Gewebe gesunder WT- und CD38-/- Tiere.  

 

 

In unbehandelten Tieren waren weder in der WT- noch in der CD38-/- Versuchsgruppe 

größere Anzahlen an Makrophagen zu erkennen. In DSS-behandelten Tieren zeigte 

sich in der WT-Versuchsgruppe eine ausgeprägte Entzündung mit zahlreichen infilt-

rierenden Makrophagen, vor allem im Zottenstroma der Lamina propria und in der 

Submukosa. Auch in CD38-/- Tieren war ein Infiltrat von Makrophagen zu beobachten, 

allerdings war die Anzahl der Makrophagen hier deutlich geringer. Die Mac2-gefärbten 

Präparate zeigten ein vergleichbares Infiltrationsmuster wie die F4/80-gefärbten.  
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WT CD38-/- 

Abb. 28 A: Immunhistochemische Färbung von neutrophilen Granulozyten,  

DSS-behandelte Tiere 

Granulozyten wurden mittels Antikörper-Färbung des Ly6G-Antigens detektiert. Bei dieser 

Färbung ist zu beachten, dass die epitheliale Glykokalyx auf der luminalen Oberfläche des 

Epithels eine sehr starke unspezifische Färbung zeigt. Die Vergrößerung beträgt 100x in der 

Übersicht und 300x in der Detailansicht. Durch die Verabreichung von 3% DSS im Trinkwasser 

für eine Dauer von 5 Tagen wurde die DSS-Kolitis induziert. Die Organe wurden an Tag 7 ent-

nommen und eine Gewebeprobe aus dem mittleren Kolon zur anschließenden Einbettung in 

Formalin fixiert. 

 



Ergebnisse 
 
 

 73 

  

  

 
 

WT CD38-/- 

Abb. 28 B: Immunhistochemische Färbung von neutrophilen Granulozyten,  

gesunde Tiere 

Organentnahme, Fixierung, Ly6G- bzw. H.E.-Färbung und Vergrößerung entsprechend den 

Präparaten in Abb. 28 A. Dargestellt sind die Gewebe gesunder WT- und CD38-/- Tiere.  

 

 

Im gesunden Darmgewebe finden sich normalerweise kaum neutrophile Granulozyten. 

Die Rekrutierung der Granulozyten dagegen ist ein Charakteristikum akuter schwerer 

Entzündungen. In unseren Analysen konnten in naiven WT- und CD38-/- Tieren keine 

granulozytären Infiltrate ausgemacht werden. Dagegen wurde in DSS-behandelten 

WT-Tieren, die eine ausgeprägte Entzündung der Mukosa zeigten, eine massive 

Neutrophileninfiltration beobachtet. Im Kontrast dazu zeigten DSS-behandelte 

CD38-/- Tiere eine deutlich reduzierte Infiltration von Neutrophilen.  
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Die Beobachtungen an den immunhistochemisch gefärbten Präparaten lassen sich 

wie folgt zusammenfassen: Die DSS-Kolitis führte zu einer ausgeprägten Infiltration 

von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sowie zu weiteren morphologischen 

Veränderungen. In unbehandelten Tieren war kein Unterschied zwischen WT- und 

CD38-/- Tieren zu erkennen. Die pathologischen Veränderungen in CD38-/- Tieren 

waren im Vergleich zu WT-Tieren stark abgeschwächt. Im Unterschied zu WT-Tieren 

zeigten CD38-/- Tiere eine reduzierte entzündliche Infiltration von Monozyten, Makro-

phagen und neutrophilen Granulozyten. Dieses Ergebnis korreliert weitgehend mit den 

anderen histopathologischen Befunden sowie mit den parallel erfassten klinischen 

Parametern.  
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4.2.5 Expression von Zytokinen und Chemokinen in WT- und CD38-/- Tieren 

Entzündungsreaktionen sind durch die Synthese und Freisetzung zahlreicher Zytokine 

und Chemokine gekennzeichnet. Ihre Bestimmung erlaubt eine Quantifizierung der 

entzündlichen Vorgänge und Rückschlüsse auf beteiligte Zellpopulationen. In den fol-

genden Analysen sollten WT-, CD38-/-, ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere im Hinblick 

auf die Synthese von Zytokinen und Chemokinen verglichen werden.  

 

Bei der Initiation einer Immunantwort sind proinflammatorische Zytokine wie IL-1α, 
IL-6 und TNFα von großer Bedeutung. Die Rekrutierung von Leukozyten geschieht 

durch Chemokine der CC- und CXC-Gruppe. Neutrophile Granulozyten, die wichtigs-

ten Zellen der frühen Immunantwort, werden in der Maus durch CXCL1 und CXCL2 

chemotaktisch angelockt. Monozyten und Makrophagen werden hauptsächlich durch 

CCL1 und CCL2 rekrutiert. Für T-Zellen sind vor allem Chemokine, die die Rezeptoren 

CCR5 und CXCR3 aktivieren, wichtig, wie z.B. CCL5 (RANTES) und CXCL10 (Bromley 

et al. 2008). 

 

Der experimentelle Nachweis von Zytokinen und Chemokinen auf Proteinebene ist 

schwierig, da viele Zytokine im Gewebe nur in geringen Konzentrationen vorliegen und 

oft im Rahmen der Reinigungsprozedur abgebaut werden. Für unsere Analysen wurde 

daher die Expression auf der mRNA-Ebene untersucht, die normalerweise eng mit der 

Transkription des entsprechenden Zytokins bzw. Chemokins korreliert. Da RNA sehr 

empfindlich gegenüber Degradation durch ubiquitär vorkommende RNAsen ist, wur-

den die Gewebeproben unmittelbar nach der Entnahme in Probenröhrchen mit Trizol 

gegeben und sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Während des Reinigungspro-

zesses konnte die Stabilität der RNA durch das im Trizol enthaltene Detergenz Guani-

dinhydrochlorid und später durch RNAse-Inhibitoren aufrechterhalten werden.  

 

TNFα und IL-6 

Die Zytokine TNFα und IL-6 zählen zu den wichtigsten proinflammatorischen Zytoki-

nen. Sie sind für Initiation und Unterhaltung entzündlicher Prozesse von großer 

Bedeutung. TNFα ist ein pleiotropes, proinflammatorisches Zytokin, welches als Tri-

mer in membranständiger und löslicher Form existiert. Über die Rezeptoren TNFR1 

und TNFR2, die zur TNF-Rezeptor-Superfamilie gehören, vermittelt TNFα immunsti-

mulatorische Funktionen gegenüber Körperzellen und Zytotoxizität gegenüber entar-

teten Zellen. TNFα wird außer von Lymphozyten auch von Monozyten, Makrophagen 

und DCs im Verlauf von Entzündungen gebildet. Aufgrund seiner herausragenden Be-

deutung in akuten und chronischen Infektionen wurde es hier als Leitzytokin zur 

Quantifizierung der Entzündungsvorgänge verwendet (Beutler 1999, Aggarwal 2003).  
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Abb. 29: Expression von TNFα in Milz und Darm gesunder vs. DSS-behandelter Tiere  

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Ge-

zeigt ist die relative Expression (ΔCT) der TNFα-mRNA im Verhältnis zum 18S-Standard, die 

Exponenten der y-Achse entsprechen der Zyklusdifferenz zum 18S-Standard. Die Messwerte 

wurden doppelt bestimmt und zu einem Wert pro Versuchstier zusammengefasst. Bei stark 

voneinander abweichenden Doppelwerten wurden beide von der Analyse ausgeschlossen. Der 

Balken markiert den Median. Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde zunächst mittels 

Kruskal-Wallis-Test überprüft, ob signifikante Unterschiede zwischen den Stichproben bestan-

den. Wenn dies der Fall war, wurde durch Anwendung des Mann-Whitney-Tests weiter ermit-

telt, zwischen welchen Versuchsgruppen die Unterschiede Signifikanz erreichten. In den fol-

genden Diagrammen (Abb. 29 - 36) wurden dabei sämtliche Kombinationen außer WT naiv vs. 

CD38-/- DSS und CD38-/- naiv vs. WT DSS analysiert. A: WT naiv vs. CD38-/- naiv p=0,0173, 

WT naiv vs. WT DSS p=0,0022, CD38-/- naiv vs. CD38-/- DSS p=0,0173, WT DSS vs. CD38-/- 

DSS p>0,05. B: Alle Analysen p>0,05.  

 

 

Die basale Expression wurde stets durch die Versuchsgruppe der unbehandelten 

WT-Tiere repräsentiert. In der Milz zeigten sich sowohl in gesunden als auch in DSS-

behandelten Tieren jeweils in CD38-/- Tieren höhere Expressionen von TNFα als in 

WT-Tieren (Abb. 29 A). In gesunden Tieren erreichte dieser Unterschied statistische 

Signifikanz. In unbehandelten CD38-/- Tieren war die Expression etwa 4-fach gegen-
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über dem Basalwert in unbehandelten WT-Tieren erhöht. Zwischen DSS-behandelten 

WT- und CD38-/- Tieren zeigt sich ein geringer Expressionsunterschied, jeweils auf 

einem 6-fach erhöhten Level gegenüber der basalen Expression. Sowohl in WT-Tieren 

als auch in CD38-/- Tieren führte die DSS-Kolitis zu einer signifikanten Expressions-

steigerung von TNFα. 
 

Im Kolon lag die Expression in allen Versuchsgruppen auf vergleichbarem Level und 

war gegenüber der basalen Expression in Milzen unbehandelter WT-Tiere etwa 4-fach 

erhöht, ähnlich der Expression in den Milzen DSS-behandelter Tiere (Abb. 29 B). In 

gesunden Versuchsgruppen zeigten CD38-/- Tiere ein leicht erhöhtes Expressionslevel 

gegenüber WT-Tieren. In DSS-behandelten Versuchsgruppen dagegen überwog in 

WT-Tieren die TNFα-Expression gegenüber der in CD38-/-Tieren. In allen Expressi-

onsbestimmungen im Kolongewebe zeigte sich eine große Streuung der Werte. Keiner 

der Unterschiede erreichte statistische Signifikanz. Die DSS-Behandlung schien nur 

eine geringe Induktion von TNFα im Darm zur Folge zu haben.  

 

IL-6 ist wie TNFα ein universelles, proinflammatorisches Zytokin, das bereits in der 

Frühphase von Infektionen und Entzündungsprozessen freigesetzt wird. Insbesondere 

Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten 

synthetisieren IL-6. Es dient auch als globaler und schneller Entzündungsmarker, des-

sen Anstieg proportional zur Schwere der Entzündung erfolgt. Wichtige systemische 

Wirkungen von IL-6 sind die Induktion von Fieber sowie die Synthese von Akute-

Phase-Proteinen in der Leber. Auf zellulärer Ebene stimuliert IL-6 die Differenzierung 

von B-Zellen, die Synthese von Antikörpern und den Ig-Klassenwechsel. IL-6 unter-

stützt die Differenzierung von Vorläuferzellen im Knochenmark und spielt zusammen 

mit TGFβ eine wichtige Rolle bei der Reifung von TH17-Zellen (Kishimoto et al. 1992, 

Zhou et al. 2007). 
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Abb. 30: Expression von IL-6 im Darm gesunder vs. DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Im 

Punktdiagramm ist die relative Expression (ΔCT) der IL-6-mRNA im Verhältnis zum 18S-

Standard dargestellt. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung 

ergab den repräsentativen Messwert des Tieres. Der Balken markiert den Median. WT naiv vs. 

CD38-/- naiv p=0,0411, alle anderen Analysen p>0,05.  

 

 

In der Milz war die IL-6-mRNA weder in unbehandelten noch in behandelten WT- und 

CD38-/- Tieren sicher nachweisbar. Diese Beobachtung ist zumindest für die Ergeb-

nisse unbehandelter Tiere plausibel, da der universelle Entzündungsmodulator IL-6 im 

gesunden Organismus nur sehr schwach exprimiert wird. In der Real-Time PCR stieg 

zwar auch für gesunde Gewebe die IL-6-Amplifikation über den Hintergrund an, aller-

dings erst jenseits des 38. Zyklus, so dass hier eine spezifische Detektion von 

IL-6-Transkript fraglich ist.  

 

Gesunde WT-Tiere exprimierten in der Mukosa des Kolons IL-6 auf einem vergleich-

baren Level wie DSS-behandelte WT- und CD38-/- Tiere, wobei in DSS-behandelten 

Tieren erheblich größere Streuungen auftraten (Abb. 30). In gesunden CD38-/- Tieren 

wurde eine etwa um den Faktor vier verminderte Expression von IL-6 beobachtet; hier 

bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zu gesunden WT-Tieren. Während in 
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gesunden Tieren CD38 Auswirkungen auf die Expression von IL-6 zu haben schien, 

zeigten die Ergebnisse für DSS-behandelte Tiere kaum Unterschiede zwischen WT- 

und CD38-/- Versuchsgruppen.  

