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Zusammenfassung  

 

SLE (systemischer Lupus erythematodes) ist eine schwere Autoimmunerkrankung, die na-

hezu alle Organe des menschlichen Körpers befallen kann und deren therapeutische Be-

handlung nach wie vor problematisch ist. T-Zellen leisten einen entscheidenden Beitrag zur 

Pathogenese der Erkrankung. Ein Transkriptionsfaktor, der verstärkt in T-Zellen dieser Pati-

enten exprimiert wird und zu einer aberranten Funktion der T-Zellen im Krankheitsbild des 

SLE beiträgt ist, cAMP response element modulator (CREM)α. In der vorliegenden Arbeit 

konnte die Funktion von CREMα in T-Zellen mittels detaillierter in vivo und in vitro Studien 

analysiert werden. 

Mit Hilfe eines murinen Lupus Modells (fas-/- Maus) wurden Auswirkungen einer T-Zell spe-

zifischen Überexpression von CREMα auf die Pathogenese einer Autoimmunerkrankung 

studiert. Hierzu wurde eine fas-/- Maus mit T-Zell spezifischer Überexpression von CREMα 

erzeugt (fas-/- CREM TG). Überexpression von CREMα in diesem Modell verursachte einen 

drastischen Phänotyp, der sich in einer verstärkten Lymphadenopathie und Splenomegalie 

und einer verkürzten Lebenserwartung der fas-/- CREM TG Mäuse im Vergleich zu fas-/- 

Mäusen ohne CREMα Überexpression äußerte. Auf T-zellulärer Ebene wiesen fas-/- CREM 

TG Mäuse eine verstärkte Expansion doppelt-negativer T-Zellen (CD3+CD4-CD8-, DNTs) 

und eine Reduktion der regulatorischen T-Zellen (Tregs) auf, während die Menge IL-17 und 

IL-21 sezernierender Zellen erhöht war. Somit konnte die funktionelle Bedeutung von 

CREMα für eine Autoimmunerkrankung erstmalig in vivo nachgewiesen werden.  

In weiteren Analysen, die unabhängig von fas in Mäusen mit einer T Zell spezifischen Über-

expression von CREMα (CREM TG) und CREM defizienten Mäusen (CREM-/-) durchgeführt 

wurden, wurde der Einfluss von CREMα auf Treg und Th17 Zellen untersucht. In in vitro Dif-

ferenzierungs-Experimenten zeigte sich, dass T-Zellen aus CREM TG Mäusen eine verrin-

gerte Neigung aufwiesen, in Tregs zu differenzieren im Vergleich zu WT T-Zellen. Im Ge-

gensatz hierzu wiesen CREM defiziente T-Zellen ein gesteigertes Differenzierungspotential 

zu Tregs auf. CREM defiziente Tregs zeichneten sich außerdem durch eine verstärkte 

Suppressivität aus, sowohl in in vitro Suppressionsassays als auch in vivo im Mausmodell 

einer Transferkolitis. Mittels Koimmunpräzipitation konnte im Verlauf dieser Arbeit eine spezi-

fische Interaktion zwischen CREM und FoxP3 in Tregs identifiziert werden. Außerdem wur-

den Microarray Analysen durchgeführt, mit deren Hilfe es gelang, mehrere Gene zu identifi-

zieren, die wahrscheinlich in Tregs durch CREMα reguliert werden. 

In weiteren in vitro Differenzierungs-Experimenten wurde die Bedeutung von CREMα für 

Th17 Zellen untersucht. Während es bei CREM TG T-Zellen zu einer verstärkten Th17 In-

duktion kam, war diese in CREM-/- T-Zellen im Vergleich zu WT T-Zellen deutlich vermin-

dert. Die verstärkte Th17 Antwort infolge einer CREM Überexpression wurde in vivo in zwei 
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Kolitis-Modellen funktionell belegt. Mittels CHIP Analysen konnte eine direkte Bindung von 

CREMα an den IL-17a Promotor als ein bedeutsamer Mechanismus für die IL17 Induktion 

identifiziert werden. Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine Relevanz von 

CREMα für Tregs und für die IL-17 und IL-21 exprimierenden Th17 Zellen aufgedeckt wer-

den.  

Desweiteren wurde der Einfluss von CREMα auf follikuläre T-Helferzellen (Tfhs) und B-Zell 

Antworten untersucht. Überexpression von CREMα in fas-/- Mäusen verursachte ein ver-

stärktes Auftreten von Tfhs und Keimzentren (germinal center, GC)-B-Zellen sowie erhöhte 

Spiegel von anti-Doppelstrang-DNA Antikörpern (anti-dsDNA Antikörper) im Serum dieser 

Tiere. Außerdem zeigten immunisierte CREM TG Tiere im Vergleich zum WT eine höhere 

Menge von Tfhs, GC-B-Zellen und spezifischen Immunglobulinen (IgGs) im Serum. Dies 

bedeutet, dass CREMα über die T-Zell Pathophysiologie hinaus, auch von großer Relevanz 

für die B-Zellaktivität ist. 

Insgesamt liefert die vorliegende Arbeit Evidenzen dafür, dass eine erhöhte Expression von 

CREMα von pathogener Bedeutung in vivo ist und damit die Expression von CREM beim 

humanen SLE keine Epiphänomen darstellt. Darüber hinaus konnte CREM auf molekularer 

Ebene als Transkriptionsfaktor identifiziert werden, der als Regulator von Tregs, Th17 und 

Tfh Zellen fungiert, womit ein wertvoller Beitrag zum Verständnis der komplexen Regulation 

dieser T-Zell Subtypen geleistet wurde. 

 

Zusammenfassung (englisch) 

 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a fatal autoimmune disease which affects nearly all 

organs in the human body. Despite the severity of disease treatment options are scarce 

apart from immune suppression. T cells are critical players in SLE. One factor which contrib-

utes to T cell pathophysiology in SLE is an enhanced expression of the cAMP response ele-

ment modulator (CREM)α, a transcription factor, which contributes to several abnormalities in 

these cells. In my thesis I analyzed the role of CREMα in T cells in vitro and in vivo. 

To explore the relevance of CREMα in vivo in a lupus setting we crossed CD95 (fas) knock-

out mice into mice which overexpress CREM in T cells (fas-/- CREM TG). The CREM TG 

fas-/- CREM TG mice mice suffered from severely accelerated lymphadenopathy and sple-

nomegaly much earlier in life than wildtype fas-/- animals. Lymphadenopathy and spleno-

megaly was caused by a massively enhanced expansion of double negative T cells 

(CD3+CD4-CD8-, DNTs), a reduction of regulatory T cells (Tregs), while amounts IL-17 and 

IL-21 secreting cells were increased compared to fas-/- mice without CREMα overexpres-

sion. To our knowledge this is the first report that overexpression of CREMα aggravates au-

toimmunity in vivo. 
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We further analyzed the role of CREMα in regulatory T cells and Th17 cells in a CREM 

knock-out mouse model (CREM-/-) and in a mouse, which selectively overexpresses CREMα 

in T cells (CREM TG). When we generated inducible Tregs from naïve CD4+ T cells the 

overall expression of Foxp3+ T cells was higher in wildtype T cells than in CREM TG T cells. 

Vice versa the expression of inducible Tregs generated from CREM-/- mice was significantly 

higher than from wildtype mice. Furthermore, the knock-out of CREM enhanced the suppres-

sive capacity of Tregs in mice in vitro in suppressionassays and in vivo in a mouse model of 

transfercolitis. Coimmunprecipitation experiments indicated that CREMα interacts with 

FOXP3 in Tregs. Furthermore microarray analyses identified several genes which might be 

regulated by CREMα in Tregs. 

We furthermore analysed the role of CREMα in Th17 cells in vitro and noticed enhanced de-

velopment of Th17 cells in CREM TG mice while the fraction of IL-17 producing T cells was 

reduced in CREM-/- mice compared to wildtype mice. The functional relevance of the en-

hanced Th17 response in CREM TG mice was demonstrated by two in vivo colitis models. 

We detected an important mechanism of CREM driven IL-17 expression by mean of chip 

assays which revealed a CREM binding to the IL17a promotor. Summing up these data indi-

cate a role of CREMα for the functionality of  Tregs and Th17 cells in vitro and in vivo. 

We next asked if CREMα also influences follicular helper T cells (Tfhs) and B cell responses. 

CREMα enhanced the expression of Tfhs, germinal center(GC) B cells and led to increased 

serum levels of autoantibodies in fas-/- mice. Moreover CREM TG mice showed enhanced 

levels of follicular helper T cells, GC B cells and higher specific IgG levels in sera after im-

munization compared to wildtype mice. These experiments expand the role of CREMα as a 

transcription factor expressed in T cells, which significantly alters B cell response. 

This thesis confirms a pathogenic role of CREMα in vivo and provides evidence that the ex-

pression of CREMα in T cells of patients with SLE does not represent an epiphenomenon. 

Moreover CREMα might be a new transcription factor which is crucial for the regulation of 

Tregs, Th17 and Tfh cells. This work therefore contributes to the understanding of the com-

plex transcription factor network in T cell subsets. 
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ATF activating transcription factor 
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CD cluster of differentiation 
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ChIP Chromatin-Immunpräzipitation 
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CREM cAMP response element-binding protein 

CREM TG CREMα transgen, T-Zell spezifische CREMα Überexpression 
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CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte antigen 4  

CXCL C-X-C Chemokin Ligand 

CXCR C-X-C Chemokin rezeptor 
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FCS fetal calf serum, fötales Kälberserum 
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FoxP3 forkhead box P3 

GATA trans-acting T-cell-specific transcription factor  

GC germinal center, Keimzentren 

GFP green fluorescent protein 
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TNFα tumor necrosis factor-α  
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1 Einleitung 

1.1 Das Immunsystem 

Das Immunsystem setzt sich aus einer Vielzahl verschiedener Zellen zusammen, deren Zu-

sammenwirken eine Abwehr gegen eindringende Pathogene, wie Pilze, Viren, Bakterien und 

tierische Parasiten bewirkt. Gelingt es pathogenen Mikororganismen über die Schleimhäute 

oder Epithelien in den Körper einzudringen, werden zuerst Abwehrmechanismen des ange-

borenen Immunsystems aktiviert. Das angeborene Immunsystem setzt sich aus einer Viel-

zahl von Komponenten zusammen, zu denen anti-mikrobielle Peptide, das Komplementsys-

tem und Mucus gehören. Auf zellulärer Ebene sind Makrophagen, Neutrophile und natürliche 

Killer (NK)-Zellen von zentraler Bedeutung. Im weiteren Verlauf der Infektion setzen dann 

auch Mechanismen des adaptiven Immunsystems ein, die durch B- und T-Zellen vermittelt 

werden. Das angeborene Immunsystem erkennt konservierte chemische Motive, die für Pa-

thogene charakteristisch sind, zum Beispiel Lipopolysaccharid-Bausteine der Bakterienzell-

wand, die von Toll-like Rezeptoren gebunden werden. Die Rezeptoren des angeborenen 

Immunsystems werden von einer Vielzahl von Zellen exprimiert. Dadurch ist die angeborene 

Immunreaktion schnell verfügbar, zeichnet sich allerdings durch eine geringe Spezifität aus. 