 

CXCL1 und CXCL2 

Die wichtigsten Chemokine für die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten sind vor 

allem CXCL1, CXCL2, CXCL3 und CXCL8 (IL-8). Diese Chemokine werden auf in-

flammatorische Stimuli hin vor allem von Makrophagen, Fibroblasten und Endothel-

zellen synthetisiert. Die drei erstgenannten werden auch unter dem Begriff der GRO-

Chemokine (Growth Regulated Protein) zusammengefasst; sie wirken auf die Rezep-

toren CXCR1 und CXCR2. Über diese Rezeptoren werden neben neutrophilen auch 

basophile Granulozyten rekrutiert und aktiviert (Baggiolini et al. 1997). 
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Abb. 31: Expression von CXCL1 in Milz und Darm gesunder vs. DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Dar-

gestellt ist die relative Expression (ΔCT) der CXCL1-mRNA im Verhältnis zum 18S-Standard. 

Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung ergab den Wert, der 

jedes Tieres repräsentiert. Der Balken markiert den Median. A: WT naiv vs. WT DSS p=0,0043, 

CD38-/- naiv vs. CD38-/- DSS p=0,0173, alle anderen Analysen p>0,05. B: WT naiv vs. WT 

DSS p=0,0022, CD38-/- naiv vs. CD38-/- DSS p=0,0087, alle anderen Analysen p>0,05.  



Ergebnisse 
 
 

 80 

Im Milz- wie im Darmgewebe wurde eine generell erhöhte CXCL1-Expression in DSS-

erkrankten Tieren im Vergleich zu gesunden Tieren beobachtet (Abb. 31 A). Das Aus-

maß dieser Expressionssteigerung durch die DSS-Kolitis war in beiden Geweben sta-

tistisch signifikant. In der Milz zeigten gesunde CD38-/- Tiere verglichen mit der basa-

len Expression in gesunden WT-Tieren eine um das Doppelte erhöhte Expression von 

CXCL1. In DSS-behandelten Tieren stieg die Expression dagegen auf das 6- bzw. 

8-fache der basalen Expression in WT- bzw. CD38-/- Tieren. Sowohl in gesunden als 

auch in erkrankten Tieren ließ sich bei CD38-/-Tieren jeweils eine gering höhere Ex-

pression als in entsprechenden WT-Tieren beobachten. Insgesamt zeigten die Mess-

werte eine geringe Streuung.  

 

Im Darm fiel eine ausgeprägte CXCL1-Induktion in DSS-behandelten Tieren auf (Abb. 

31 B). Für beide Versuchsgruppen bestand ein signifikanter Unterschied zwischen 

gesunden und erkrankten Tieren. Mit Blick auf den Median bedeutete dies eine etwa 

20-fache Expressionssteigerung durch DSS-Behandlung. In DSS-behandelten Tieren 

war in den CD38-/- Tieren die Expression gegenüber WT-Tieren reduziert. Verglichen 

mit der basalen Expression in der Milz gesunder Tiere war im Darm gesunder Tiere die 

Expression von CXCL1 um den Faktor 10 erhöht, was mit den unterschiedlichen mik-

robiologischen Umgebungen der Organe zusammenhängen könnte. Die Messergeb-

nisse zeigten im Darm eine größere Streuung als in der Milz.  

 

Ein ähnliches Expressionsmuster wie CXCL1 zeigte auch CXCL2 (Abb. 32 A). In der 

Milz lag die Expression von CXCL2 in gesunden WT-Tieren auf niedrigem Level, wäh-

rend bereits in gesunden CD38-/- Tieren eine signifikante Erhöhung der Expression zu 

beobachten war (Abb. 32 A). Unter den DSS-behandelten Tieren zeigten dagegen die 

WT-Tiere eine höhere CXCL2-Expression als CD38-/- Tiere. In WT-Tieren führte die 

DSS-Kolitis zu einer signifikanten Steigerung der Expression von CXCL2, in 

CD38-/- Tieren dagegen lagen gesunde und DSS-behandelte Tiere bei geringer Streu-

ung etwa auf gleichem Expressionslevel.  
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Abb. 32: Expression von CXCL2 in Milz und Darm gesunder vs. DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden für 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An 

Tag 7 wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. 

Das Punktdiagramm demonstriert die relative Expression (ΔCT) der CXCL2-mRNA im Verhält-

nis zum 18S-Standard. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammen-

fassung ergibt den Wert, der jedes Tieres repräsentiert. Der Balken markiert den Median. 

A: WT naiv vs. CD38-/- naiv p=0,0087, WT naiv vs. WT DSS p=0,0022, alle anderen Analysen 

p>0,05. B: WT naiv vs. CD38-/- naiv p=0,0411, WT naiv vs. WT DSS p=0,0022, CD38-/- naiv 

vs. CD38-/- DSS p=0,0022, alle anderen Analysen p>0,05.  

 

 

Im Darm war ein ähnliches Verhältnis zwischen gesunden WT- und CD38-/-Tieren zu 

beobachten: Naive WT-Tiere exprimierten ein niedriges Zytokinlevel, während in nai-

ven CD38-/- Tieren etwa die doppelte Expression gemessen wurde; ein Unterschied 

von statistischer Signifikanz (Abb. 32 B). Die basale Expression in gesunden 

WT-Tieren war im Kolon um das 10-fache gegenüber der Milz erhöht. Signifikante 

Unterschiede bestanden im Vergleich von gesunden zu DSS-behandelten Tieren, so-

wohl in WT- als auch in CD38-/- Tieren. Die Induktion der DSS-Kolitis führte bei 

WT-Tieren zu einer Expressionssteigerung im Median etwa um den Faktor 500, in 

CD38-/- Tieren dagegen im Median um den Faktor 250. Wie in anderen 

Versuchsgruppen streuten auch hier die Werte in DSS-behandelten Tieren stärker als 

in gesunden Tieren.  
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Mit CXCL1 und CXCL2 zeigten zwei wichtige Chemokine für die Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten im Darm eine signifikant erhöhte Expression in DSS-

behandelten Tieren im Vergleich zu naiven Tieren. Für beide Chemokine konnte jeweils 

eine verminderte Expression in CD38-/- Tieren gegenüber WT-Tieren im Darm DSS-

behandelter Tiere beobachtet werden. In der Immunhistochemie war in den DSS-

behandelten Tieren eine ausgeprägte granulozytäre Infiltration sichtbar (Abb. 28 A). 

Diese Entzündungszeichen waren in CD38-/- Tieren im Vergleich zu WT-Tieren eben-

falls reduziert. Die Beobachtungen der Immunhistochemie waren kohärent mit den Er-

gebnissen der Real-Time PCR bezüglich der Expression von CXCL1 und CXCL2.  

 

CCL2 

CCL2 (Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1) ist ein wichtiger Vertreter einer 

Klasse von Chemokinen, die vor allem Monozyten und Makrophagen anlocken. CCL2 

wird von Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Keratinozyten synthetisiert. Der 

entsprechende Rezeptor CCR2 wird auf Monozyten, DCs, aktivierten T-Zellen, aber 

auch von eosinophilen und basophilen Granulozyten exprimiert (Rollins 2000). Bei 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen kann im Darmgewebe eine erhöhte Ex-

pression von CCL2 beobachtet werden (Grimm et al. 1996). 
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Abb. 33: Expression von CCL2 im Darm gesunder vs. DSS-behandelter Tiere  

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Dar-
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gestellt ist die Expression (ΔCT) der CCL2-mRNA in Relation zum 18S-Standard. Die Mes-

sungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung ergab den Wert, der jedes 

Tier repräsentiert. Der Balken markiert den Median. WT naiv vs. WT DSS p=0022, CD38-/- naiv 

vs. CD38-/- DSS p=0,0022, alle anderen Analysen p>0,05.  

 

 

Naive WT-Tiere zeigten auf sehr niedrigem Level vergleichbare Expressionen von 

CCL2 in WT- und CD38-/- Tieren mit jeweils geringer Streuung (Abb. 33). Im Vergleich 

naiver vs. DSS-behandelter WT-Tiere imponierte ein Expressionsanstieg nahezu um 

den Faktor 1000 in der DSS-behandelten Gruppe. In DSS-behandelten CD38-/- Tieren 

war die Expression gegenüber dem basalen Level nur um das ca. 250-fache erhöht, 

was einem Viertel des Wertes DSS-behandelter WT-Tiere entsprach. In WT- und 

CD38-/- Tieren bestanden zwischen naiven und DSS-behandelten Tieren hochsignifi-

kante Unterschiede.  

 

Die hohe Expression von CCL2 in DSS-behandelten Tieren, verglichen mit unbehan-

delten Tieren, reflektierte die Infiltration zahlreicher Makrophagen in das entzündete 

Gewebe (Abb. 27). Gesunde Tiere wiesen wenige ortsständige Makrophagen auf und 

exprimierten CCL2 nur in sehr geringem Umfang. 

 

CXCL10 

Das inflammatorische Chemokin CXCL10 (IP-10, IFNγ Inducible Protein) ist neben 

CXCL9 und CXCL11 ein Ligand des CXCR3. Über diesen Rezeptor werden in erster 

Linie TH1-Zellen und NK-Zellen sowie Monozyten rekrutiert. Beim Menschen spielt 

CXCL10 eine Rolle im Rahmen chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen. Es wird 

z.B. bei Morbus Crohn verstärkt in der Mukosa exprimiert (Grimm und Doe 1996, 

Loetscher et al. 1996).  

 

Eine deutliche Expressionssteigerung von CXCL10 durch die DSS-Behandlung war 

weder in der Milz noch im Kolon zu beobachten (Abb. 34). In der Milz zeigte sich ein 

leichter Expressionsanstieg in unbehandelten CD38-/- Tieren und DSS-behandelten 

Tieren gegenüber der basalen Expression in unbehandelten WT-Tieren. Zwischen ge-

sunden WT- und CD38-/- Tieren bestand ein signifikanter Expressionsunterschied. 
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Abb. 34: Expression von CXCL10 in Milz und Darm gesunder vs. DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Im 

Punktdiagramm ist die relative Expression (ΔCT) der CXCL10-mRNA im Verhältnis zum 

18S-Standard dargestellt. Die Messungen wurden jeweils als Doppelbestimmung durchgeführt, 

die dargestellten Einzelwerte zeigen die jeweilige Zusammenfassung. Der Balken markiert den 

Median. A: WT naiv vs. CD38-/- naiv p=0,0043, alle anderen Analysen p>0,05. B: CD38-/- naiv 

vs. CD38-/- DSS p=0,026, alle anderen Analysen p>0,05.  

 

 

Im Darm (Abb. 34 B) war in unbehandelten WT-Tieren die Expression gegenüber der 

basalen Expression in der Milz um etwa das 4-fache gesteigert. Damit entsprach die 

basale Expression im Kolon der in der Milz erkrankter Tiere. Im Kolon unterschieden 

sich die Mediane bei mäßiger Streuung nur wenig: In unbehandelten Tieren zeigten 

CD38-/- Tiere eine erhöhte Expression gegenüber WT-Tieren, in behandelten Tieren 

dagegen eine erniedrigte Expression. Dabei zeigten gesunde CD38-/- Tiere signifikant 

höhere Expressionswerte als DSS-behandelte CD38-/- Tiere.  
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IL-17A und IL-23p19 

IL-17A ist das Leitzytokin der TH17-Zellen und ein effektiver Verstärker der akuten in-

flammatorischen Antwort. IL-17A induziert in Zellen wie Fibroblasten, Epithel- und En-

dothelzellen die Bildung von IL-6, CXCL2, CXCL8, G-CSF, GM-CSF. Die Folge ist eine 

Stimulation des Knochenmarks und eine vermehrte chemotaktische Rekrutierung vor 

allem von Neutrophilen. IL-17A wird neben TH17-Zellen auch von anderen Lymphozy-

ten, etwa von γδT-Zellen synthetisiert (McKenzie et al. 2006, O’Shea et al. 2008). 
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Abb. 35: Expression von IL-17A und IL-23p19 im Darm gesunder vs. DSS-behandelter 

Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Das 

Diagramm zeigt die relative Expression (ΔCT) der IL-17A- und IL-23p19-mRNA im Verhältnis 

zum 18S-Standard. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung der Proben, die Zusam-

menfassung ergibt den Wert, der jedes Tier repräsentiert. Der Balken markiert den Median.  

A: WT naiv vs. WT DSS p=0,0022, CD38-/- naiv vs. CD38-/- DSS p=0,0022, alle anderen 

Analysen p>0,05. B: WT naiv vs. WT DSS p=0,0022, CD38-/- naiv vs. CD38-/- DSS p=0,0022, 

alle anderen Analysen p>0,05. 
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Im Experiment fiel zunächst die gesteigerte Expression von IL-17A und von IL-23p19 

auf, die in DSS-behandelten WT- und CD38-/-Tieren im Darm auftritt. Diese Expressi-

onssteigerung erreichte für beide Zytokine in beiden Tiergruppen statistische Signifi-

kanz (Abb. 35). In unbehandelten WT-Tieren zeigte sich eine schwache Expression 

von IL-17A, während in unbehandelten CD38-/- Tieren die Expression auf das Dop-

pelte gesteigert war. In DSS-behandelten WT-Tieren stieg die Expression etwa auf das 

120-fache des basalen Werts. Erkrankte CD38-/- Tieren zeigten eine gegenüber er-

krankten WT-Tieren um die Hälfte verringerte Expression (Abb. 35 A). IL-17A und 

IL-23p19 wurden in der Milz nicht bestimmt. 

 

IL-23 ist ein essentieller Differenzierungs- und Überlebensfaktor für TH17 Zellen und 

wird überwiegend von DCs synthetisiert. Dieses Zytokin hat eine wichtige Rolle in der 

Pathogenese verschiedener akuter und chronischer Entzündungsreaktionen. IL-23 ist 

ein Heterodimer und besteht aus der p40- und p19-Kette. Die gleiche p40-Unterein-

heit bildet aber auch mit einer p35-Untereinheit das Zytokin IL-12 (Oppmann et al. 

2000). In unseren PCR-Experimenten wurde daher die Expression der IL-23p19-

mRNA gemessen.  

 

IL-23p19 zeigte wie auch IL-17A ein niedriges Expressionslevel im Kolon gesunder 

WT-Tiere (Abb. 35 B). Gegenüber diesem basalen Expressionslevel wurde die 

IL-23p19-mRNA in gesunden CD38-/- Tieren etwa in doppelter Menge exprimiert, bei 

insgesamt geringer Streuung der Werte. In beiden DSS-behandelten Tiergruppen war 

die Expression signifikant erhöht, in WT-Tieren etwa um den Faktor 200 gegenüber 

dem basalen Expressionslevel. Mit Blick auf den Median zeigte sich bei IL-23p19 wie 

auch bei IL-17A eine etwa um die Hälfte verminderte Expression in DSS-behandelten 

CD38-/- Tieren, verglichen mit WT-Tieren.  

 

Für IL-17A und IL-23p19 lässt sich zusammenfassten, dass die beiden funktionell mit-

einander verbundenen Zytokine in DSS-behandelten Tieren signifikant höhere Expres-

sionslevel zeigten als in gesunden Tieren. Die Expression beider Zytokine war in DSS-

behandelten CD38-/- Tieren im Vergleich zu entsprechend behandelten WT-Tieren 

geringer ausgeprägt. 
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IL-10 

IL-10 ist ein immunsuppressives Zytokin; es wirkt v.a. auf Makrophagen, neutrophile 

Granulozyten, T- und B-Zellen sowie DCs. IL-10 hemmt die Expression proinflamma-

torischer Zytokine wie IL-1β und TNFα sowie von Chemokinen wie CCL2, CXCL1 und 

CXCL10. Weiterhin supprimiert IL-10 die Antigenpräsentation von professionellen 

APCs sowie zellvermittelte Immunantworten. Schließlich kann IL-10 humorale Ant-

worten verstärken. Insbesondere regulatorische T-Zellen und Makrophagen syntheti-

sieren dieses Zytokin (Moore et al. 2001). 
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Abb. 36: Expression von IL-10 im Darm gesunder vs. DSS-behandelter Tiere 

Je 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 wur-

den die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Gezeigt 

ist die relative Expression (ΔCT) der IL-10-mRNA im Verhältnis zum 18S-Standard. Die Mes-

sungen erfolgten als Doppelbestimmung der Proben, die Zusammenfassung ergibt den darge-

stellten Einzelwert. Der Balken zeigt den Median. WT naiv vs. WT DSS p=0,0043, alle anderen 

Analysen p>0,05.  

 

 

Im Experiment wurde die IL-10-mRNA im Kolon gesunder WT- und CD38-/-Tiere auf 

einem vergleichbaren Level mit einer minimal verringerten Expression in CD38-/-Tieren 

exprimiert (Abb. 36). In beiden Gruppen DSS-behandelter Tiere wurde eine Induktion 

der IL-10-mRNA beobachtet. Wie in gesunden Tieren wurden in DSS-behandelten 

CD38-/- Tieren geringere IL-10-Expressionswerte als in WT-Tieren gemessen. Im Ver-
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gleich DSS-behandelt vs. unbehandelt ergaben sich in den erkrankten WT-Tieren ein 

etwa 8-facher, signifikant ausfallender Expressionsanstieg, und ein etwa 3-facher 

Expressionsanstieg in den CD38-/- Tieren.  

 

Generell führte die Induktion der DSS-Kolitis zu einem hohen Expressionsanstieg der 

Chemokine CXCL1, CXCL2 und CCL2 sowie der Zytokine IL-17A, IL-23p19 und IL-10 

im Kolon. Für diese Zytokine und Chemokine waren die Expressionslevel in behan-

delten CD38-/- Tieren geringer als in WT-Tieren. In der Milz waren, sofern nachweis-

bar, die Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Tieren weniger stark 

ausgeprägt. Erstaunlicherweise konnten wir für die proinflammatorischen Zytokine 

TNFα und IL-6 sowie für das Chemokin CXCL10 in beiden Tierstämmen keine deutli-

chen Unterschiede zwischen gesunden und DSS-behandelten Tieren nachweisen.  

 

 

4.2.6 Expression von Zytokinen und Chemokinen in ART2-/- und  

ART2-/-CD38-/- Tieren 

Neben WT- und CD38-/- Tieren wurden auch ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere be-

züglich der Zytokinsynthese analysiert. Diese Tiere wurden allerdings nur im Vergleich 

mit DSS-behandelten, nicht mit unbehandelten Tieren untersucht. Dieser Vergleich ist 

insofern interessant, weil eine postulierte regulatorische Funktion von extrazellulärem 

NAD+ auf der Gegenwart und Funktion von ART2 beruht. Demnach könnte NAD+ über 

ART2-vermittelte ADP-Ribosylierung des Purinrezeptors P2X7 die Apoptose von 

T-Zellen auslösen.  

 

Die DSS-behandelten ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere stammten aus demselben 

Versuch wie die DSS-behandelten Tiere der oben dargestellten Ergebnisse; sie er-

hielten vor der Organentnahme ebenfalls zunächst 5 Tage DSS-Trinkwasser und an-

schließend 2 Tage normales Trinkwasser. Zum Vergleich werden die Ergebnisse von 

WT- und CD38-/- Tieren aus diesem Versuch erneut gezeigt.  
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Abb. 37: Expression von TNFα in Milz und Darm DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Dar-

gestellt ist die relative Expression (ΔCT) der TNFα-mRNA im Verhältnis zum 18S-Standard. Die 

Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung ergibt den Messwert des 

einzelnen Tieres. Der Balken markiert den Median. In den folgenden Diagrammen (Abb. 37 - 

44) wurden, abhängig vom Ergebnis des Kruskal-Wallis-Tests, die Einzelergebnisse sämtlicher 

Gruppen durch Anwendung des Mann-Whitney-Tests verglichen. A: Alle Analysen p>0,05. 

B: Alle Analysen p>0,05. 

 

 

TNFα wurde in der Milz in WT-, CD38-/- und ART2-/- Tieren auf einem ähnlichen Level 

und mit geringer Streuung exprimiert (Abb. 37 A). Die ART2-/-CD38-/- Tiere zeigten 

dagegen eine große Streuung der Messwerte, der Median lag erheblich höher als in 

WT-, CD38-/- und ART2-/- Tieren. Im Darm konnten bei hoher Streuung der Mess-

werte annähernd vergleichbare Expressionslevel in allen Versuchsgruppen beobachtet 

werden, die auf ähnlichem Niveau wie in der Milz lagen (Abb. 37 B). Zwischen den 

Medianen bestanden keine signifikanten Unterschiede.  

 



Ergebnisse 
 
 

 90 

IL-6 

A   Milz B   Darm 

IL-6

W
T D

SS

CD38
-/-

 D
SS

ART2-/
- D

SS

ART2-/
-C

D38
-/-

 D
SS

2-24

2-23

2-22

2-21

2-20

2-19

2-18

2-17

2-16

2-15

2-14

2-13

2-12

2-11

2-10 *

Δ
C

T 
[fo

ld
 e

xp
re

ss
io

n]

IL-6

W
T D

SS

CD38
-/-

 D
SS

ART2-/
- D

SS

ART2-/
-C

D38
-/-

 D
SS

2-24

2-23

2-22

2-21

2-20

2-19

2-18

2-17

2-16

2-15

2-14

2-13

2-12

2-11

2-10

Δ
C

T 
[fo

ld
 e

xp
re

ss
io

n]

 
Abb. 38: Expression von IL-6 in Milz und Darm DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Das 

Diagramm präsentiert die relative Expression (ΔCT) der IL-6-mRNA im Verhältnis zum 18S-

Standard. Die Messungen wurden als Doppelbestimmung durchgeführt, die Zusammenfas-

sung ergibt die dargestellten Mittelwerte. Der Balken markiert den Median. A: ART2-/- vs. 

ART2-/-CD38-/- p=0,0173, alle anderen Analysen p>0,05. B: Alle Analysen p>0,05. 

 

 

IL-6 wurde in der Milz in WT- und ART2-/- Tieren auf niedrigem Niveau exprimiert, in 

CD38-/- Tieren lag der Median bei größerer Streuung der Werte etwas höher (Abb. 38 

A). In ART2-/-CD38-/- Tieren konnten zum Teil hohe Expressionswerte im Vergleich zu 

WT-Tieren gemessen werden, der Median lag auf einem 8-fach höheren Level als bei 

WT-Tieren. ART2-/-CD38-/- Tiere zeigten allerdings auch eine hohe Streuung. Zwi-

schen ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren bestand ein signifikanter Unterschied. Die 

IL-6-Expression unterlag im Darm in allen Versuchsgruppen erheblichen Streuungen 

(Abb. 38 B). Die Mediane befanden sich insgesamt höher als in der Milz. Sie lagen im 

Darm für WT-, CD38-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere auf ähnlichem Level, für ART2-/- 

Tiere etwa 4-fach höher. Keiner der Unterschiede erreichte Signifikanz.  
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Abb. 39: Expression von CXCL1 in Milz und Darm DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. 

Gezeigt ist, im Verhältnis zum 18S-Standard, die relative Expression (ΔCT) der CXCL1-mRNA. 

Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung ergibt den Messwert 

des einzelnen Tieres. Der Balken markiert den Median. A: Alle Analysen p>0,05. B: Alle Analy-

sen p>0,05. 

 

 

Das Chemokin CXCL1 wurde in der Milz in WT-, CD38-/- und ART2-/- Tieren auf ver-

gleichbar niedrigem Niveau exprimiert, einzig in ART2-/-CD38-/- Tieren war die Ex-

pression im Median erhöht. Allerdings streuten in letztgenannter Gruppe die Mess-

werte auch stärker (Abb. 39 A). Im Darm zeigten WT-Tiere eine etwa 90-fach erhöhte 

CXCL1-Expression verglichen mit der in der Milz beobachteten. Auf gleichem Niveau 

lag im Darm die Expression in ART2-/-CD38-/- Tieren. Dagegen zeigten CD38-/- Tiere 

eine leicht reduzierte, ART2-/- Tiere eine erhöhte IL-6-Expression. Der Verlust von 

ART2 und CD38 zusammen hatte im Darm zur Folge, dass IL-6 geringer exprimiert 

wurde als im Falle des alleinigen ART2 Knockouts (Abb. 39 B).  
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Abb. 40: Expression von CXCL2 in Milz und Darm DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Dar-

gestellt ist die relative Expression (ΔCT) der CXCL2-mRNA im Verhältnis zum 18S-Standard. 

Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung ergibt den Messwert 

des einzelnen Tiers. Der Balken repräsentiert den Median. A: Alle Analysen p>0,05. B: Alle 

Analysen p>0,05. 