Die adaptive Immunantwort ist dagegen hochspezifisch, da die Erkennung des Fremdmate-

rials auf somatischen Rearrangements von Gen-Elementen beruht und exakt auf das jeweili-

ge Pathogen zugeschnitten ist. Die längere Anlaufphase für eine effektive Immunantwort ist 

durch die Proliferation der Zellen bedingt, die spezifisch für das jeweilige Pathogen sind. Man 

unterteilt die adaptive Immunantwort in eine über Antikörper vermittelte humorale Immunität, 

die auf den B-Lymphozyten basiert, und eine über T-Lymphozyten vermittelte zelluläre Im-

munität. B-Lymphozyten, die zu Plasmazellen differenziert sind, sezernieren große Mengen 

spezifischer Antikörper, die durch Neutralisierung oder Opsonierung des pathogenen Anti-

gens bzw. durch Aktivierung von Komplement wirken können. Die Differenzierung zu Plas-

mazellen erfordert in den meisten Fällen neben der B-Zell Rezeptor-Aktivierung durch das 

Antigen ein weiteres Signal von einer für das Antigen spezifischen T-Zelle. Diese erkennt 

das Antigen auf der B-Zell Oberfläche im major histocompatibility complex (MHC)-Klasse II 

Komplex und induziert durch die Wechselwirkung zwischen cluster of differentiation (CD)40 

Ligand und CD40 auf der B-Zelle sowie durch die Sekretion stimulierender Zytokine die B-

Zell Differenzierung (1). 

Die Aktivierung naiver antigenspezifischer T-Zellen erfolgt durch antigenpräsentierende Zel-

len (APCs). Als APCs können dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen fungieren, die 

Präsentation erfolgt über MHC Komplexe (2). CD8+ T-Zellen erkennen Peptide, die über 

MHC-Klasse-I Komplexe präsentiert werden und erfüllen zytotoxische Funktionen, CD4+ T-

Zellen erkennen die über MHC-Klasse-II präsentierten Peptide (3). Neben der TCR-
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Aktivierung durch die Präsentation des jeweiligen Antigens muss die T-Zelle ein zweites 

kostimulatorisches Signal durch die Interaktion von CD28 auf der T-Zelle mit einem B7 Mole-

kül auf der Oberfläche der APC erhalten, um Proliferation und Differenzierung zu initiieren. 

Modulatoren dieses Prozess sind verschiedenste Zytokine, IL-2 ist als autokriner T-Zell 

Wachstumsfaktor eines der Schlüssel-Zytokine (4).  

 

1.2 Autoimmunerkrankungen 

Autoimmunerkrankungen entstehen, wenn anhaltende adaptive Immunantworten gegen kör-

pereigene Antigene ausgelöst werden. Vorausgehend ist ein Verlust der Selbst-Toleranz 

gegenüber Autoantigenen. Je nachdem, ob die Antikörper gegen Gewebe/Organ-spezifische 

Antigene gerichtet sind oder unspezifisch sind, kommt es zu organspezifischen oder syste-

mischen Erkrankungen. Zu den organspezifischen Autoimmunerkrankungen zählen zum 

Beispiel Diabetes mellitus Typ 1 und Morbus Crohn, eine systemische Erkrankung entwickelt 

sich beim Systemischen Lupus erythematosus (SLE) und bei der Rheumatoiden Arthritis. 

 

1.3 Systemischer Lupus erythematosus 

Der SLE tritt in Europa mit einer Inzidenz von 25-27 Neuerkrankungen pro 100.000 Perso-

nen auf, dabei sind 9 von 10 Betroffenen weiblich. Die genaue Ursache ist ungeklärt, vermut-

lich führen multifaktorielle Geschehnisse zu der Erkrankung, darunter genetische Prädisposi-

tionen, hormonelle Faktoren und exogene Einflüsse (5). Typisches Kennzeichen der Erkran-

kung auf zellulärer Ebene ist eine verstärkte Apoptose sowie eine defekte Beseitigung von 

apoptotischen Zellen (6). Ein darauf folgender Verlust der Toleranz gegenüber Selbst-

Antigenen, besonders gegenüber nukleären Komponenten, führt zum Auftreten von autore-

aktiven B und T-Zellen und zur Produktion von Auto-Antikörpern (5). Es entstehen zirkulie-

rende Immunkomplexe, die aus Antigen, Antikörper, Komplement und Fibrin zusammenge-

setzt sind. Ablagerungen von Immunkomplexen und daraus entstehende Entzündungsreak-

tionen können multiple Organ- und Gewebeschäden verursachen.  

 

1.4  Die zelluläre Immunantwort und ihr Beitrag zum Entstehen von Autoimmuni-

tät 

Naive T-Zellen differenzieren in verschiedene T-Zell-Subtypen. Die Differenzierung ist ab-

hängig vom Zytokin-Milieu bzw. der Expression der jeweiligen Zytokin-Rezeptoren auf der T-

Zell Oberfläche und der Expression spezifischer Transkriptionsfaktoren (Abbildung 1). Man 

unterscheidet Th1, Th2, Th17 Zellen, follikuläre T-Helferzellen (Tfhs) und regulatorische T-

Zellen (Tregs) voneinander. Durch die Differenzierung in unterschiedlich agierende Subtypen 

erfüllen T-Zellen umfassende Funktionen bei der Abwehr von Pathogenen. Dabei wirken 
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CD4+ T-Zellen durch ihre Zytokinsekretion als zentrale Effektoren und Aktivatoren anderer 

Immunzellen. Kritisch ist jedoch das Auftreten auto-reaktiver T-Zellen oder das unkontrollier-

te Expandieren von T-Zellen. Im gesunden Organismus unterliegen autoreaktive T-Zellen 

einer Eliminierung im Thymus und zu starke T-Zell Antworten werden durch supprimierende 

T-Zellen (Tregs) unterdrückt. Funktionieren diese Mechanismen nicht, können organspezif i-

sche oder systemische Autoimmunerkrankungen die Folge sein. Im Folgenden soll auf die 

einzelnen T-Zell -Subtypen und  ihre Rolle in Autoimmunerkrankungen eingegangen werden. 

 

Abbildung 1: T-Zell Differenzierung. Nach Stimulation durch eine antigenpräsentierende Zelle diffe-

renzieren naive CD4+ T-Zellen in verschieden T-Zell Subtypen. Entscheidend ist das Zytokinmilieu 

(auf den Pfeilen angezeigt) sowie die Expression und Aktivität spezifischer Transkriptionsfaktoren (im 

Inneren der Zellen aufgeführt). Die einzelnen T-Zell Subtypen zeichnen sich aus durch die Expression 

bestimmter Oberflächenmarker (kursiv) sowie durch die Sekretion verschiedener Zytokine. Dadurch 

üben sie unterschiedliche Funktionen im Rahme einer Immunantwort aus. 

1.4.1 Th1 Zellen  

Interleukin(IL)-12 und die Transkriptionsfaktoren signal transducer and activator of 

transcription(STAT)4 und T-bet fördern die Differenzierung in  Interferon(IFN)-γ produzieren-

de Th1 Zellen (7) (Abbildung 1). Th1 Zellen wirken vor allem auf die zelluläre Immunantwort 

durch die Aktivierung von Makrophagen und cytotoxischen CD8+ T-Zellen. Lange Zeit nahm 

man an, dass Th1 Zellen die größte Rolle in Autoimmunerkrankungen zukommt, da Th1 
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vermittelte Effekte durch IFN-γ viele Erscheinungen von Autoimmunerkrankungen erklären 

(8). Dazu gehören die Aktivierung von Makrophagen, sowie Aktivierung von Komplement 

und die Induktion der Produktion von Immunglobulin(IgG)2a und IgG3. Allerdings zeigen 

IFN-γ defiziente Mäuse in murinen Autoimmunitäts-Modellen wie experimenteller Autoim-

mun-Enzephalomyelitis (EAE) (9) und Kollagen-induzierter Arthritis (CIA) (8, 10) eine stärke-

re Anfälligkeit, und neuere Studien decken mehrere Mechanismen auf, über die IFN-γ 

inflammatorischen Reaktionen sogar entgegenwirkt (11).  

 

1.4.2 Th2 Zellen 

 IL-4 mit Hilfe von trans-acting T-cell-specific transcription factor (GATA)-3 und STAT6 för-

dert die Th2 Differenzierung (Abbildung 1). Th2 Zellen sezernieren IL-4, IL-5 und IL-13 (12). 

Sie sind an der humoralen Immunantwort beteiligt durch die Stimulation der B-Zell Prolifera-

tion und des Antikörper-Klassenwechsels. Darüber hinaus erfüllen sie wichtige Aufgaben bei 

der Abwehr extrazellulärer Parasiten. Th2 Zellen sind bei den meisten Autoimmunerkran-

kungen vermutlich nicht in die Pathogenese involviert. Im SLE nimmt man an, dass IL-4 Ein-

fluss auf die Differenzierung autoreaktiver B-Zellen nimmt, allerdings nicht als alleinig trei-

bende Kraft (13). 