 

 

In der Milz wurde CXCL2 in WT- und ART2-/- Tieren auf geringem Level exprimiert, in 

CD38-/- Tieren lag der Median etwas niedriger. Eine sehr hohe Streuung zeigten die 

Messwerte in ART2-/-CD38-/- Tieren. Der Median lag deutlich höher als in den 

anderen Versuchsgruppen; die Unterschiede waren nicht signifikant ausgeprägt 

(Abb. 40 A). Für den Darm war zunächst die generelle Steigerung des 

Expressionslevels auffällig. Verglichen mit der Milz aus WT-Tieren konnte in dieser 

Versuchsgruppe im Darm eine etwa 500-fache Expressionssteigerung beobachtet 

werden. Bei mäßiger Streuung lagen im Darm die Mediane von WT-, ART2-/- und 

ART2-/-CD38-/- Tieren auf vergleichbarem Niveau. CD38-/- Tiere zeigten eine gering 

verminderte Expression. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 40 B).  
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Abb. 41: Expression von CCL2 im Darm DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Im 

Diagramm dargestellt ist die relative Expression (ΔCT) der CCL2-mRNA im Verhältnis zum 18S-

Standard. Die Messungen wurden als Doppelbestimmung durchgeführt, die Zusammenfas-

sung ergibt den Wert, der jedes Tier repräsentiert. Der Balken markiert den Median. CD38-/- 

vs. ART2-/- p=0,026, ART2-/- vs. ART2-/-CD38-/- p=0,0411, alle anderen Analysen p>0,05.  

 

 

Die Expression von CCL2 in DSS-behandelten WT-Tieren lag etwa 1000-fach höher 

als der basale Wert in gesunden WT-Tieren (Abb. 33 und 41). Im Vergleich zu DSS-

behandelten WT-Tieren war in DSS-behandelten CD38-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren 

die Expression von CCL2 vermindert, der Median lag in diesen Gruppen etwa 4-fach 

niedriger als in WT-Tieren. Hohe Expressionswerte zeigten sich in ART2-/- Tieren mit 

signifikant ausgeprägten Unterschieden zwischen CD38-/- und ART2-/- und zwischen 

ART2-/-CD38-/- und ART2-/- Tieren.  
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Abb. 42: Expression von CXCL10 in Milz und Darm DSS-behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Das 

Diagramm zeigt die relative Expression (ΔCT) der CXCL10-mRNA im Verhältnis zum 18S-

Standard. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung ergibt den 

Messwert eines jeden Einzeltieres. Der Balken markiert den Median. A: Alle Analysen p>0,05. 

B: CD38-/- vs. ART2-/- p=0,0087, ART2-/- vs. ART2-/-CD38-/- p=0,026, WT vs. ART2-/- 

p=0,0411, alle anderen Analysen p>0,05. 
 

 

Das Chemokin CXCL10 wurde in der Milz in WT-, ART2-/- und CD38-/- Tieren auf 

vergleichbarem Niveau exprimiert (Abb. 42 A). Eine im Median gesteigerte Expression 

bei relativ hoher Streuung wurde in ART2-/-CD38-/- Tieren beobachtet. Im Darm fiel 

vor allem in ART2-/- Tieren eine erhöhte Expression auf, die sich signifikant von dem 

Expressionslevel in WT-, CD38-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren abhob (Abb. 42 B). 

Dieses Muster in der Relation der Expressionslevel zwischen CD38-/-, ART2-/- und 

ART2-/-CD38-/- Tieren fiel auch bei IL-6, CXCL1 und CCL2 auf, bei CCL2 ebenfalls 

mit signifikanter Ausprägung.  
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Abb. 43: Expression von IL-17A und IL-23p19 im Darm DSS behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Dar-

gestellt ist die relative Expression (ΔCT) der IL-17A- und IL-23p19-mRNA im Verhältnis zum 

18S-Standard. Die Messungen erfolgten als Doppelbestimmung der Proben, die Zusammen-

fassung ergibt den Wert, der jedes Tier repräsentiert. Der Balken markiert den Median. A: Alle 

Analysen p>0,05. B: Alle Analysen p>0,05.  

 

 

IL-17A wurde in WT-, CD38-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren bei relativ großer Streuung 

auf vergleichbarem Level exprimiert. Im Gegensatz dazu zeigten ART2-/- Tiere eine 

erhöhte Expression, bei ebenfalls großer Streuung der Messwerte (Abb. 43 A). Die 

Zytokinuntereinheit IL-23p19 zeigte auf niedrigerem Expressionslevel ein ähnliches 

Muster: Eine geringe Expression in WT- und insbesondere auch in CD38-/- und 

ART2-/-CD38-/- Tieren, dagegen eine erhöhte Expression in ART2-/- Tieren (Abb. 43 

B). Keiner der beschriebenen Unterschiede erreichte statistische Signifikanz. Die Rela-

tion der Mediane der Expressionslevel zwischen den einzelnen Gruppen zeigte ge-

wisse Ähnlichkeiten zwischen IL-17A und IL-23p19, was die funktionelle Verbindung  
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dieser Zytokine reflektieren könnte. Dieses Verhältnis der Mediane wurde nicht nur 

zwischen DSS-behandelten, sondern auch zwischen naiven WT- und CD38-/- Tieren 

beobachtet (Abb. 35 A und B).  
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Abb. 44: Expression von IL-10 im Darm DSS behandelter Tiere 

Jeweils 6 Tiere pro Versuchsgruppe wurden 5 Tage mit DSS-Trinkwasser behandelt. An Tag 7 

wurden die Organe entnommen und die Gewebeproben zur RNA-Isolierung eingefroren. Dar-

gestellt ist die relative Expression (ΔCT) der IL-10-mRNA im Verhältnis zum 18S-Standard. Die 

Messungen erfolgten als Doppelbestimmung, die Zusammenfassung ergibt den Messwert des 

einzelnen Tieres. Der Balken markiert den Median. ART2-/- vs. ART2-/-CD38-/- p=0,026, WT 

vs. ART2-/-CD38-/- p=0,0152, alle anderen Analysen p>0,05. 

 

 

Auffällig bezüglich der Expression von IL-10 waren die ähnlichen Expressionslevel in 

WT- und ART2-/- Tieren, sowie die deutlich verminderte Expression in CD38-/- und 

ART2-/-CD38-/- Tieren (Abb. 44). CD38-/- Tiere zeigten, verglichen mit WT-Tieren, 

eine um die Hälfte verminderte Expression, ART2-/-CD38-/- Tiere eine um etwa drei 

Viertel reduzierte Expression. ART2-/-CD38-/- Tiere exprimierten damit IL-10 signifi-

kant schwächer als WT- und ART2-/- Tiere. In allen Versuchsgruppen konnten erhebli-

che Streuungen der Messwerte beobachtet werden (Abb. 44).  
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4.2.7 MPO-Nachweis 
 

Dieses Experiment diente dazu, granulozytäre Infiltrate in Geweben zu quantifizieren 

und Rückschlüsse auf das Entzündungsgeschehen in den einzelnen Versuchstier-

gruppen zu ziehen. Im MPO-Nachweis wird die Aktivität des für Granulozyten spezifi-

schen Enzyms Myeloperoxidase (MPO) bestimmt. 

 

Klinische und histologisch-pathologische Beobachtungen zeigten das Vorliegen einer 

schweren Kolitis in DSS-behandelten Tieren. Zugleich verdichteten sich die Hinweise, 

dass in CD38-/- Tieren im Vergleich zu WT-Tieren ein abgeschwächter Entzündungs- 

und Krankheitsverlauf vorliegt. Ähnliches war auch auf Ebene der Zytokine und Che-

mokine erkennbar, die mittels Real-Time PCR erfasst wurden. Diese Beobachtungen 

sollten mittels MPO-Nachweis untermauert werden.  

 

Die Gewebeproben für diese Versuche wurden unmittelbar nach Organentnahme in 

flüssigem Stickstoff konserviert. Nach Aufreinigung der Proteine erfolgte die Bestim-

mung der MPO-Aktivität, indem der Umsatz eines Redoxindikators photometrisch 

gemessen und über die Zeit aufgetragen wurde. Der gemessene Absorptionsanstieg 

konnte als Maßzahl für die Enzymaktivität verwendet und auf die eingesetzte Protein-

menge standardisiert werden. Dadurch ließen sich Schwankungen in der Menge des 

eingesetzten Gewebes ausgleichen.  

 

In unbehandelten Tieren wurde sowohl in WT- als auch in CD38-/- Tieren nur eine ge-

ringe MPO-Aktivität beobachtet (Abb. 45). Dagegen fiel in DSS-behandelten Tieren 

eine stark erhöhte MPO-Aktivität auf, was der Infiltration der neutrophilen Granulozy-

ten im Rahmen der Kolitis entspricht. Gegenüber DSS-behandelten WT-Tieren war die 

Aktivität in behandelten CD38-/- Tieren reduziert. Alle erkrankten Tiere, insbesondere 

in der WT-Gruppe, zeigten höhere Streuungen als gesunde Tiere. Die Unterschiede 

zwischen den Versuchsgruppen erreichen keine statistische Signifikanz. 
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Abb. 45: MPO-Aktivität in Relation zum Gesamtprotein 
Jede Versuchsgruppe bestand aus 3 Tieren. Den DSS-Tieren wurde über 5 Tage DSS-

Trinkwasser verabreicht. Zwei Tage später wurden bei allen Tieren die Organgewebe entnom-

men und die Proteine wie beschrieben aufgereinigt. Auf der y-Achse ist das Verhältnis von 

Aktivitätsanstieg und eingesetzter Proteinmenge dargestellt (s.o.). Vor allem in DSS-behandel-

ten Tieren zeigten sich große Streuungen der Messwerte. Die Unterschiede zwischen den Ver-

suchsgruppen waren nicht signifikant ausgeprägt.  

 

 

Die Ergebnisse stimmen mit den histopathologischen Befunden überein. Auch hier 

zeigten sich in unbehandelten Tieren kaum neutrophile Granulozyten, während in 

DSS-behandelten Tieren ausgedehnte Infiltrate dieser Zellen erkennbar waren. 

 

 

4.3 Zellpopulationen in WT- und CD38-/- Tieren 
 

Die folgenden Experimente dienten der Charakterisierung von T-Zellpopulationen in 

WT- und CD38-/- Tieren unter homöostatischen Bedingungen. Die mittels Real-Time 

PCR durchgeführten Analysen hatten ergeben, dass für einige Zytokine und Chemo-

kine ausgeprägte Expressionsunterschiede zwischen WT- und CD38-/-Tieren bestan-

den. Dies galt insbesondere für DSS-behandelte Tiere, war aber auch in gesunden 

Tieren zu beobachten. Aufgrund dieser Befunde und der darmspezifischen Expression 

von CD38 wurden intestinale T-Lymphozyten aus WT- und CD38-/- Tieren auf unter-

schiedliche Zytokinprofile hin untersucht.  
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Um die Zellpopulationen anhand ihrer Leitzytokine identifizieren zu können, wurden 

die Zellen nach der Isolierung zunächst mittels PMA/Ionomycin stimuliert. Danach 

erfolgte die extrazelluläre Färbung der Rezeptoren CD4, CD8α und CD45 (Tab. 10) 

sowie die intrazelluläre Färbung der Zytokine IFNγ und IL-17A (Tab. 11). Dabei diente 

IFNγ als Leitzytokin für TH1-Zellen, entsprechend IL-17A für TH17-Zellen. Die durch-

flusszytometrische Auswertungsstrategie für die Vorselektion der Lymphozyten und 

für die Zytokinproduktion in CD4+ und CD8+ T-Zellen ist in Abb. 46 beispielhaft 

gezeigt.  

 

 

Tab. 10: Extrazelluläre Färbung 

Antikörper zur Charakterisierung von  

T-Zellpopulationen in gesunden Tieren. 

Tab. 11: Intrazelluläre Zytokinfärbung 

 

 

Antigen Fluorochrom  Antigen Fluorochrom 
     

CD4 

CD8α 
CD45 

APC 

PE-Cy7 

PerCP 

 IFNγ 
IL-17A 

Pacific blue 

PE 

     

 

 

 

 
 

Abb. 46: Vorselektion der Zellen 

Es wurden jeweils zwei WT- und CD38-/- Tiere verwendet und die Organe Milz, Dünndarm und 

Kolon entnommen. Die isolierten Zellen wurden mittels PMA/Ionomycin für 4 h stimuliert. Im 

FACS wurden die Zellen zunächst, wie in den oberen Diagrammen gezeigt, nach FSC-SSC, 

Einzelzellen sowie der Expression von CD45 vorselektioniert. Durch die Auswahl von Zellen, die 

negativ waren für APC-Cy7 – einem nicht benutzten Kanal – konnten tote Zellen aussortiert 
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werden, die häufig eine relativ starke Autofluoreszenz aufweisen. Schließlich wurden mittels 

SSC-H und CD45+-Auswahl die lebenden Zellen hämatopoetischen Ursprungs selektioniert. 