 

1.4.3 Th17 Zellen 

Bei Th17-Zellen handelt es sich um einen T-Zell Subtyp, der IL-17a und IL-17f sowie IL-22 

und IL-21 sezerniert. Die Zytokine transforming growth factor (TGF)-β und IL-6, IL-23, IL-1 

oder IL-21 und die Transkriptionsfaktoren STAT3 und RAR-related orphan receptor gam-

ma(RORy)T führen zu einer Th17 Differenzierung (Abbildung 1) (14-22). Neben RORyT 

spielt phosphoryliertes STAT3 eine wichtige Rolle, welches durch IL-6 und IL-23 initiierte 

Signalwege aktiviert wird (23, 24). Th17 Zellen sind wichtig für die Elimination von einigen 

Erregern, die weder von Th1 noch Th2 Zellen beseitigt werden können, darunter Bakterien 

wie Citrobacter, Klebsiella pneumoniae, Borrelia burgdoerferi und Pilze, wie Candida albi-

cans (8). Neben dieser protektiven Rolle begünstigen Th17 Zellen chronische Entzündungs-

prozesse durch die Sekretion von IL-17a und stehen daher in engem Zusammenhang mit 

Gewebeentzündungen und Organschäden im Rahmen von Autoimmunerkrankungen, bei-

spielsweise im Falle der Rheumatoiden Arthritis, der Multiple Sklerose oder dem SLE (25-

27). In zahlreichen Studien konnten erhöhte IL-17a Level im Serum von Patienten mit Auto-

immunerkrankungen nachgewiesen werden (27-33). Die Relevanz von IL-17a bei Entste-

hung und Fortschreiten von verschiedenen Autoimmunerkrankungen zeigt sich auch am Bei-

spiel muriner Krankheitsmodelle. In der murinen EAE und der CIA zeigen IL-17a defiziente 

Mäuse abgeschwächte Krankheitserscheinungen (34, 35). Die pathogene Rolle von IL-17a 
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gründet sich auf multiple Effekte, die IL-17a auf verschiedenste Zelltypen ausübt. IL-17-

Rezeptoren sind nicht nur auf Immunzellen, sondern auch auf epithelialen und endothelialen 

Zellen zu finden (22, 36-38). Die IL-17a Bindung an diese Rezeptoren führt zur Expression 

von Chemokinen und Zelladhäsionsmolekülen und damit zur Rekrutierung von Monozyten, 

T-Zellen und Neutrophilen in das inflammatorische Gewebe (39-42). Zusätzlich kommt es zur 

Freisetzung von proinflammatorischen Proteinen (42-44) und Zytokinen, wie Interleukin(IL)-6, 

IL-1β und IL-21, die durch eine positive Rückkopplung eine weitere IL-17a Produktion bewir-

ken (45). Nach neuesten Erkenntnissen ist IL-17a alleine oder in Synergie mit weiteren Fak-

toren außerdem in der Lage, die B-Zell Differenzierung und Autoantikörper-Produktion zu 

fördern und greift damit auch in die humorale Immunantwort ein (46, 47). 

 

1.4.4 Regulatorische T-Zellen 

Neben T-Zellen, die aktivierend auf die Immunantwort wirken und daher auch als Effektor-T-

Zellen bezeichnet werden, gibt es ebenfalls T-Zellen die eine Immunantwort unterdrücken, 

sogenannte Suppressor-T-Zellen. Man kennt mehrere Untergruppen von suppressorisch 

agierenden T-Zellen. Die größte immunregulatorische Bedeutung kommt, nach derzeitigem 

Kenntnisstand, Tregs zu. Tregs sind durch die Oberflächenexpression von CD4 und der α-

Kette des IL-2 Rezeptors (CD25), gekennzeichnet und im gesunden Organismus anhand der 

CD25 Expression von CD4-Effektorzellen unterscheidbar. Forkhead box P3 (FoxP3) gilt als 

spezifischer Transkriptionsfaktor und bislang wichtigster transkriptioneller Regulator von 

Tregs (48-51). Es gibt zwei Populationen, natürliche Tregs (nTregs) und induzierte Tregs 

(iTregs), die sich in ihrer Entstehung unterscheiden, funktionell oder phänotypisch allerdings 

kaum voneinander abweichen. Induzierte Tregs werden in der Peripherie im Rahmen der 

Immunantwort gebildet. Das Zytokin TGF-β induziert über die Expression von FoxP3 die Dif-

ferenzierung in sogenannte iTregs (Abbildung 1). Natürliche Tregs sind schon im Thymus 

generierte und durch eine hohe Expression von CD25 und FoxP3 charakterisierte CD4+ T 

Zellen (52). Tregs kontrollieren in erster Linie die Expansion und Aktivierung von CD4+ T 

Zellen (50, 53). Neben der Suppression der CD4+ T Zellen, hemmen Tregs auch die B-Zell-

Proliferation und IgG Produktion sowie die Aktivität von CD8+ zytotoxischen T-Zellen (54, 

55). 

Die Suppression durch Tregs erfolgt über multiple Mechanismen, die vermutlich redundant 

wirken (Abbildung 2) (56). Tregs verändern beispielsweise das Zytokin-Milieu, zum einen 

durch Sekretion von inhibitorischen Zytokinen, wie IL-10, TGF-β  und IL-35 (57-60). Zum 

anderen nehmen sie durch die hohe Expression des IL-2 Rezeptors große Mengen IL-2 auf, 

das den Effektor-T-Zellen dann nicht mehr zur Verfügung steht (53, 61, 62). Des Weiteren 

gibt es einen Zellkontakt-abhängigen, zytotoxischen Mechanismus, bei dem Tregs durch die 

Freisetzung von Granzym (Gzm) den Zelltod von Effektor-T-Zellen einleiten (63). Darüber 



 1 Einleitung 

 

__________________________________________________________________________________________ 

- 6 - 

 

hinaus modulieren Tregs die Funktion von APCs, zum Beispiel durch die Interaktion von 

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) und lymphocyte-activation gene 3 (LAG3) auf der 

Oberfläche von Tregs mit CD80/CD86 Molekülen auf APCs. Diese Interaktion führt zur Ex-

pression von Indoleamine 2,3-dioxygenase, was in einer Suppression von Effektor-T-Zellen 

resultiert (64, 65).  

Ein wichtiges Zytokin, das Überleben, Entwicklung im Thymus und die suppressive Funktion 

von Tregs steuert, ist IL-2 (66, 67). IL-2 defiziente oder IL2R defiziente Mäuse zeigen einen 

Phänotyp mit einer starken Vergrößerung der peripheren Lymphorgane und entwickeln Auto-

immunität, was auf fehlende und defekte Tregs in diesen Mäusen zurück geführt werden 

konnte (68, 69).  

Tregs sind essentiell für die Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz und Immun-Homöostase. 

Die scurfy Maus, eine FoxP3 Mutante, entwickelt spontan exzessive Th1 Th2 und Th17 Ant-

worten, eine gesteigerte humorale Immunantwort und einen starken Autoimmunitätsphäno-

typ (70, 71). Auch Menschen, die Träger einer FoxP3 Mutation sind, entwickeln starke Auto-

immunerkrankungen, meist tritt schon im Kindesalter ein sogenanntes immun-dysregulation, 

polyendokrinopathie – enteropathie - X-chromosomales (IPEX) Syndrom auf (72, 73).  

Man nimmt an, dass im Falle von Autoimmunerkrankungen mit fehlregulierten T-Zell Antwor-

ten entweder eine Verringerung der Anzahl der Tregs, ein Defekt ihrer Funktionalität oder 

eine Resistenz der Effektor T-Zellen gegenüber der Treg vermittelten Suppressivität vorliegt. 

Bislang kommen Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen darüber, ob es eine Reduktion 

von Tregs im Rahmen von Autoimmerkrankungen gibt (74). Erschwerend bei der Analyse 

dieser Fragstellung ist die genaue Charakterisierung von Tregs im humanen System. Da-

durch, dass aktivierte Effektor T-Zellen ebenfalls CD25 und Foxp3 exprimieren, ist die exakte 

Bestimmung der Treg Anzahl in humanen PBMCs bislang schwierig. Dennoch zeigen einige 

Studien in SLE Patienten eine Reduktion der Tregs, die auch mit einem Anstieg der Krank-

heitsaktivität korreliert (75, 76). Daneben weisen Tregs von SLE Patienten eine defiziente 

Funktionalität auf (77).  
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Abbildung 2: Mechanismen, über die Tregs CD4+ Effektorzellen supprimieren. Tregs verändern 

das Zytokinmilieu durch einen hohen Verbrauch von IL-2 und durch die Sekretion von IL-10, IL-35 und 

TGF-β. Tregs können ebenfalls Perforin-(Prf) und Gzm-abhängig zytotoxisch auf CD4+ Effektorzellen 

einwirken oder über eine Interaktion mit APCs die Expansion von CD4+ T-Zellen hemmen. 

 

1.4.5 Follikuläre T-Helferzellen 

Follikuläre T-Helferzellen sind nach ihrer Lokalisation in den follikulären Keimzentren (germi-

nal center, GC) benannt. GCs sind Strukturen, die sich innerhalb der B-Zellfollikel sekundä-

rer Lymphorgane bilden. Nach einer ersten Interaktion zwischen B-Zellen und T-Zellen an 

der Grenze zwischen T-Zellzone und Follikel wandern Subtypen der B-Zellen und T-Zellen in 

den Follikel ein und formen die GCs, aus denen hoch-affine und langlebige Plasma-Zellen 

und Memory B-Zellen austreten (78). Die B-Zell Hilfe übernehmen die sogenannten Tfhs (79-

81). Tfhs produzieren kaum IFN-γ, IL-4 oder IL-17a, sondern üben ihre Funktion über die 

Expression von CD40L und IL-21 aus (82-84). IL-21 ist einerseits autokriner Wachstumsfak-

tor für Tfhs, andererseits stimuliert das von den Tfhs produzierte IL-21 direkt B-Zellen 

(Abbildung 1) (85-87).  