Aus Gründen der Übersichtlichkeit sind in den oberen Punktdiagrammen jeweils nur 10% der 

aufgenommenen Zellen dargestellt.  

 

 

4.3.1 IFNγ+CD8+ T-Zellen 
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Abb. 47: Anteile von IFNγ+CD8+ T-Zellen in WT- und CD38-/- Tieren 

Dargestellt ist der Anteil der IFNγ+CD8+ T-Zellen in Bezug auf alle CD8+ Zellen. Für jedes 

Gewebe wurden Zellen aus WT- und CD38-/- Tieren jeweils mit und ohne Stimulation durch 

PMA/Ionomycin analysiert. Für die Analyse der Zellen aus Dünndarm und Kolon wurden jeweils 

zwei Isolate zusammengegeben. DD: Dünndarm, CC: Zäkum und Kolon, IEL: intraepitheliale 

Lymphozyten, LPL: Lamina-propria-Lymphozyten.  

 

 

In unstimulierten Kontrollen zeigte sich in Zellen aus allen untersuchten Geweben nur 

eine marginale Synthese von Zytokinen. Nach Stimulation waren in den Milzen von 

WT- und CD38-/- Tieren jeweils etwa 40% der CD8+ T-Zellen IFNγ-positiv. Im Darm 

war der Anteil dieser Zellen jeweils erheblich geringer. IFNγ+CD8+ T-Zellen hatten hier 

meist einen Anteil von unter 10% an allen CD8+ T-Zellen, wobei in CD38-/- Tieren in 

allen Kompartimenten geringfügig höhere Anteile ermittelt wurden. Für CD8+ T-Zellen 

konnten in keinem Gewebe nennenswerte Zellpopulationen beobachtet werden, die 

IL-17A synthetisieren (Abbildung nicht gezeigt). 

 

 

 

 



Ergebnisse 
 
 

 101 

4.3.2 IL17A+CD4+ und IFNγ+CD4+ T-Zellen 
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Abb. 48: Anteile von IL-17A+CD4+ und IFNγ+CD4+ T-Zellen in WT- und CD38-/- Tieren 

Dargestellt ist der Anteil der IL-17A+CD4+ und IFNγ+CD4+ Zellen in Bezug auf alle CD4+ Zellen. 

Für jedes Gewebe wurden Zellen aus WT- und CD38-/- Tieren jeweils mit und ohne Stimulation 

durch PMA/Ionomycin analysiert. Für die Analyse der Zellen aus Dünndarm und Kolon wurden 

jeweils zwei Isolate zusammengegeben. DD: Dünndarm, CC: Zäkum und Kolon, IEL: 

intraepitheliale Lymphozyten, LPL: Lamina-propria-Lymphozyten.  

 

 

TH17-Zellen wurden als IL-17A+CD4+ Zellen definiert (Abb. 48 A). Da diese Identifika-

tion über das synthetisierte Leitzytokin nur in stimulierten Zellen möglich ist, bezieht 

sich die folgende Beschreibung nur auf stimulierten Zellen. IL-17A+CD4+ T-Zellen 

treten gewöhnlich in der Milz in nur geringer Anzahl auf; diese Beobachtung konnte 

hier bestätigt werden. Im Gegensatz zur Milz fanden sich in den untersuchten Darm-

geweben jeweils beachtliche Populationen an IL-17A+CD4+ T-Zellen. Im Vergleich zu 
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WT-Tieren ließen sich in den CD38-/- Tieren deutlich verminderte Anteile an 

IL-17A+CD4+ T-Zellen feststellen.  

 

TH1-Zellen wurden als IFNγ+CD4+ Zellen definiert (Abb. 48 B). In der Milz konnten für 

diese Zellen vergleichbar große Populationen in WT- und CD38-/- Tieren beobachtet 

werden. Im Darm fanden sich, mit Ausnahme der Lamina propria des Dünndarms, in 

WT-Tieren jeweils höheren Frequenzen an IFNγ+CD4+ Zellen als in CD38-/- Tieren.  

 

Im Vergleich zu WT-Tieren konnten in CD38-/- Tieren für IFNγ+CD8+, IFNγ+CD4+ und 

IL-17A+CD4+ T-Zellen im Darm veränderte Anteile der Zellpopulationen beobachtet 

werden. Diese Versuche geben Hinweise auf einen möglichen Einfluss von CD38 be-

reits unter homöostatischen Bedingungen.  



Diskussion 
 
 

 103 

5. Diskussion 

 

 

Nukleotide wie NAD+ werden bei Entzündungen oder allgemein bei Zellstress freige-

setzt. Extrazellulär besitzen sie als DAMP-Struktur Signalfunktionen für das Immun-

system. Die Glykohydrolase CD38 synthetisiert aus NAD+ Second Messenger, die eine 

wichtige Funktion für die Signaltransduktion von Chemokinrezeptoren und damit für 

die Chemotaxis besitzen. NAD+ dient außerdem als Substrat für die ADP-

Ribosyltransferase ART2. Diese kann durch ADP-Ribosylierung des Purinrezeptors 

P2X7 auf T-Zellen deren Apoptose auslösen. Durch die Koexpression von ART2 und 

P2X7 ergibt sich ein immunregulatorischer Mechanismus für T-Zellen, der auf erhöh-

tes extrazelluläres NAD+ reagiert. Der NAD+ Abbau durch CD38 könnte hierzu einen 

funktionellen Antagonismus darstellen.  

 

Bereits bekannt ist die hohe CD38-Expression auf immunregulatorischen Treg-Zellen 

sowie iNKT-Zellen. Vorversuche in der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass auch 

Effektorzellen im Darm eine hohe Expression von CD38 aufweisen, was auf eine mög-

liche darmspezifische Funktion hindeutet. Die Expression von CD38 auf T-Zellen der 

Darmmukosa konnte in dieser Arbeit experimentell bestätigt werden. Außerdem 

konnte die Expression auf verschiedenen Zellsubpopulationen näher bestimmt wer-

den, was im vorliegenden Kapitel zunächst diskutiert wird.  

 

Anschließend wird auf die Entzündungsversuche eingegangen. In diesen Experimen-

ten sollte die weitgehend unklare Funktion von CD38 im Rahmen intestinaler Entzün-

dungen untersucht werden. Dafür wurden WT- und CD38-/- Tiere im DSS-Modell ver-

glichen (DSS: Dextransulfat-Sodium). Die Entzündungsparameter, histologische 

Untersuchungen und klinische Korrelate wie Gewichtsveränderungen bestätigten das 

Vorliegen einer schwere Kolitis in DSS-behandelten Tieren. Um weitere Aufschlüsse 

über das mögliche regulatorische Zusammenspiel von CD38 und ART2 zu erhalten, 

wurden auch ART2-/- und CD38-/-ART2-/- Tiere in die Analysen einbezogen. In die-

sen Experimenten zeigte sich eine abgeschwächte Entzündung in CD38-/- Tieren so-

wie ein uneinheitliches Verhalten von ART2-/-CD38-/- Tieren.  

 

Um mögliche Auswirkungen von CD38 auf Leukozyten unter homöostatischen Bedin-

gungen zu untersuchen, wurden schließlich die Zusammensetzung verschiedener 

T-Zellsubpopulationen und deren Zytokinprofil in naiven WT- und CD38-/- Tieren 

untersucht. Bei diesen Versuchen lag das Augenmerk auf den T-Zellsubpopulationen 

des Darms, was abschließend diskutiert wird.  
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5.1 Expression von CD38 auf Lymphozyten und myeloiden Zellen 

 

5.1.1 Expression von CD38 auf Lymphozyten 

Vorversuche hatten gezeigt, dass T-Lymphozyten in der intestinalen Mukosa im Ver-

gleich zu T-Lymphozyten anderer Organe eine erhöhte CD38-Expression aufwiesen 

(Vorarbeiten der AG Mittrücker). Die organspezifische Expression kann Anhalt für eine 

besondere lokale Funktion sein. Diese Beobachtung sollte zunächst in eigenen Versu-

chen reproduziert werden. Dafür wurde durchflusszytometrisch die Expression von 

CD38 auf Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten/Makrophagen analysiert. Die 

Zellen wurden dazu aus den Organen Darm, Milz und Lymphknoten gesunder 

WT- und CD38-/- Tiere isoliert. Zur Analyse der T-Lymphozyten wurden über CD4, 

CD8αβ und CD8αα die wichtigsten Subpopulationen differenziert.  

 

Die durchgeführten Experimente zeigten, dass CD38 auf den wesentlichen 

T-Zellsubpopulationen (CD4+, CD8αβ+ und CD8αα+ T-Zellen) im Darm höher exprimiert 

war als auf den entsprechenden Populationen der Milz. Hierbei war sowohl der Anteil 

CD38-positiver Zellen als auch das Ausmaß der CD38-Expression pro Zelle im Darm 

deutlich erhöht. Eine sehr hohe Expression fiel insbesondere bei den CD8αα+ T-Zellen 

auf.  

 

Zu berücksichtigen ist hierbei, dass in unseren Analysen nicht zwischen regulären 

CD4+ T-Zellen und Treg-Zellen differenziert wurde. Treg-Zellen sind hochpositiv für CD38 

und finden sich auch in der Darmmukosa (Patton et al. 2011). Um innerhalb der CD38-

positiven CD4+ T-Zellpopulation zwischen regulären und Treg-Zellen zu differenzieren, 

sollten bei weiteren Experimenten Charakteristika für murine Treg-Zellen wie die Ex-

pression von Foxp3, CD25 oder αEβ4-Integrin in die Analyse aufgenommen werden 

(Read et al. 2000, Lehmann et al. 2002). 

 

CD38 findet sich bei antiviralen Immunantworten auch auf Zellen mit aktiviertem oder 

Memory-Phänotyp (Zaunders et al. 2006, Epple et al. 2010). In diesem Kontext ist die 

CD38-Expression auch als Epiphänomen einer Aktivierung denkbar (Bofill und 

Borthwick 2000). Eine höhere CD38-Expression auf Lymphozyten des Darms könnte 

daher auch eine Anreicherung von aktivierten und Memory-T-Zellen oder eine unter-

schwellige T-Zell-Aktivierung durch das normale Mikrobiom im Darm widerspiegeln. 

 

Für CD4+ T-Zellen ist bekannt, dass bei der Prägung durch CD103+ DCs mittels TGFβ 
und Retinoat ein intestinaler Phänotyp induziert wird, zu dem u.a. die Expression von 

α4β7-Integrin und CCR9 gehören (Abb. 3, Iwata et al. 2004, Du Pré et al. 2011). Nukle-
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otidmetabolisierende Moleküle wie P2X7 und ART2 sind ebenfalls auf Lymphozyten 

des Darms höher exprimiert als auf Lymphozyten anderer Gewebe (Vorarbeiten der 

AG Mittrücker). Die Expression dieser Moleküle – wie auch die des für den Darmphä-

notypen charakteristischen Moleküls α4β7-Integrin – konnte mittels Stimulation durch 

anti-CD3, TGFβ und Retinoat in vitro induziert werden (Vorarbeiten der AG Mittrücker). 

In diesen Experimenten zeigte sich auch eine Induktion von CD38, womit CD38 als 

Teil eines Darmphänotyps von Lymphozyten angesehen werden kann. Insgesamt 

zeigten unsere Analysen eine hohe Expression von CD38 auf allen untersuchten 

T-Lymphozyten, was höchstwahrscheinlich auf einer Prägung durch CD103+ DCs be-

ruht; andere Mechanismen der CD38 Induktion können aber nicht ausgeschlossen 

werden. 

 

Durch die Koexpression von CD38 mit nukleotidmetabolisierenden Enzymen wie ART2 

und Nukleotidrezeptoren wie P2X7 ergibt sich ein potentieller Regulationsmechanis-

mus (Kap. 1.3), der prinzipiell auch in vivo funktioniert, wie Adriouch et al. (2007) zei-

gen konnten. Bei Injektion hoher NAD+-Dosen fand eine ausgeprägte Depletion von 

Treg-Zellen in CD38-/-Tieren statt, jedoch nur eine geringe Depletion in WT-Tieren. Die 

ausgeprägte Depletion in CD38-/- Tieren konnte durch ART2-blockierende Antikörper 

verhindert werden (Hubert et al. 2010, Adriouch et al. 2012). Demnach ist zumindest 

unter experimentellen Bedingungen eine Funktion des CD38 vermittelten NAD+-

Abbaus erkennbar. Weiterhin konnte in einem Entzündungsmodell eine erhöhte lokale 

NAD+ Konzentration in CD38-/- Tieren nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, 

dass CD38 auch unter physiologischen Bedingungen die extrazelluläre NAD+ Kon-

zentration und dadurch regulierte Mechanismen steuern kann (Adriouch et al. 2007). 

Die hohe CD38-Expression von T-Lymphozyten legt daher eine Funktion dieses Re-

gelkreises auch im Darm nahe. Sie könnte eine Erklärung für das unterschiedliche 

Verhalten von CD38-/- und CD38-/-ART2-/- Tieren im DSS-Entzündungsmodell bieten 

(Kap. 5.2). 

 

 

5.1.2 Expression von CD38 auf myeloiden Zellen 

In der gesunden Darmmukosa fanden sich nur geringe Zahlen an Makrophagen und 

fast keine neutrophilen Granulozyten. Zur Analyse der myeloiden Zellen wurden des-

halb oral mit Salmonellen infizierte Mäuse verwendet. In diesen Tieren zeigten Makro-

phagen und Neutrophile der Milz eine geringe CD38-Expression (etwa 10% bzw. 

13%). Im Darm lag der Anteil CD38-positiver Zellen für Makrophagen bei 27% und für 

Neutrophile bei 70%. Im Vergleich zu den Lymphozyten war der Unterschied der Ex-

pression zwischen Milz und Darm aber weniger stark ausgeprägt.  
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CD38 ist auf zirkulierenden Monozyten exprimiert, jedoch nicht auf sesshaften Makro-

phagen. Bei humanen Monozyten ist die Expression durch IFNγ induzierbar (Zilber et 

al. 2000, Malavasi 2008). Diese CD38-Induktion könnte auch in unseren Analysen auf-

grund der experimentelle Salmonelleninfektion auftreten, da bei Immunantworten 

gegen Salmonellen typischerweise TH1-Zytokine wie IFNγ gebildet werden (Musso et 

al. 2001). Außerdem besteht die Möglichkeit, dass CD38-positive zirkulierende 

Monozyten im Rahmen der Infektion in die Darmmukosa einwandern und dadurch zur 

erhöhten CD38-Expression innerhalb der Makrophagenpopulation beitragen. 

 

Wie auf Lymphozyten werden auch auf myeloiden Zellen weitere nukleotidmetaboli-

sierende Enzyme und Rezeptoren exprimiert. Bekannt ist, dass Makrophagen den 

Rezeptor P2X7 tragen (North 2002, Ferrari et al. 2006). Makrophagen exprimieren 

nach Stimulation mit IFNγ oder Lipopolysaccharid außerdem ART2.1 (Hong et al. 

2007). Dennoch ist es fraglich, ob CD38 auf myeloiden Zellen unter den hier verwen-

deten experimentellen Bedingungen eine Rolle im extrazellulären Nukleotidstoff-

wechsel spielt. Beschrieben wurde, dass NAD+ mittels ART2.1 auf Makrophagen P2X7 

aktivieren kann, was zur Freisetzung von IL-1β führt (Ferrari et al. 2006). Ob CD38 hier 

jedoch eine Rolle spielt, müsste zunächst durch in vitro-Experimente untersucht wer-

den. Allerdings wird ART2.1 in den in dieser Arbeit verwendeten C57BL/6 Mäusen 

nicht exprimiert (Kanaitsuka et al. 1997). Da ART2.2 seinerseits nicht auf myeloiden 

Zellen exprimiert wird, spielt der für T-Zellen angenommene ART2-abhängige Regula-

tionsmechanismus für diese Zellen hier keine Rolle.  

 

CD38 ist auch auf murinen neutrophilen Granulozyten exprimiert. Für diese Zellen ist 

CD38 im Rahmen der Chemotaxis wichtig (Partida-Sánchez et al. 2004). Im Darm 

zeigten neutrophile Granulozyten in unseren Analysen eine höhere CD38-Expression 

als in der Milz. Eine darmspezifische Prägung, wie sie für die Lymphozyten diskutiert 

wurde, ist aber für Granulozyten aufgrund der raschen und direkten Akkumulation im 

Darm sowie der kurzen Halbwertszeit dieser Zellen unwahrscheinlich. In entzündeten 

Geweben, z.B. im Peritoneum nach Thioglycolat-Injektion, besitzen Neutrophile 

ebenfalls eine hohe CD38-Expression (Partida-Sánchez et al. 2001). Analog könnte die 

Salmonelleninfektion im durchgeführten Versuch zur gesteigerten CD38-Expression 

geführt haben. Ein Grund für die hohe CD38-Expression auf Neutrophilen in den ent-

zündeten Geweben könnte in der Abhängigkeit der Chemotaxis von CD38 liegen. 

Andererseits existieren Rezeptoren wie P2Y11, die auf extrazelluläres NAD+ anspre-

chen und ebenfalls eine chemotaktische Funktion haben (Moreschi et al. 2006). Durch 

die Reduktion von extrazellulärem NAD+ hätte CD38 hier eine hemmende Funktion auf 

die Migration von Neutrophilen. Für ein umfassenderes Verständnis des Zusammen-

spiels von extrazellulärem NAD+, nukleotidmetabolisierenden Enzymen und der Akti-
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vität von neutrophilen Granulozyten im Gewebe sollten diese Funktionsbeziehungen 

zunächst in vitro näher untersucht werden.  

 

 

5.2 Phänotyp von CD38-/- Tieren bei schwerer intestinaler Entzündung 

Um die Rolle von CD38 bei schwerer Entzündung zu untersuchen, wurde das DSS-

Modell gemäß Okayasu et al. (1990) angewendet. Es handelt sich um ein etabliertes 

Modell für schwere Darmentzündungen. Im angewendeten Protokoll wurde den Ver-

suchstieren 5 Tage DSS-Trinkwasser verabreicht, danach normales Wasser bis zum 

Versuchsende bzw. zur Organentnahme an Tag 7. In unseren Experimenten wurden 

gesunde WT- und CD38-/- Tiere sowie DSS-behandelte WT- und CD38-/- Tiere, aber 

auch DSS-behandelte ART2-/- und ART2-/-CD38-/-Tiere untersucht.  

 

Die DSS-Behandlung führte in den WT-Kontrolltieren zu einem signifikanten Ge-

wichtsverlust. Dieser war auch in ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren, nicht aber in 

CD38-/- Tieren zu beobachten. Der reduzierte Gewichtsverlust in CD38-/- Tieren 

zeigte sich sowohl innerhalb dieser Versuchsgruppe im Vorher-nachher-Vergleich zwi-

schen Versuchsbeginn und Versuchsende als auch im Vergleich zu den WT-Tieren am 

Tag 6 und 7. Diese Beobachtung weist auf einen abgeschwächten Entzündungspro-

zess in CD38-/- Tieren hin. Ein weiterer klinischer Parameter für das Ausmaß einer 

Darmentzündung ist die krankheitsbedingte Verkürzung des Dickdarms (Okayasu et 

al. 1990). In unseren Versuchen war generell eine Verkürzung des Darmes bei DSS-

behandelten Tieren zu beobachten. Innerhalb der DSS-behandelten Tiere zeigten 

CD38-/- Tiere einen signifikant längeren Dickdarm als WT-, ART2-/- und ART2-/-

CD38-/- Tiere. Diese Beobachtung bestätigt die Ergebnisse der Gewichtsmessung, 

vor allem aber legt sie – wie auch die Gewichtsanalyse – ein abgeschwächtes Entzün-

dungsgeschehen in CD38-/- Tieren nahe.  

 

Auch die Auswertung des klinischen Scores, der auf der makroskopischen Analyse 

der Darmpräparate beruht, legte eine verminderte Entzündung in CD38-/- Tieren nahe. 

Allerdings erfolgte die Bewertung nicht in einem verblindeten Verfahren; die Ergeb-

nisse könnten prinzipiell durch Voreingenommenheit bei der Auswertung beeinflusst 

worden sein. Dennoch zeigte sich der Trend, dass CD38-/- Tiere vor schweren Ent-

zündungen geschützt waren, während WT-, ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tiere 

auffällige makroskopisch-pathologische Merkmale zeigten.  

 

Für die Quantifizierung der Entzündungsvorgänge wurden histologische und immun-

histochemische Untersuchungen durchgeführt. Die histologische Untersuchung 

ermöglicht eine originalgetreue Darstellung der Gewebearchitektur und eingewander-
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ter Zellen und ist der Goldstandard in der Gewebediagnostik. Die H.E.-gefärbten Pa-

raffinschnitte wurden anhand eines histologischen Scores befundet (Tab. 5, Cooper et 

al. 1993). Das Ergebnis zeigte in WT-, ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren einen 

hohen Scoring-Wert, d.h. Anzeichen einer ausgeprägten Entzündung. Dagegen ergab 

sich für CD38-/- Tiere ein geringer Scoring-Wert, der gegenüber WT- und 

ART2-/-CD38-/-Tieren statistische Signifikanz erreichte. Dies entspricht einer auf 

mikroskopischer Ebene verminderten Entzündung und Zellinfiltration in CD38-/-Tieren. 

Dieser Befund korreliert mit den Ergebnissen der Gewichtsmessung und des 

klinischen Assessments.  

 

Mittels Immunhistochemie wurden in den Paraffinschnitten Makrophagen (über die 

Antigene F4/80 und Mac2) und neutrophile Granulozyten (über Ly6G) detektiert. Zu 

beobachten war eine starke Infiltration von Makrophagen und Neutrophilen im Darm-

gewebe DSS-behandelter Tiere. Auch hier wiesen CD38-/- Tiere, verglichen mit 

WT-Tieren, eine deutlich verminderte Infiltration auf.  

 

Als nächstes wurden Zytokine und Chemokine im Gewebe mithilfe der RT-PCR quan-

tifiziert. Die RT-PCR erlaubt eine zuverlässige Bestimmung der mRNA-Expression und 

wurde daher zur Analyse der Zytokin- und Chemokinexpression in Milz- und Darmge-

webe eingesetzt. Da Fehlamplifikate durch Schmelzkurve und DNA-Elektrophorese 

weitgehend ausgeschlossen werden konnten, handelt es sich um eine verlässliche 

Methode. Ein Problem war allerdings, dass nur ein relativ kleines Stück des präpa-

rierten Darms jeweils für die Analyse zur Verfügung stand. Da die Entzündung zum Teil 

diskontinuierlich über den Darm verteilt war, könnte ein „Sampling Error“ auftreten, die 

zufällige Auswahl eines zufällig kaum betroffenen oder eines übermäßig stark entzün-

deten Abschnittes zur Analyse (Särndal et al. 1992). Dieser Sampling Error könnte 

auch die Streuung von Werten innerhalb der einzelnen experimentellen Gruppen 

erklären. 

 

Für die meisten von uns überprüften Zytokine zeigte sich eine Induktion durch die 

DSS-Kolitis, was bereits bekannten Beobachtungen entspricht (Alex et al. 2009). In 

unseren Versuchen wurden signifikante Expressionssteigerungen der Chemokine 

CXCL1, CXCL2 und CCL2, sowie der Zytokine IL-17A und IL-23 beobachtet. IL-17A 

ist das wichtigste Effektorzytokin der TH17-Zellen. Für diese TH-Zellen konnte eine be-

deutende Rolle in chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, aber auch in der Pa-

thogenese der DSS-Kolitis gezeigt werden (Takedatsu et al. 2008, Ito et al 2008, 

Kobayashi et al. 2008). IL-23 spielt in der Pathogenese chronisch-entzündlicher Darm-

erkrankungen sowie in entsprechenden Tiermodellen ebenfalls eine wichtige Rolle 

(Hue et al. 2006, Ahern et al. 2008, Ahern et al. 2010). In Kongruenz hierzu stehen un-
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sere Beobachtungen bezüglich der Expressionssteigerungen von IL-17A und 

IL-23p19. Für diese beiden Zytokine sowie einige weitere Zytokine und Chemokine 

(CXCL1, CXCL2, CXCL10, CCL2, IL-10) konnte eine reduzierte Expression in erkrank-

ten CD38-/- Tieren im Vergleich zu erkrankten WT-Tieren beobachtet werden (Abb. 31 

- 36), wenn auch die Unterschiede kaum Signifikanz erreichten.  