Tfhs zeichnen sich durch eine hohe Expression der zwei kostimulatorischen Moleküle 

inducible T-cell co-stimulator (ICOS) und programmed death-1(PD-1) aus (88). Weiterhin 

exprimieren sie C-X-C chemokine receptor type (CXCR)5 auf der Oberfläche. CXCR5 ist ein 

Chemokinrezeptor, der die Migration entlang von C-X-C chemokine ligand (CXCL)13 Gradi-

enten steuert und den Eintritt in die Keimzentren ermöglicht (87, 89). 

Der Transkriptionsfaktor B-cell lymphoma-6 (Bcl-6) reguliert die Tfh Differenzierung und in-

duziert die CXCR5 Expression (90, 91), allerdings gibt es keine uniforme Expression von 
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Bcl-6 in allen GC T-Zellen, so dass Bcl-6 nicht als spezifischer Transkriptionsfaktor für Tfhs 

gilt (92).  

Eine Dysregulation der T-Zell abhängigen B-Zell Hilfe in den Keimzentren steht in Verbin-

dung mit dem Entstehen von Autoimmunerkrankungen. Da in der GC-Reaktion hoch-affine 

langlebige Antikörper gebildet werden, müssen Antikörper-bildende Zellen stark kontrolliert 

werden. Die Auswahl erfolgt durch positive Selektion, das heißt B-Zellen treten in Wettbe-

werb um die T-Zell Hilfe (92). Autoreaktive B-Zellen erhalten normalerweise keine T-Zell ab-

hängige Hilfe, um in Plasmazellen zu differenzieren, sondern werden apoptotisch und sind 

daher nicht innerhalb der Plasmazellen oder Memory B-Zell Pools zu finden (93). Kommt es 

in den GCs zu Anomalitäten, wie zum Beispiel dem Auftreten von autoreaktiven T-Zellen, 

einer Dysregulationen der Tfh Funktion oder einer erhöhten Anzahl von Tfhs, kann es zu 

einer Freisetzung autoreaktiver B-Zellen kommen (94, 95). Eine Freisetzung autoreaktiver B-

Zellen kann zur Entstehung von Autoimmunität führen (96). Zahlreiche Lupus Mausmodelle 

zeigen die Folgen von GC Fehlregulationen auf. Die sanrouque Maus ist Träger einer  Muta-

tion in einem Gen, das ein negativer Regulator der Tfh Entwicklung ist. Diese Maus weist 

eine Überproduktion von IL-21 auf sowie erhöhte Level von Tfh Zellen und entwickelt Auto-

immunität (95). Mrl/lpr Mäuse, Mäuse eines murinen Lupus Modells, entwickeln mit zuneh-

mendem Alter und einhergehender Erkrankung eine erhöhte Anzahl Tfhs und extrafollikulä-

rer T Helferzellen (97). Eine Behandlung der Mäuse mit IL-21 Rezeptor Fc, der den IL-21 

Signalweg hemmt, führt zu reduzierten Auto-Antikörper-Spiegeln sowie verringerten SLE-

ähnlichen Symptomen (98). In einem weiteren Lupus Modell, der sogenannten BXSB.B6-

Yaa Maus sind ebenfalls erhöhte IL-21 Level zu finden (99). Die Deletion von IL-21 führt zu 

einer Verringerung der CXCR5+ICOS+ CD4+ T-Zellen in der Maus und kann den Ausbruch 

der Erkrankung verhindern (100). 

In SLE Patienten überstehen autoreaktive B-Zellen in den GCs und differenzieren in Plasma-

Zellen und Memory Zellen (93), so dass man von einer Dysregulation der GC Reaktion spre-

chen kann. SLE Patienten haben weiterhin erhöhte Level von IL-21 im Serum und einige 

Patienten weisen verstärkt CD4+CXCR5+ Zellen im Peripherblut  auf (101-103).  

 

1.4.6 Plastizität und Verwandtschaft der T-Zell Subtypen 

Man nahm ursprünglich an, dass sich T-Zellen im Rahmen der Differenzierung irreversibel zu 

einer der T-Zell Subtypen entwickeln. Heute weiß man, dass die Subtypen eher plastisch 

sind und es unter bestimmten Bedingungen zu einer Reprogrammierung der Zellen kommen 

kann. Da Lymphozyten während der Migration durch verschiedene Organe unterschiedlichs-

ten Bedingungen ausgesetzt sind und nach Antigen-spezifischer Aktivierung vielfache Zelltei-

lungen eingehen, kann eine Reprogrammierung im Rahmen der Immunantwort entscheiden-

de Folgen haben (104). Die engste Verwandtschaft besteht zwischen den zwei antagonis-
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tisch agierenden Subtypen Tregs und Th17. Die Entwicklung der beiden Subtypen verläuft 

reziprok. TGF-β induziert die Differenzierung von naiven T-Zellen in Tregs, die  zusätzliche 

Anwesenheit eines inflammatorischen Zytokins, IL-6 oder IL-21 resultiert jedoch in einer Dif-

ferenzierung in Th17 Zellen (14, 105, 106). IL-2 ist ein essentieller Wachstumsfaktor für 

Tregs, aber ein Inhibitor der Th17 Differenzierung (107, 108), IL-21 fördert die Th17 Differen-

zierung, aber hemmt die Treg Differenzierung (17). Trotz dieser Divergenzen zeigen in vivo 

Experimente, dass Tregs in einem bestimmten Kontext beginnen, IL-17a zu produzieren 

(109, 110). Diese sogenannten exTregs konvertieren in IL-17a produzierende, 

inflammatorische Effektor-Zellen und bedingen Autoimmunität (111, 112). Auf Ebene der 

Transkriptionsfaktoren stellt man fest, dass es im murinen System Zellen gibt, die RORγT 

und FoxP3 koexprimieren, sowie im humanen System eine Subpopulation von Tregs, die 

RORγT exprimieren und IL-17a sekretieren (113-115). Die Konvertierung der Tregs erklärt 

sich vermutlich daraus, dass RORγT und FoxP3 koexprimiert werden, miteinander interagie-

ren und sich gegenseitig in ihrer Funktion hemmen (116, 117). Dabei scheint es so zu sein, 

dass TGF-β sowohl FoxP3 als auch RORγT induziert, aber FoxP3 RORγT antagonisiert, bis 

IL-6 präsent ist (116). Bislang ist nicht bekannt, ob weitere Transkriptionsfaktoren an dieser 

Komplexbildung beteiligt sind. Diese Konversion eines supprimierenden in einen 

inflammatorischen T-Zell-Subtyp ist sicherlich von großer Relevanz. Es wird zum einen spe-

kuliert, ob die reduzierte Anzahl Tregs in Patienten mit inflammatorischen Autoimmunerkran-

kungen sich in einer Konversion dieser Zellen in IL-17a sezernierende Zellen begründet. 

Zum anderen ist diese Konversion von Bedeutung in Bezug auf eine mögliche therapeuti-

sche Verwendung von Tregs.  

Th17 Zellen und Tfhs weisen einige Gemeinsamkeiten auf. Tfhs teilen mit Th17 Zellen IL-21 

als autokrinen Wachstumsfaktor (17-19), und beide leisten B-Zell Hilfe. Allerdings unter-

scheiden die beiden Subtypen sich in ihrer Lokalisation. Th17 Zellen wandern zu nicht-

lymphoiden Geweben in die Entzündungsherde ein. Tfhs dagegen finden sich in den folliku-

lären Bereichen lymphoider Organe. Jedoch findet man im Falle von Autoimmunerkrankun-

gen auch Tfhs in Entzündungsherden bzw. eine Entwicklung von ektopen Keimzentren in 

Nähe von Entzündungsherden (118). 

Th17 Konversionen in Th1 Zellen konnten ebenfalls im murinen und humanen System ge-

zeigt werden (119-122). 

Die Entdeckung konvertierender T-Zell Subtypen hat die bisherige Vorstellung von der klaren 

irreversiblen Differenzierung naiver T-Zellen in distinkte T-Zell-Subtypen widerlegt. Trotz der 

vielen kürzlich entdeckten Transitionen scheinen aber einige Konversionen nicht stattzufin-

den und zwar von Th2 zu Th17 oder Th2 zu Treg oder von Th1 zu Treg sowie Rekonversion 

in naive T Zellen (123).  
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1.5 cAMP responsive element modulator α (CREMα) 

CREMα ist ein 35 kDa großes DNA Bindeprotein und gehört zur Familie der basischen 

Leucin-Zipper Domäne (bZip)-Transkriptionsfaktoren. Proteine dieser Familie weisen einen 

sogenannten Leucin-Zipper auf, der eine Dimerisierung ermöglicht. CREMα ist eine von vie-

len Isoformen, für die das crem Gen kodiert, es gilt als reprimierender Transkriptionsfaktor 

und ist die vorherrschende Isoform in T-Zellen. CREM und andere Transkriptionsfaktoren der 

bZip Proteine wie cAMP response element-binding protein (CREB), inducible cAMP early 

repressor (ICER) und activating transcription factor (ATF) binden an sogenannete cAMP 

response elemente (CRE), acht Basenpaar große palindromische DNA Sequenzen in den 

Promotoren ihrer Zielgene (124-126). Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren erfolgt nach 

Phosphorylierung durch Kinasen, darunter Proteinkinase(PKC) A und C und calcium 

dependent kinase (CAMK) IV und II (125, 127, 128).  

 

1.5.1 CREMα als Chromatin-Modellierer 

Chromatin ist ein Komplex aus DNA, Histonen und weiteren Proteinen. Damit Genexpression 

stattfinden kann, muss eine offene Form der Chromatinstruktur vorliegen. Durch Modifikatio-

nen an den Histonen wird die Öffnung der Chromatinstruktur gesteuert. Histon-Azetylasen 

(HATs) bewirken z.B. eine Azetylierung von Histonen, die DNA wird dadurch zugänglich für 

Transkriptionsfaktoren. Histon-Deazetylasen (HDACs) deazetylieren die Histone und bewir-

ken eine Verdichtung des Chromatins und bedingen eine Repression der Gen-Aktivität. Eine 

weitere Modifikation sind Methylierungen, die vor allem in sogenannten CpG Inseln auftreten, 

das sind Regionen mit erhöhter Cytosin- und Guanin-Dichte in Promotorbereichen. DNA-

Methyltransferasen (DNMTs) steuern die Methylierung dieser Bereiche. 