 

Schließlich wurde in einem enzymatischen Assay die Myeloperoxidase (MPO)-Aktivität 

als Maß für die Granulozyteninfiltration bestimmt, ein weiteres Korrelat für die Schwere 

der Entzündung. Dabei wurden in DSS-behandelten WT-Tieren, verglichen mit behan-

delten CD38-/- Tieren, höhere Werte gemessen. Allerdings bestanden hohe Streuun-

gen der Messwerte innerhalb der Tiere aus den behandelten Versuchsgruppen.  

 

Insgesamt lieferten die DSS-Kolitisexperimente aussagekräftige Ergebnisse. Ge-

wichtsveränderungen, klinisches Erscheinungsbild, Histologie, Immunhistochemie 

sowie RT-PCR bestätigen, dass DSS-Trinkwasser in C57BL/6-Tieren eine schwere 

Kolitis induziert. Diese Ergebnisse reproduzieren weitgehend Beobachtungen der 

Erstbeschreibungen von Okayasu et al. (1990) und Cooper et al. (1993). Ein zentrales 

Ergebnis unserer Experimente war der deutlich mildere Krankheitsverlauf der DSS-

Kolitis in CD38-/- Tieren. In CD38-/- Tieren konnten im Vergleich zu WT-Tieren ein ab-

geschwächter Gewichtsverlust, ein besserer histopathologischer Score sowie eine 

verminderte Expression vor allem proinflammatorischer Zytokine (IL-17A, IL-23) und 

Chemokine (CXCL1, CXCL2, CXCL10 und CCL2) beobachtet werden. In histologi-

schen und immunhistochemischen Untersuchungen fiel in CD38-/- Tieren eine ver-

minderte Infiltration von Makrophagen und Granulozyten in auf. 

 

Die beobachteten Unterschiede zwischen WT- und CD38-/- Tieren in den DSS-

Experimenten lassen sich durch die Funktion von CD38 für die Chemotaxis hinrei-

chend erklären. Die eingeschränkte Funktion verschiedener Chemokinrezeptoren in 

CD38-/- Tiere könnte zu einer reduzierten Infiltration von Makrophage und Granulozy-

ten und dadurch zu einem verminderten Entzündungsgeschehen in der Darmmukosa 

führen. Prinzipiell sind aber auch weitere CD38-Funktionen zu erwägen, da die Be-

obachtungen in ART2-/- und ART2-/-CD38-/- Tieren durch Veränderungen in der 

Chemotaxis allein unzureichend erklärbar sind. Bezogen auf Gewichtsverlust, Darm-

verkürzung, makroskopische und histologische Entzündungszeichen zeigten die 

ART2-/-CD38-/- Tiere einen Phänotyp vergleichbar zu WT- und ART2-/- Tieren. Für 

diese Parameter erwies sich die Auswirkung der CD38-Defizienz auf den Krankheits-

verlauf abhängig von der ADP-Ribosyltransferase ART2. Im Gegensatz zu den oben 

erwähnten Parametern waren in der RT-PCR für die untersuchten Zytokine und Che-

mokine keine oder nur geringe Expressionsunterschiede zwischen CD38-/- und  
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ART2-/-CD38-/- Tieren zu beobachten: Die Auswirkung der CD38-Defizienz auf den 

Krankheitsverlauf war hier unabhängig von ART2. Diese Beobachtung legt nahe, dass 

CD38 ART2-abhängige und -unabhängige Funktionen im DSS-Modell haben könnte. 

 

In unseren Versuchen zeigten CD38-/- Tiere wie erwähnt im Vergleich zu WT-Tieren 

abgeschwächte Entzündungen und damit einen teils erheblich besseren klinischen Zu-

stand. Das lässt unter diesen Versuchsbedingungen eine proinflammatorische Rolle 

für CD38 vermuten. Die Arbeitsgruppe um F. Lund konnte eine Funktion von CD38 in 

der Signaltransduktion von Chemokinrezeptoren zeigen (Partida-Sánchez et al. 2001, 

Partida-Sánchez et al. 2004). Insbesondere Chemokinrezeptoren mit einer Funktion in 

der Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten sind in ihrer Aktivität stark von 

CD38 abhängig. Dies zeigt sich in Infektionsmodellen für Streptokokken, Mykobak-

terien oder Parasiten, in denen CD38-/- Tiere aufgrund einer verminderten Rekrutie-

rung dieser Zellen nur eingeschränkt in der Lage sind, diese Infektionen zu kontrollie-

ren (Partida-Sánchez et al. 2001, Viegas et al. 2007, Estrada-Figueroa et al. 2011). Für 

die Funktion von Phagozyten hat CD38 daher einen proinflammatorischen Charakter 

und ist bei Infektionen ein unentbehrlicher Faktor zur Erregerabwehr und letztlich zur 

Ausheilung der Erkrankung. Da CD38 aber auch in die Migrationvorgänge von DCs in 

sekundär lymphatische Organe involviert ist, konnte in CD38-/-Tieren auch eine abge-

schwächte humorale Immunantwort festgestellt werden (Cockayne et al. 1998, 

Partida-Sánchez et al. 2004). Die Rekrutierung von Entzündungszellen trägt wesentlich 

zum Entstehen von Gewebeschäden im Rahmen von immunpathologischen Prozes-

sen bei. Auch in dem hier verwendeten DSS-Modell beruht die Schädigung des 

Darmgewebes auf der Rekrutierung von Entzündungszellen. Die deutlich reduzierte 

Migration von Granulozyten und Makrophagen in CD38-/- Tieren (Partida-Sánchez et 

al. 2001) ist daher eine plausible Erklärung für den abgeschwächten Erkrankungsver-

lauf in CD38-/- Tieren in unseren DSS-Experimenten.  

 

Neben der dargestellten proinflammatorischen Rolle von CD38 gibt es auch Hinwiese 

für eine die Immunantwort hemmende Funktion. Anders als in den bereits beschriebe-

nen Infektionsmodellen führt in bestimmten Autoimmunmodellen die Abwesenheit von 

CD38 zu schwereren Krankheitsverläufen (Lund 2006). In einem Modell für den Sys-

temischen Lupus Erythematodes entwickeln lpr/lpr-Mäuse bei einer zusätzlichen Defi-

zienz von CD38 stärkere Krankheitssymptome. Bei NOD-Mäusen, einem Mausstamm, 

der spontan einen Typ-1-Diabetes (T1D) entwickelt, zeigen CD38-/- NOD Tiere eine 

beschleunigte Entwicklung des autoimmunen T1D. Interessanterweise ist dieser Effekt 

abhängig von ART2: CD38-/- NOD Tiere, aber nicht ART2-/-CD38-/- NOD Tiere zeigen 

sowohl schnellere Krankheitsverläufe als auch verminderte Zahlen an Treg-Zellen (Chen 

et al. 2006a). Die beschleunigte Entwicklung des T1D in CD38-/-NOD Tieren ist außer-
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dem abhängig von P2X7: In CD38-/-P2X7-/- NOD Tieren wurde ein normaler Krank-

heitsverlauf beobachtet (Chen et al. 2011). Da Treg-Zellen ART2- und P2X7-positiv 

sind, wird postuliert, dass eine erhöhte extrazelluläre NAD+-Konzentrationen in 

CD38-/- Tieren zur erhöhten Apoptoserate von Treg-Zellen führt. Die verminderte An-

zahl an Treg-Zellen könnte dann die verstärkte Pathologie und den schnelleren Krank-

heitsverlauf erklären. Ein Mangel oder eine Fehlfunktion von Treg-Zellen wird auch mit 

zahlreichen Immunpathologien einschließlich chronisch-entzündlichen Darmerkran-

kungen in Verbindung gebracht (Singh et al. 2001). Wie Treg-Zellen tragen auch iNKT-

Zellen CD38, ART und P2X7. Diese Zellen sind besonders empfindlich gegenüber 

NICD, ihre Zahl ist ebenfalls in CD38-/- Tieren reduziert (Chen et al. 2006b, Postigo et 

al. 2012). Die intestinale Mukosa beherbergt insgesamt eine große Anzahl regulatori-

scher Zellen, die eine wichtige Rolle für die immunologische Homöostase spielen 

(Uhlig et al. 2006, Maynard und Weaver 2009). Der Schutz regulatorischer Zellen vor 

Apoptose bedeutet eine antiinflammatorische Rolle von CD38.  

 

Die nukleotidmetabolisierenden Enzyme CD38, ART2 und P2X7 sind neben Treg- und 

iNKT-Zellen auf nahezu allen T-Effektorzellen der Darmmukosa koexprimiert. Damit 

würden im Darm die Exponenten von Immunabwehr und Immuntoleranz der 

Regulation durch extrazelluläres NAD+ unterliegen. Aufgrund der gegensätzlichen 

Funktion dieser Zellpopulationen könnte CD38 im Darm sowohl pro- als auch antiin-

flammatorische Wirkungen entfalten. In unseren Experimenten äußerte sich eher eine 

proinflammatorische Rolle: Die CD38-/- Tiere zeigten im DSS-Kolitismodell, dessen 

Pathogenese mehr auf Immunpathologie denn auf Infektion beruht, einen besseren 

Gesundheitszustand.  

 

CD38-/- Tiere und CD38-/-ART2-/- Tiere zeigen in manchen Versuchen ein ähnliches 

und in anderen Versuchen ein unterschiedliches Verhalten. Eine Erklärung könnte sein, 

dass CD38 verschiedene regulatorische Mechanismen steuert, von denen nur manche 

von ART2 beeinflusst werden. Zu den ART2-abhängigen Mechanismen zählt der Nuk-

leotid-induzierte Zelltod (NICD), der bei Koexpression von ART2 und P2X7 relevant ist. 

ART2-unabhängig sollte die Funktion von CD38 in der Chemokin-abhängigen 

Rekrutierung von Zellen in die Darmmukosa sein (Partida-Sánchez et al. 2001). 

Sowohl ART2-abhängige als auch ART2-unabhängige Mechanismen von CD38 kön-

nen zur Pathogenese im DSS-Modell beitragen (Abb. 49). Zur Differenzierung zwi-

schen diesen Mechanismen bieten sich verschiedene Strategien an. Wichtig wäre eine 

Charakterisierung der verschiedenen Zellpopulationen in der entzündeten Darm-

mukosa von WT-, CD38-/- und ART2-/-CD38-/- Mäusen. Mit histologischen Methoden 

und mittels Durchflusszytometrie sollten Granulozyten und Makrophagen, aber auch 

die verschiedenen Lymphozytenpopulationen, insbesondere auch die Treg-Zellen, 
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charakterisiert werden. In beiden Ansätzen sollten auch der Differenzierungszustand 

und die Apoptoserate der einzelnen Zellen mit erfasst werden. Aufgrund der selektiven 

Expression von ART2 wäre zu erwarten, dass sich die ART2-/-CD38-/- Mäuse vor 

allem in der Zusammensetzung und Funktion ihrer T-Zellsubpopulationen von WT-, 

ART2-/- und CD38-/- Tieren unterscheiden. 

 

 
 

Abb. 49: Synopsis der CD38-Funktionen für Zellrekrutierung und extrazellulären NAD+-

Stoffwechsel 

Eintragungen in Rot zeigen die (zum Teil hypothetischen) Veränderungen bei CD38-Defizienz. 

In WT-Tieren unterstützt CD38 die Zellmigration, so dass Zellen bei Entzündungen mittels 

Chemotaxis zum Entzündungsherd rekrutiert werden können. Außerdem benötigen DCs diese 

CD38-Funktion, um in sekundär lymphatische Organe zu gelangen (nicht dargestellt). Als 

NAD+-Glykohydrolase hält CD38 die NAD+-Spiegel niedrig und verhindert im Darm die 

Apoptose von Effektorzellen, systemisch dagegen eher die von Treg-Zellen (nicht dargestellt). 

Die Effektorzellen ihrerseits unterhalten die Entzündung, sie synthetisieren proinflammatorische 

Zytokine und Chemokine, unterstützen Zellmigration und Erregerabwehr, verursachen aber 

auch Gewebeschäden. In CD38-/- Tieren ist die Zellmigration vermindert. Ferner führen hohe 

extrazelluläre NAD+-Spiegel zur Apoptose von Effektorzellen (Abb. 8). Deren pleiotrope proin-
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flammatorische Wirkung fällt weg, was den Entzündungsprozess im Verlauf weiter abschwächt. 

Ein Resultat wäre eine unzureichende Erregerabwehr. Demgegenüber würde eine verminderte 

Gewebeschädigung und Immunpathologie stehen (Abb. 1, Kap. 1.3). Ob die CD38-Wirkung 

zum Nachteil oder Vorteil des Gesamtorganismus ist, hängt daher jeweils von der Entzün-

dungsursache ab. Nicht eingezeichnet sind weitere Effekte von CD38, z.B. als Korezeptor auf 

B-Zellen, sowie andere nukleotidmetabolisierende Enzyme.  

 

 

Generell zeigen unsere Ergebnisse, dass das Fehlen von CD38 zu einem milderen 

Krankheitsverlauf im DSS-Modell führt. In der Literatur wurden in CD38-/- Tieren meist 

abgeschwächte Immunantworten beobachtet, in Abhängigkeit vom Krankheitsmodell 

aber auch eine verminderte Immuntoleranz (Cockayne et al. 1998, Partida-Sánchez 

et al. 2001, Partida-Sánchez et al. 2004). Das von uns angewendete Krankheitsmodell 

entspricht einer Entzündung, in der die Tiere vom CD38-Verlust profitieren.  

 

Ähnlich wie das vorliegende DSS-Entzündungsmodell beruhen die Erkrankungen 

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa wahrscheinlich auch auf einer inadäquaten Im-

munantwort in der Darmmukosa, die zu schweren Entzündungen bzw. zur Immunpa-

thologie führt. Aufgrund unserer Ergebnisse stellt sich die Frage nach der Rolle von 

CD38 in der Pathogenese der humanen Erkrankungen. CD38 könnte auch dort an der 

Rekrutierung von Entzündungszellen beteiligt sein. Aufgrund der fehlenden Expression 

von ART2 im Menschen ist die Regulation der Darmentzündung über eine durch 

NAD+-vermittelte Apoptose unwahrscheinlich (Haag et al. 1994). Interessant wäre da-

her zu sehen, in welchem Umfang Zellen der Darmmukosa CD38 und weitere nukleo-

tidmetabolisierenden Enzyme tragen und ob die Migration von Immunzellen der 

Darmmukosa von CD38 abhängig ist. Dies wären Voraussetzungen für die Beantwor-

tung der Frage, ob die Inhibition von CD38 eine Behandlungsstrategie für chronisch-

entzündliche Darmerkrankungen beim Menschen bietet. 

 

 

5.3 Zellpopulationen in WT- und CD38-/- Tieren 

Die Analyse der CD38-Expression und die DSS-Versuche in CD38-/- Tieren zeigten, 

dass CD38 auf Zellen der Darmmukosa exprimiert wird und bei Entzündungsreaktio-

nen in der Darmmukosa eine Rolle spielt. Generell besteht daher die Möglichkeit, dass 

CD38 bereits unter homöostatischen Bedingungen Mechanismen der Aktivierung, der 

Differenzierung und des Überlebens von T-Zellen beeinflusst. Diese potentielle Wir-

kung von CD38 auf die T-Zellhomöostase hätte dann auch Auswirkungen auf Immun-

antworten. Um den Einfluss von CD38 auf T-Zellen unter homöostatischen Bedingun-

gen zu untersuchen, wurden T-Zellpopulationen in naiven WT- und CD38-/- Tieren 
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verglichen. Die Identifizierung verschiedener T-Zellpopulationen erfolgte anhand der 

Expression bestimmter Leitzytokine wie IFNγ und IL-17A. Hierzu wurden die Zellen 

mittels PMA/Ionomycin für 4 Stunden stimuliert und die Zytokine nach intrazellulärer 

Färbung im Durchflusszytometer gemessen. 

 

Naive CD8+ T-Zellen bilden nach einer Kurzzeitstimulation nur geringe Mengen an 

IFNγ. Erst nach Voraktivierung sind diese Zellen in der Lage, größere Mengen an IFNγ 
zu produzieren. Diese Zellen besitzen im Gegensatz zu naiven CD8+ T-Zellen auch 

zytotoxische Eigenschaften. In der Darmmukosa existieren neben den konventionellen 

CD8+ T-Zellen, die ein CD8αβ-Heterodimer und den αβT-Zellrezeptor exprimieren, 

auch unkonventionelle CD8+ T-Zellen (Abadie et al. 2012). Diese Zellen tragen ein 

CD8αα-Homodimer und sind jeweils etwa zur Hälfe positiv für den αβ- bzw. für den 

γδT-Zellrezeptor. Im Gegensatz zu den konventionellen CD8+ T-Zellen unterliegen die 

unkonventionellen CD8+ T-Zellen auch keiner klassischen MHC-I-Restriktion (Abadie 

et al. 2012). In unseren Analysen wurde aber keine Differenzierung dieser Subtypen 

vorgenommen. Für unseren Vergleich zwischen WT- und CD38-/- Mäusen wurden 

voraktivierte zytotoxische T-Zellen als IFNγ+CD8+ T-Zellen definiert. In der Milz zeigte 

sich kein Unterschied in der Frequenz IFNγ-positiver Zellen innerhalb der 

CD8+ T-Zellen zwischen WT- und CD38-/- Mäusen. Im Darm waren die Frequenzen 

der IFNγ+CD8+ T-Zellen in beiden Mausstämmen deutlich niedriger. Interessanterweise 

war der Anteil an IFNγ+CD8+ T-Zellen aber in allen untersuchten Darmgeweben der 

CD38-/- Mäuse höher als in denen der WT-Tiere. Anhand dieses Ergebnisses hätte 

CD38 einen Einfluss auf die CD8+ T-Zellen in der Darmmukosa. Hier ist aber zu be-

denken, dass in unseren Analysen die CD8+ T-Zellsubpopulationen in der Darm-

mukosa nicht weiter nach konventionellen und unkonventionellen T-Zellen differenziert 

wurden. Eine veränderte Zusammensetzung dieser Zellpopulationen könnte für die 

Unterschiede der Anteile von IFNγ+CD8+ T-Zellen verantwortlich sein. Weiterhin wur-

den nur Anteile, aber keine absoluten Zellzahlen ermittelt, was auch zur Einschränkung 

der Aussagekraft der Ergebnisse beiträgt. In künftigen Experimenten ist es daher not-

wendig, die Subpopulationen der CD8+ T-Zellen zu differenzieren. Auch eine Ermitt-

lung der Zellzahlen wäre wünschenswert, obgleich diese Werte aufgrund der generell 

niedrigen T-Zellzahlen, insbesondere in der Kolonmukosa, häufig ungenau und daher 

kritisch zu bewerten sind. 

 

In unseren Analysen wurden innerhalb der CD4+ T-Zellen die TH1 und die TH17-Zellen 

untersucht. Die Identifizierung erfolgte anhand der Leitzyokine IFNγ und IL-17A. Aus 

Erfahrungswerten innerhalb der Arbeitsgruppe war bekannt, dass TH2-Zellen in naiven 

C57BL/6 Tieren nur in extrem niedrigen Zahlen vorliegen und mit der verwendeten 

Methode nicht nachweisbar sind. Aus diesem Grund wurden TH2-Zellen nicht in die 
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Analyse aufgenommen. In den Milzen von WT- und CD38-/- Tieren wurden vergleich-

bare Prozentwerte für IFNγ+ TH1-Zellen gefunden. Mit Ausnahme der Lamina propria 

des Dünndarms waren in den Darmgeweben der WT-Mäuse deutlich mehr TH1 Zellen 

nachzuweisen als in den Geweben der CD38-/- Mäuse. IL-17A+ TH17-Zellen konnten 

in der Milz nur in sehr niedrigen Zahlen detektiert werden. In den Darmgeweben waren 

diese Zellen aber in beiden Mausstämmen gut nachweisbar. Vergleichbar zu den 

TH1-Zellen fanden sich in CD38-/- Tieren deutlich niedrigere Prozentwerte dieser 

Zellen als in WT-Tieren. Auch hier zeigte sich in der Lamina propria ein anderes Bild. In 

diesem Gewebe fanden sich in etwa vergleichbare Anteile an TH17-Zellen in WT- und 

CD38-/- Tieren.  

 

Generell beobachteten wir in der Darmmukosa der CD38-/- Tiere niedrigere Frequen-

zen an beiden untersuchten TH-Zellpopulationen. CD38 scheint also in diesem 

Gewebe die Differenzierung oder das Überleben dieser Zellen zu regulieren. Als Er-

klärungen bieten sich an, dass in Abwesenheit von CD38 weniger T-Zellen in die 

Darmmukosa einwandern, oder aber, dass in CD38-/- Tieren eine vermehrte Apoptose 

dieser Zellen stattfindet. Ähnlich wie bei den CD8+ T-Zellen sind aber auch bei der 

Interpretation der Ergebnisse zu den CD4+ T-Zellen bestimmte Einschränkungen zu 

berücksichtigen. Wie bei den CD8+ T-Zellen bereits diskutiert wurde, könnte eine Be-

stimmung der absoluten Zellzahlen das Ergebnis verändern. Weiterhin ist zu beachten, 

dass durch die relativ harsche Aufreinigungsprozedur von Zellen aus der Darmmukosa 

wahrscheinlich größere Mengen an NAD+ freigesetzt werden. In Abwesenheit von 

CD38 könnte dies zu einer ausgeprägten ADP-Ribosylierung von P2X7 und zur ver-

stärkten Apoptose der Zellen führen. Die hohe P2X7-Expression in T-Zellen der 

Darmmukosa macht diese Zellen besonders sensitiv gegenüber einer NAD+ induzier-

ten Apoptose (Heiss et al. 2008 und nicht publizierte Ergebnisse der AG Mittrücker). In 

weitere Analysen wäre es sinnvoll, die Apoptoserate der T-Zellen in den Darmgewe-

ben zu bestimmen. Um Reinigungsartefakte auszuschließen, sollten ART2-/- und 

ART2-/-CD38-/- Mäuse in die Analysen aufgenommen werden. Schließlich sollten die 

Ergebnisse durch histologische Untersuchungen bestätigt werden. 

 

 

5.4 Fazit und Ausblick 

Zahlreiche Hinweise deuten darauf hin, dass CD38 neben seiner essentiellen Rolle für 

die Chemotaxis auch eine Funktion im extrazellulären NAD+-Stoffwechsel ausübt. 

Unsere Experimente geben Anhaltspunkte auf mehrere Funktionen von CD38 in 

intestinalen Entzündungen. Beim Vergleich von WT-, CD38-/-, ART2-/- und ART2-/-

CD38-/- Tieren zeigten sich Unterschiede, die durch die bekannte Funktion als 

intrazellulärer Ca2+-Mobilisator allein nicht erklärbar sind. Hier bietet die Funktion als 



Diskussion 
 
 

 116 

NAD+-abbauendes Ektoenzym eine mögliche Erklärung. Zusätzlich konnten wir eine 

hohe Verfügbarkeit von CD38 auf T-Zellen des Darms nachweisen. Der Regelkreis aus 

CD38, ART2 und P2X7, der bisher für Treg-Zellen postuliert wurde, ist daher 

wahrscheinlich auch für T-Zellen der Darmmukosa relevant.  

 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen haben in der westlichen Welt mit bis zu 

0,2% eine hohe Prävalenz (Cosnes et al. 2011). Seit dem letzten Jahrzehnt wurden 

zunehmend Einsichten in die Pathogenese dieser Erkrankungen auf zellulärer und 

molekularer Ebene erzielt. Dies eröffnet letztlich die Möglichkeit zur Entwicklung spe-

zifischer Therapien. Die Antagonisierung bestimmter Zytokine zeigt – trotz der damit 

verbundenen Nebenwirkungen – zunehmend Erfolge, und grundsätzlich das Potential 

einer an den pathophysiologischen Grundlagen dieser Erkrankungen orientierten For-

schung (Neurath und Finotto 2009). Bezogen auf CD38 stellt sich die Frage, inwieweit 

CD38-abhängige Regulationsmechanismen kausal mit der Pathogenese von chro-

nisch-entzündlichen Darmerkrankungen oder Autoimmunerkrankungen zusammen-

hängen. Da die ADP-Ribosyltransferase ART2 beim Menschen nicht vorkommt (Haag 

et al. 1994), wäre eine Untersuchung anderer nukleotidmetabolisierender Enzyme auf 

Zellen der Darmmukosa sinnvoll. Dies sind wichtige Schritte auf dem Weg zur Frage-

stellung, ob CD38 letztlich als pharmakologische Zielstruktur einer medikamentösen 

Therapie chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen in Frage kommt, wobei stets zu 

berücksichtigen ist, dass CD38 sowohl eine Rolle für Immunabwehr als auch für 

Toleranzinduktion spielt.  
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