Die Rekrutierung der Histon-modifizierenden Enzyme erfolgt durch Transkriptionsfaktoren. 

CREMα und CREB sind in dem Zusammenhang sowohl an Azetylierungs- als auch an 

Methylierungsprozessen beteiligt. Bislang am besten untersucht ist die Regulation des IL-2 

Promotors durch CREMα, hier agieren CREMα und CREB antagonistisch (Abbildung 3). Sie 

binden cAMP binding protein (CBP) und p300, die HAT-Aktivität aufweisen (127, 129, 130). 

Allerdings besitzt CREMα  die beiden Q-Domänen nicht, die notwendig sind um die HAT-

Aktivität von CBP und p300 zu induzieren (125, 131) (Abbildung 3). Weiterhin ist CREMα 

nicht fähig den TATA box binding factor IID (TATIID) zu rekrutieren, der für die Initiation der 

Transkription essentiell ist (131, 132). Darüber hinaus bindet CREMα HDAC1 und vermittelt 

dadurch aktiv eine Deazetylierung von Histonen. (133). Als weiterer Mechanismus wurde 

kürzlich gezeigt, dass CREMα  DNMT3 an den IL-2 Promotor heranführt und dadaurch eine 

Hypermethylierung des IL-2 Locus initiiert (134). 
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Abbildung 3: Modelle für die Rekrutierung von HATs/HDACs durch CRE bindende Proteine. A) 

CREB bindet an CRE-Elemente und kann die Histon-azetylierenden Kofaktoren CBP/p300 aktivieren. 

Die Azetylierung der Histone bewirkt ein Auflockerung des Chromatins und ermöglicht die Initiation der 

Transkription. B) CREMα fehlt die Domäne, die eine Aktivierung von CBP/p300 ermöglicht. Außerdem 

rekrutiert CREMα HDAC1 und bewirkt somit passiv und aktiv, eine Suppressioon der Transkription. 

 

1.5.2 CREMα in T-Zellen 

CREMα und CREB sind als IL-2 regulierende Transkriptionsfaktoren zentrale Mediatoren der 

T-Zell Proliferation. Erhält die T-Zelle durch den T-Zell Rezeptor und CD28 Signale von einer 

Antigen-präsentierenden Zelle, kommt es zur Aktivierung von CREMα und CREB (135, 136). 

Während CREB die IL-2 Expression initiiert, kommt CREMα eine supprimierende Funktion 

zu. CREMα verdrängt CREB vom IL-2 Promotor und inhibiert die IL-2 Produktion. CREMα ist 

also ein wichtiger Faktor für die Termination der IL-2 Produktion. 

Es wird vermutet, dass CREMα eine Rolle in Tregs spielt. Im Vergleich zu naiven T-Zellen 

exprimieren Tregs verstärkt CREMα (Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, (137)), was auf 

eine Induktion der CREMα Transkription durch FoxP3 zurückzuführen ist (138). Die hohe 

CREMα Expression in Tregs ist möglicherweise verantwortlich dafür, dass nTregs selber 

kein IL-2 produzieren. Bodor et al. beschrieben kürzlich ein Modell, in dem nTregs die 
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nukleäre Akkumulation von ICER, einer CREM-Isoform, in Effektor T-Zellen herbeiführen. 

Dort soll ICER die IL-2 Synthese hemmen und somit zu einer Suppression der T-Zell Prolife-

ration führen (139).  

In SLE T-Zellen wird CREMα verstärkt exprimiert und die CREMα Promotor-Aktivität korre-

liert mit der Krankheitsaktivität der Patienten (140). CREMα unterdrückt neben IL-2 auch die 

c-fos und CD3ζ Expression und trägt damit zu einer aberranten T Zell Funktion bei, wie sie 

für SLE Patienten charakteristisch sein kann (141-143). Die zentrale Bedeutung von CREMα 

für die Regulation der IL-2 Transkription in SLE Patienten wurde dadurch belegt, dass die 

Blockade von CREM in SLE T-Zellen zu einer Wiederherstellung der IL-2 Produktion führt 

(141).  

In Vorarbeiten unserer Gruppe wurde die für SLE Patienten typische CREMα Überexpressi-

on in murinen T-Zellen näher analysiert. Dazu wurde eine transgene Maus generiert, die 

CREMα T-Zell spezifisch überexprimiert (CREM TG Maus). In den T-Zellen dieser Maus 

wurden im Vergleich zu Wildtyp (WT) Mäusen eine reduzierte IL-2 und CD3ζ Produktion ge-

messen. Interessanterweise exprimierten die T-Zellen dieser Maus allerdings mehr IL-17a 

und IL-21 als WT T-Zellen und zeigten eine verstärkte Entzündungsrektion im Rahmen einer 

Kontaktdermatitis (144). 

 

1.6 Zielsetzung 

SLE ist eine schwere Autoimmunerkrankung, die nahezu alle Organe des menschlichen 

Körpers befallen kann. Die therapeutische Behandlung ist problematisch und beinhaltet im-

munsuppressive Medikation mit potentiell starken Nebenwirkungen. Kennzeichen der Er-

krankung ist eine Produktion von pathogenen Autoantikörpern, daher wird SLE in erster Linie 

als B-Zell vermittelte Erkrankung gesehen. Darüber hinaus leisten T-Zellen aber einen ent-

scheidenden Beitrag zum Fortschreiten der Erkrankung. T-Zellen von SLE Patienten weisen 

zahlreiche pathophysiologische Veränderungen auf, darunter eine verstärkte Expression von 

IL-17a und IL-21 und eine reduzierte IL-2 Expression. CREMα ist ein suppressiver Transkrip-

tionsfaktor, der in diesen SLE T-Zellen überexprimiert ist und entscheidend an der defekten 

IL-2 Produktion in diesen Zellen beteiligt ist. Zusätzlich wurde eine positive Korrelation zwi-

schen der Aktivität des CREMα Promotors und der Krankheitsaktivität von SLE Patienten 

nachgewiesen. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde eine Maus generiert (CREM TG 

Maus), die eine T-Zell spezifische Überexpression von CREMα aufweist und deren T-Zellen, 

kongruent zu den T-Zellen von SLE Patienten, eine reduzierte IL-2 und CD3ζ Expression 

zeigen, jedoch eine im Vergleich zum WT erhöhte Expression von IL-17a und IL-21.  

Die vorliegenden Daten weisen auf eine Schlüssel-Rolle von CREMα für die pathogenen 

Funktionen von T-Zellen im Krankheitsgeschehen des SLE hin und werfen die Frage auf, ob 

CREMα oder CREMα regulierte Mechanismen ein mögliches therapeutisches Target darstel-
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len könnten. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, detaillierte Erkenntnisse über CREMα 

und CREMα induzierte Mechanismen in T-Zellen zu erlangen.  

Da die CREM TG Maus spontan keine Anzeichen von Autoimmuität entwickelt, sollen die 

Auswirkungen einer CREMα Überexpression in ein genetisches Lupus Modell (fas-/- Maus) 

durch Verpaarung von CREM TG mit fas-/- Mäusen analysiert werden. Neben einer phäno-

typischen Analyse der Krankheitsanzeichen soll anhand dieses Modells untersucht werden, 

auf welche T-Zell Subtypen CREMα im Rahmen von Autoimmunerkrankungen Einfluss 

nimmt und welche Zytokine durch eine CREM Überexpression von T-Zellen differentiell se-

zerniert werden. 

In einem zweiten Schritt sollen die so identifizierten T-Zell Subtypen, in denen CREMα mög-

licherweise von Relevanz ist, unabhängig von dem Lupus Modell, untersucht werden. Dazu 

sollen mittels durchflusszytometrischer Analysen und durch in vitro T-Zell Differenzierungen 

die T-Zell-Subtypen in CREM defizienten Mäusen (CREM-/-) und CREM TG Mäusen unter-

sucht werden. Dadurch gewonnene Erkenntnisse sollen durch murine Entzündungsmodelle 

in vivo belegt werden. 

Weiterhin wird angestrebt, einen tieferen Einblick in die CREMα vermittelte transkriptionelle 

Regulation zu gewinnen. Dazu sollen DNA-Microarrays mit CREM-/- und WT Zellen durchge-

führt werden, um differentiell exprimierte Gene zu identifizieren. Mittels Chromatin-

Immunpräzipitation (ChIP) sollen neue CREM Bindestellen in Promotoren T-Zell relevanter 

Gene identifiziert werden. Um Interaktionspartner von CREM zu identifizieren sollen 

Koimmunpräzipitations (KoIP)-Studien durchgeführt werden. 



 2 Geräte und Chemikalien 

 

__________________________________________________________________________ 

- 14 - 

 

 

2 Geräte und Chemikalien 

2.1 Geräte 

Tabelle 1: Liste in dieser Arbeit verwendeter Geräte und Ihrer Hersteller 

Geräte Hersteller 

7300 Real Time PCR System Applied Biosciences, Darmstadt 

Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen 

BioPhotometer Eppendorf, Wesseling 

FACS CANTOII / FACS Calibur BD Biosciences, Heidelberg 

Gewebemühle: gentleMACS® Dissociater Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach 

HeraCell Inkubator Thermo Fischer Scientific, Schwerte 

Heraeus Multifuge 3SR+ 

Heraeus Pico 17 Centrifuge 

Mikrozentrifuge 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte 

Thermo Fisher Scientific, Schwerte 

Lapdancer digital VWR international GmbH, Darmstadt 

LAS 3000, Image Reader Fujifilm, Düsseldorf 

Mikrometer Hogetex, Nieder-Olm 

Mikroskop Zeiss Axiovert 40 CFL  Carl Zeiss AG, Oberkochen 

NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-

gen 

Pipetboy acu IBS Integra Biosciences, Fernwald 

Reinraum-Werkbank Thermo Fisher Scientific, Schwerte 

SDS Gelkammer BIO-RAD, München 

SemiDRy Transfer Cell BIO-RAD, München 

Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 

Transferpipetten S  Brand, Wertheim 

Ultraschall Sonifizierer Hielscher, Teltow 

Ultraviolet Sterilizing PCR Workstation PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlan-

gen 

 

2.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Liste in dieser Arbeit verwendeter Verbrauchsmaterialien und ihrer Hersteller 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

6-Well Platten Becton Dickinson, Frankreich 
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Eppendorfgefäße 1,5 ml und 2 ml Eppendorf, Hamburg 
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Verbrauchsmaterialien Hersteller 

gentleMACS® M-Tubes Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach 

Gewebekuturflasche 75 cm2 Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Glaspipetten Becton Dickinson, Frankreich; 

Insulinspritzen 1ml Becton Dickinson, Frankreich; 

Kanülen 23 G, 27 G, 30 G BD Microlance, Irland 

LS/LD/MS Columns zur magnetischen Zellisolati-

on 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach 

MACS® Cell Separators Miltenyi, Bergisch-Gladbach 

Multiwell 96 Platten Becton Dickinson, Frankreich 

Multiwell 96 Platten U Form Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Nitex Nylon-Siebgewebe (Maschenweite 60 μm) Sefar AG, Heiden, Schweitz 

Nylon-Wolle Kisker, Steinfurt 

Petrischale TC 100/20 Greiner Bio-One, Frickenhausen 

QPCR Platte 96 well + Seal Peqlab, Erlangen 

Rundboden-(FACS-) Röhrchen 5 ml BD Biosciences Europe, Belgien 

Spritzen 5 ml, 10 ml, 20 ml Terumo Europe N.V., Belgien 

Tip One Pipettenspitzen Starlab GmbH, Ahrensburg 

Zellsiebe 100 μm / 50 µm Nylon BD Biosciences, Heidelberg 

Zentrifugenröhrchen 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen 

 

2.3 Antikörper 

Tabelle 3: Liste der in dieser Arbeit für die Durchflusszytometrie verwendeten Antikörper und 

ihrer Hersteller 

Antikörper Klon Hersteller 

anti-human CREM gekoppelt mit 

Alexa 488 

 abcam, Cambridge, UK, 

Invitrogen, Karlsruhe 

anti-human CD25 (Phycoerythrin) 

PE 

BC96 eBioscience, Frankfurt 

anti-human CD3 Pacific-Blue (PB)  BD Biosciences, Heidelberg 

anti-human CD4 PE OKT4 eBioscience, Frankfurt 

anti-human Foxp3 APC PCH101 eBioscience, Frankfurt 

anti-human IL-17a PE 64DEC17 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CD11c Fluorescein 

(FITC) 

N418 eBioscience, Frankfurt 
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Antikörper Klon Hersteller 

anti-mouse CD14 PE Sa2-8 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CD19 FITC eBio1D3 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CD3 APC /PE 145-2C11 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CD4 PE/FITC RM4-5 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CD45R Alexa 488 RA3-6B2 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CD8a PB 53-6.7 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CTLA-4 PE UC10-4B9 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse CXCR5  

Allophycocyanin (APC) 

2G.8 BD Biosciences, Heidelberg 

anti-mouse FoxP3 Alexa 647 FJK-16s eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse GL-7 Alexa Fluor 647 GL-7 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse ICOS PE C398.4A eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse IFN-γ APC XMG1.2 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse IL-17Aa Alexa 488 TC11-18H10 BD Biosciences, Heidelberg 

anti-mouse IL-2 JES6-5H4 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse IL-21 eFluor 660 FFA21 eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse MHC II FITC 14-4-4S eBioscience, Frankfurt 

anti-mouse Perforin FITC OMAK-D eBioscience, Frankfurt 

 

Tabelle 4: Liste der in dieser Arbeit zur Immunpräzipitation und für Enzyme Linked 

Immunosorbent Assays (ELISAs) verwendeten Antikörper und ihrer Hersteller 

Antikörper Klon Hersteller 

anti-mouse IgG-Horseradish Pe-

roxidase (HRP) 

 Jackson ImmunoResearch, USA 

CREM-1  X12 abcam, UK 

mouse IgG κ MG1-45 abcam, UK 

Mouse monoclonal FoxP3  abcam, UK 

Rabbit polyclonal FoxP3  abcam, UK 

 

Tabelle 5: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper zur in vitro Stimulierung und ih-

rer Hersteller 

Antikörper Klon Hersteller 

monoclonal anti-mouse CD28 61109 RnD Systems,Wiesbaden-

Nordenstadt 

monoclonal anti-human CD28 37407 RnD Systems,Wiesbaden-

Nordenstadt 
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Antikörper Klon Hersteller 

monoclonal anti-human CD3ε UCHT1 RnD Systems,Wiesbaden-

Nordenstadt 

monoclonal anti-mouse CD3 17A2 RnD Systems,Wiesbaden-

Nordenstadt  

 

2.4 Zytokine 

Tabelle 6: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Zytokine und ihrer Hersteller 

Zytokin Hersteller 

human IL-21 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach 

human IL-6 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach 

human TGF-β1 Peprotech, Hamburg 

murine Granulocyte macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF) 

 

 

Immunotools, Friesoythe 

murine IL-12 Peprotech, Hamburg 

murine IL-1β Peprotech, Hamburg 

murine IL-2 Peprotech, Hamburg 

murine IL-4 Immunotools, Friesoythe 

murine IL-6 Peprotech, Hamburg 

 

2.5 Chemikalien und Seren 

Tabelle 7: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und ihrer Hersteller 

Chemikalie Hersteller 

2,4-Dinitro-1-Fluorobenzene (DNFB) Sigma, Steinheim 

Aceton Merck, Darmstadt 

Acrylamid/Bis-Lösung 37, 5:1 Applichem, Darmstadt 

Albumin Fraktion V (BSA) Roth, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt 

Bradford Reagenz BIO-RAD, München 

Carboxyfluorescein diazetatsuccinimidylester 

(CFSE) 

Invitrogen, Karlsruhe 

Sigma, Steinheim 

Chloroform Merck, Darmstadt 

RNase freies-H2O Roth, Karlsruhe 

Dextran Sodium-Sulfat (DSS) MP Biomedicals, USA 
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Chemikalie Hersteller 

Dithiotreitol (DTT) Thermo Fisher Scientific, Schwerte 

Dynabeads Invitrogen, Karlsruhe 

Erythrozyten Lysis Puffer eBioscience, Frankfurt 

Ethanol  Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA ) Merck, Darmstadt 

Ethylenglycol-bisaminoethylethertetraessigsäure 

(EGTA) 

 

Merck, Darmstadt 

Glycerin Merck, Darmstadt 

Glycin Merck, Darmstadt 

Hepes Merck, Darmstadt 

Hydroxy-iodo-nitrophenylacetyl (NIP)-BSA Biosearch Technologies, USA 

Hydroxy--Nitrophenylacetyl -Chicken Gamma 

Globulin (NP-CGG) 

Biosearch Technologies, USA 

Imject Alum Thermo Scientific, USA 

Ionomycin Sigma, Steinheim 

Kaliumchlorid  Merck, Darmstadt 

Laemmli Proben Puffer BIO-RAD, München 

Mecaptoethanol  Sigma, Steinheim 

Methanol Merck, Darmstadt 

Natriumacetat  Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid Merck, Darmstadt,  

Natriumdeoxycholat Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 

N-Lauroylsarcosine Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ot II Anaspec, Belgien 

Paraformaldehyd (PFA) MP Biomedicals, USA 

Percoll (40% und 70%) GE Healthcare, München 

Phenol Merck, Darmstadt 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth, Karlsruhe 

PMA Sigma, Steinheim 

RNAlater Qiagen, Hilden 

Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt 

TEMED Sigma, Steinheim  

Tris Merck, Darmstadt 

Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe 

Tween Sigma, Steinheim 
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2.6 Kits 

Tabelle 8: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Kits und ihrer Hersteller 

Kit Hersteller 

Cytofix/Cytoperm™ Kit  BD Biosciences, Heidelberg 

ECL Kit Amersham Bioscience 

First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Roth 

Foxp3 Staining Buffer Set eBioscience, Frankfurt 

MACS® CD4+/CD4+CD25+ Kit 

 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach 

qPCR Master Mix for SYBR Green I Eurogentec GmbH, Köln 

RNAse free DNAse Set Qiagen, Hilden 

RNeasy® Protect Mini Kit (250) Qiagen, Hilden 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega, Mannheim 

 

2.7 Zellmedien, Puffer und Lösungen 

Tabelle 9: Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Medien 

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 

T-Zell Medium IMDM Invitrogen, Darmstadt 

 5% Fötales Kälberserum (FCS) Gibco, Eggenstein 

 1%Penicillin/Streptavidin (Pen/Strep) Invitrogen, Darmstadt 

DC Medium RPMI Invitrogen, Darmstadt 

 10% FCS Gibco, Eggenstein 

 1% Pen/Strep Invitrogen, Darmstadt  

 

Tabelle 10: Zusammensetzung allgemeiner Puffer die in dieser Arbeit verwendet wurden 

Bezeichnung Zusammensetzung 

TE Puffer Tris-HCl pH 8 

 0,5 M EDTA 

TBST Puffer 10 mM Tris-HCl pH 8 

 0,1% Tween-20 

 140 mM NaCl 

FACS Puffer PBS 

 0,5 % BSA 
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Puffer für die Nuklearextraktion 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Lysepuffer A 10 mM HEPES pH 7,9 

 0,1 mM EDTA 

 10 mM Kaliumchlorid 

 0,1 mM EGTA 

Lysepuffer B 20 mM EDTA 

 10 mM Tris pH 7,5 

 7 M Urea 

 1%SDS 

 0,3 M Natriumacetat 

Lysepuffer C 1 mM PMSF 

 20 mM HEPES pH 7,9 

 0.4 M Natriumchlorid 

 1 mM EDTA 

 1 mM EGTA 

 1 mM DTT 

 

Tabelle 12: Zusammensetzung der Puffer für die SDS-Gelelektrophorese 

Bezeichnung Zusammensetzung 

SDS-Laufpuffer (5-fach) 25 mM Tris-HCl 

 192 mM Glycin 

 2% (w/v) SDS 

SDS-Probenpuffer 1 x Laemmli Proben-Puffer 

 100 mM DTT 

12 %iges Trenngel  15% (v/v) Acrylamid/Bis-Lösung 37, 5:1 

 560 mM Tris pH 8,8 

 0,1% (v/v) TEMED 

 0,1% (v/v) SDS 

 0,5% (v/v) APS 

5% iges Sammelgel 7,5% (v/v) Acrylamid/Bis-Lösung 37, 5:1 

 125 mM Tris pH 8,8 

 0,1% (v/v) TEMED 

 0,1% (v/v) SDS 

 0,5% (v/v) APS 
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Tabelle 13: Zusammensetzung der für ChIP verwendeten Puffer 

Bezeichnung Zusammensetzung 

Lysis Puffer 1 50 mM Hepes-Kaliumhydroxid pH 7,5 

 140 mM Natriumchlorid 

 1 mM EDTA pH 8 

 10% (v/v) Glycerol 

 0,5% (v/v) NP-40 

Lysis Puffer 2  10 mM Tris-HCl pH 8 

 100 mM Natriumchlorid 

 1 mM EDTA pH 8 

 0,5 mM EGTA 

Lysis Puffer 3 10 mM Tris-HCl pH 8 

 100 mM Natriumchlorid 

 0,5 % (v/v) N-Lauroylsarcosine 

 10% (v/v) Glycerol 

 0,1% Natriumdeoxycholat 

RIPA Puffer 50 mM Tris-HCl 

 150 mM Natriumchlorid 

 0,5% Natriumdeoxycholat 

 1 % NP-40 

 1 mM PMSF 

 

2.8 Primer 

Tabelle 14: Liste der verwendeten Primer und ihrer Sequenzen 

Gen Sequenz 5’ - 3’ 

GAPDH for  AGATGGTGATGGGCTTCCC 

rev GGCAAATTCAACGGCACAGT 

RORγT for  CTC TGC AAG ACT CAC GAC AAG G 

rev GTG CTG GAA GAT CTG CAG CTT T 

FoxP3 for  GGCAAATGGAGTCTGCAAGTG 

rev CAGGAGATGATCTGCTTGGCA 

IL-17a  for  TGCAACCGTAATGACTTCACTAGTAA 

rev TTAACTGAGTACCGCAACTGTTTTTC 

IL-17a Promotor  for  TGCAACCGTAATGACTTCACTAGTAA 

rev TTAACTGAGTACCGCAACTGTTTTTC 

Die Primer wurden bezogen von VBC Biotech, Schweiz.
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3 Methoden 

3.1 Tierexperimentelle Methodik 

Versuchstiere 

Als Versuchstiere wurden 8-16 Wochen alte CREMα-transgene FVB/N- und Wildtyp FVB/N-

Mäuse verwendet (CREM TG). CREM TG Mäuse weisen eine T-Zell spezifische Überex-

pression von CREMα unter der Kontrolle des CD2 Promotors auf. Weiterhin verwendet wur-

den CREM defiziente und WT DO11.10 Mäuse sowie CREM defiziente und WT B6.129 

Mäuse (CREM-/-s). Die CREM-/- Mäuse tragen eine Deletion der DNA-Bindedomäne von 

CREM und produzieren nur inaktives CREM Protein. Als murines Lupus Modell wurden 

CREMα-transgene und Wildtyp Mrl.FVB-tg(Fas-lpr) (fas-/- bzw. fas-/- CREM TG) Mäuse ein-

gesetzt. Die Versuchstiere wurden im Zentraltierstall des Instituts für Versuchstierkunde bei 

einer Raumtemperatur von +20 °C und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Std. durch 

Kunstlicht bei 300 Lux gehalten. Entkeimtes Trinkwasser aus Flaschen, sowie pelletiertes 

Futter stand den Mäusen ad libitum zur Verfügung. 

Organentnahme und Verwendung der Tiere für Tierexperimente wurden entsprechend der 

gesetzlichen Bestimmungen von der Bezirksregierung Münster genehmigt. 

 

3.1.1 DSS-induzierte Kolitis 

Durch die orale Gabe von DSS, einem sulfatierten Polysacharid, ist es möglich, innerhalb 

von 6-10 Tagen eine akute Entzündung des Dickdarms (Kolitis) in der Maus auszulösen 

(145), die klinisch durch Gewichtsverlust, Diarrhoe und Blut im Stuhl gekennzeichnet ist. Die 

Mäuse erhielten über einen Zeitraum von sieben bis zehn Tagen freien Zugang zu Trinkwas-

ser, das mit 5% w/v DSS versetzt war. Das Gewicht der Mäuse wurde täglich kontrolliert. 

Kontrolltiere erhielten Trinkwasser ohne DSS. Nach den 6-10 Tagen wurden die Tiere getö-

tet und Milzen und mesenteriale Lymphknoten zur durchflusszytometrischen Analyse ent-

nommen. 

 

3.1.2 Kontaktdermatitis 

Zur Induktion einer Kontaktdermatitis erfolgte zunächst eine Sensibilisierung der Mäuse. Da-

zu wurden auf die rasierte Bauchdecke der Mäuse 50 μl einer 0,3 % DNFB Lösung in einem 

Aceton/Olivenöl (4:1) Gemisch gegeben. 6 Tage später wurde durch Einpinseln der ventra-

len und dorsalen Seite des linken Mäuseohres mit 10 μl einer 0,3% DNFB-Lösung die Kon-

taktallergie ausgelöst. Über die nächsten 3 Tage wurde in regelmäßigen Abständen mittels 

eines Mikrometers die Ohrdicke der beiden Ohren gemessen. 
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3.1.3 DNFB-induzierte Kolitis 

Für die DNFB-Kolitis wurde zuerst die Bauchdecke der Mäuse rasiert. Einen Tag später wur-

den die Mäuse durch das Einpinseln des rasierten Bauches mit 50 μl einer 0,3% 2,4-Dinitro-

1-Fluorobenzene (DNFB) Lösung in einem Aceton/Olivenöl (4:1) Gemisch  sensibilisiert. 

Nach 6 Tagen wurde den Mäusen bis zur DNFB Gabe das Futter entzogen. 24 Stunden spä-

ter erfolgte eine  Betäubung  mit 120 mg/kg Ketanest intraperitoneal (i.p.) und eine rektale 

Gabe von 0,1 % DNFB in Aceton/Olivenöl (4:1) in einem Volumen von 100 µl mit Hilfe eines 

3 cm 20 G Plastik-Katheters, der mit einer 1 ml Spritze verbunden war. Anschließend beka-

men die Tiere wieder Futter. Das Gewicht wurde täglich kontrolliert, die Tiere wurden nach 3-

4 Tagen getötet und periphere Lymphorgane sowie Därme zur weiteren Analyse entnom-

men. 

 

3.1.4 Transferkolitis 

Zur Induktion einer Transferkolitis wurden aus einem Spendertier CD4+ Zellen bzw. CD4+ 

CD25+ positive Zellen entnommen und i. p. in RAG-/- Mäuse gespritzt. RAG-/- Mäuse sind 

T- und B-Zell defizient. Durch die Gabe von CD4+ T-Zellen kommt es zu einer Rekonstrukti-

on des Immunsystems. Die CD4 T-Zellen proliferieren und führen zu einer Kolon-

Entzündung. Dazu wurden aus den Milzen der Spendertiere mittels magnetischer Zellsepa-

ration die CD4+CD25- und CD4+CD25+ Zellen isoliert. Kontrolltiere erhielten nur 200 µl PBS 

i.p. Eine Gruppe erhielt nur 0,5 x 106 CD4+CD25- WT Zellen, eine 0,5 x 106 CD4+CD25- WT 

Zellen und CD4+CD25+ WT Zellen, eine dritte Gruppe 0,5 x 106 CD4+CD25+ WT Zellen und 

5 x 104 CD4+CD25+ Zellen von CREM-/-Spendern. 

 

3.1.5 Immunisierung 

Zur Immunisierung wurde NP-CGG verwendet. 100 µg NP-CGG in einem Volumen von 100 

µl wurden mit 100 µl Alum versetzt und i.p. gegeben. Nach sieben Tagen erfolgten die Ent-

nahme der Milz und eine durchflusszytometrische Analyse, sowie eine Kryokonservierung 

zur weiteren histologischen Untersuchung. Zur Analyse von NP-spezifischen IgGs im Blut 

wurden Seren entnommen. 

 

3.1.6 Messung der Lymphadenopathie 

Das Ausmaß der Lymphadenopathie wurde anhand der Einteilung in einen 

Lymphadenopathie Score von 0 bis 4+, wie in (146) beschrieben, bestimmt. Tabelle 15 gibt 

einen Überblick über die Einteilung des Ausmaßes der Lymphknotenschwellung. 

 



 3 Methoden 

 

__________________________________________________________________________ 

- 25 - 

 

Tabelle 15: Lympadenopathie-Score: 

Score Anzeichen 

0 Keine Lymphknotenschwellung erkennbar 

1+ Milde submandibuläre Lymphadenopathie 

2 + Moderate Lymphadenopathie 

3 + Submandibuläre Lymphadenopathie und Schwellung 

peripherer/axillärer Lymphknoten 

4 + Diffuse Lymphadenopathie 

 

3.2 Immunologische Methoden 

 

3.2.1 Isolation von Zellen aus Milzen und Lymphknoten 

Die Mäuse wurden mittels CO2 Inhalation und cervikaler Dislokation getötet und Milz und 

periphere Lymphknoten entnommen. Die Organe wurden in T-Zell Medium aufgenommen 

und mit dem Stempel einer 5 ml Spritze durch 50 µm Zellsiebe gesiebt, so dass  Einzelzell-

suspensionen vorlagen. Mit Erythrozytenlyse Puffer wurde eine Erythrozytenlyse nach Her-

stellerangaben durchgeführt, anschließend erfolgte die mikroskopische Bestimmung der 

Lebendzellzahl durch Trypanblau-Färbung mit Hilfe einer Neubauer-Kammer. 

 

3.2.2 Isolation von PBMCs aus Vollblut 

Das heparinisierte Blut wurde mit 1 Volumen PBS verdünnt und anschließend auf 1 Volumen 

Ficoll aufgeschichtet. Durch Zentrifugation bei 300 x g ohne Bremse wurde eine Auftrennung 

in Serum, Plasma und mononukleäre periphere Blutzellen (PBMCs) erzielt. Die PBMCs wur-

den mit einer Glaspipette entnommen und konnten nach einem Waschschritt mit PBS zur 

weiteren Analyse verwendet werden.  

 

3.2.3 Magnetische Separation von Lymphozyten 

Zur Isolierung von CD4+CD8+ T-Zellen, CD4+ T-Zellen sowie CD4+CD25+ Zellen aus Mil-

zen oder Lymphknoten fand die MACS® Technologie (magnetische Zellseparation) von 

Miltenyi nach Herstellerangaben Anwendung. 

 

3.2.4 Isolation von BMDCs aus Knochenmark und Generierung dendritischer Zellen 

Zur Isolation von BMDCs aus Knochenmark wurden die Tiere getötet, Femur und Tibia ent-

nommen, vom Muskelgewebe getrennt und gesäubert. Die Knochen wurden an beiden Sei-

ten aufgeschnitten und mit PBS mit Hilfe einer 23G Kanüle ausgespült. Nach einem Wasch-
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schritt wurden die Zellen in einer Konzentration von 2 x 106/ml in DC Medium aufgenommen. 

Dem Medium wurden GM-CSF (300 U/ml) und IL-4 (50 ng/ml) zugegeben. Nach drei Tagen 

wurde die nicht adhärente Zellfraktion entnommen und die Zellzahl bestímmt. Die Zellzahl 

wurde durch Zugabe von frischem Medium erneut auf 2 x 106/ml eingestellt, und die Zytokine 

wurden neu zugegeben. Nach drei weiteren Tagen wurden die Zellen auf Ausreifung durch 

Analyse der MHC-Klasse-II und CD11c Expression am FACS Canto II getestet. 

 

3.2.5 T-Zell Präparation über eine Nylonsäule 

Aus einer 10 ml Spritze, einem Drei-Wege-Hahn, einer 19G Kanüle und 1 g Nylonwolle wur-

de eine Säule hergestellt. Die Säule wurde zunächst mit 25 ml T-Zell Medium äquilibriert und 

mit 3 ml Medium bei geschlossenem Drei-Wege-Hahn aufrecht bei 37 °C und 5% CO2 für 45 

min inkubiert. Nach Öffnung des Drei-Wege-Hahnes und Entlassen des Mediums wurde die 

Zellsuspension (siehe Abschnitt 3.2.1) auf die Säule gegeben. Anschließend wurde der Drei-

Wege-Hahn wieder verschlossen, 2 ml Medium zugegeben und 45 min. bei 37 °C und 5% 

CO2 inkubiert. Dann wurde die Säule mit 25 ml T-Zell Medium in einer Fließgeschwindigkeit 

von 1 ml/min. gespült und das Eluat aufgefangen. Das Eluat enthielt laut 

durchflusszytometrischer Kontrolle der Aufreinigung 80-90 % T-Zellen. 

 

3.2.6 CFSE-Färbung 

 

CFSE bindet an intra-zytoplasmatische Proteine. Bei Zellteilungen wird nur die Hälfte des 

Farbstoffes an die Tochterzelle weitergeben, so dass die Intensität der Färbung mit der An-

zahl der Zellteilungen abnimmt. CFSE hat  ein Absorptionsmaximum von 492 nm und ein 

Emissionsmaximum von 520-530 nm, kann im FITC Kanal eines Durchflusszytomerters ge-

messen werden und wird daher als Proliferationsmarker verwendet. Einzelzellsuspensionen 

von 1 x 106- 1 x 107 Zellen werden einer Erythrozyten-Lyse unterzogen und zweimal mit PBS 

gewaschen, anschließend in 1 ml PBS resuspendiert. Eine 5 mM CFSE Stocklösung wurde 

1:20 000 fach verdünnt (0,25 µM Endkonzentration) zu den Zellen gegeben. Nach 4 Minuten 

Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde mit PBS + 1% FCS aufgefüllt und die Zel-

len bei 300 x G zentrifugiert. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt und die Bestimmung der 

Lebendzellzahl mittels Trypanblau-Färbung in der Neubauerkammer. 

 

3.2.7 Zellanalyse mittels Duchflusszytometrie 

Zur Analyse der Zellpopulationen im Durchflusszytometer wurden die Durchflusszytometer 

BD FACS („fluorescence activated cell sorter“) Canto II oder  BD FACS Calibur verwendet. 
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Neben der Messung von Größe und Granularität (FSC, SSC) wurden weitere Parameter 

durch Antikörper-gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe bestimmt. 

Zur durchflusszytometrischen Analyse von Oberflächenmarkern (CD3, CD4, CD8, CD19, 

CXCR5, GL-7, ICOS, PD-1) wurden Einzelzellsuspensionen der primären Zellen zunächst 

für 20 Minuten in FACS-Puffer geblockt, anschließend wurden 0,5 x 106 Zellen in 50 µl mit 

den entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern inkubiert. Nach einem Wasch-

schritt mit FACS-Buffer wurden die Zellen in 250 µl FACS-Puffer aufgenommen und am 

FACS Canto II oder FACS Calibur analysiert. Zur intrazellulären Färbung (CREM, FoxP3, 

CD3ζ) wurden das ebioscience FoxP3 staining Buffer Kit oder das BD Biosciences 

Perm/Wash Kit nach Herstellerangaben verwendet. Zytokine (IL-17A, IL-2, IL-21) wurden 

gemessen nach 4-6 stündiger in vitro Inkubation bei 37°C, 5% CO2, in T-Zell Medium mit 

PMA (20 nM) und Ionomycin (2 µM), und Golgi Plug. Die Auswertung der Messdaten erfolgte 

mit WinMDI oder FCS Express. Dazu wurden in Dot Plots oder Dichtediagrammen in Anleh-

nung an nicht gefärbte Zellen oder Isotypkontrollen Quadranten gelegt und deren Prozent-

zahlen betrachtet. Die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) wurde mit Histogrammen darge-

stellt. 

 

3.2.8 In vitro Differenzierung muriner T-Zellen 

Aus Einzelzellsuspensionen der sekundären Lymphorgane (Milz und Lymphknoten) wurden 

durch Aufreinigung mit dem Miltenyi CD4+CD25+ MACS® Kit nach Herstellerangaben 

CD4+CD25- Zellen isoliert. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 1-2 x 106 / ml in T-Zell 

Medium aufgenommen. Die Kultivierung erfolgte in 96 Well Rundebodenplatten, die zuvor 

mit 3 µg/ml anti-CD3 und anti-CD28 Antikörper beschichtet wurden. Es erfolgte die Zugabe 

a) keiner Zytokine (Th0), b) die Gabe von 10 ng/ml IL-12 (Th1), 50 ng/ml IL-4 (Th2), c) 5 

ng/ml TGF-β (Tregs), oder d) 1 ng/ml TGF-β, 40 ng/ml IL-6, 10 ng/ml IL-1 (Th17). 

Nach 48 Stunden erfolgte ein Wechsel des Mediums und eine erneute Zugabe der Zytokine. 

Nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen zur Analyse am Durchflusszytometer oder zur 

Isolation der RNA verwendet. Die Überstände wurden zur Zytokin-Bestimmung mittels ELISA 

verwendet. 

 

3.2.9 In vitro Differenzierung humaner T-Zellen 

Aus mononukleären peripheren Blutzellen (PBMCs) wurde mittels Miltenyi CD4+ Isolation Kit 

human nach Herstellerangaben die CD4 positive Zellpopulation isoliert. Die Zellen wurden in 

einer Zelldichte von 1-2 x 106/ml in T-Zell Medium aufgenommen. Die Kultivierung erfolgte in 

96 Well Rundbodenplatten, die zuvor mit 1,5 µg/ml humanem anti-CD3 und humanem anti-

CD28 beschichtet wurden. Es erfolgte a) keine weitere Zugabe der Zytokine (Th0) oder b) 
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die Gabe von 5 ng/ml TGF-β (Tregs) oder c) eine Gabe von 1 ng/ml TGF-β, 40 ng/ml IL-6 

und 10 ng/ml IL-1 (Th17). 

Nach 48 Stunden erfolgten ein Wechsel des Mediums und eine erneute Zugabe der 

Zytokine, nach weiteren 48 Stunden wurden die Zelle zur Analyse am FACS Canto II oder 

zur Isolation der RNA verwendet. 

 

3.2.10 In vitro Suppressionsassay 

In vitro Suppressionsassays ermöglichen es, die suppressiven Fähigkeiten von regulatori-

schen T-Zellen zu testen (Abbildung 4). Um eine antigenspezifische T-Zell-Stimulation zu 

erzielen, wurden die Suppressionsassays mit DO11.10 Mäusen durchgeführt. Dieser Maus-

stamm trägt einen transgenen Hintergrund für einen Ovalbumin(OVA)-spezifischen T-Zell 

Rezeptor. Aus einer WT Maus wurden BMDCs isoliert, und eine in vitro DC-Reifung wurde 

induziert (beschrieben unter 3.2.4.). Durch durchflusszytometrische Analyse der MHC-

Klasse-II und CD11c Expression wurde der Zeitpunkt der Ausreifung bestimmt. Lag eine 

Population mit hoher CD11c und MHC-Klasse-II Expression vor, wurde den DCs Ot II, ein 

Teil des Ovalbumin-Proteins, im Medium für 2 Stunden zugesetzt, so dass eine Aufnahme 

und eine Präsentation der Peptidfragmente über MHC-Klasse-II-Komplexe vorlag. Anschlie-

ßend erfolgten 2 Waschschritte und eine Bestimmung der Zellzahl der DCs. Parallel dazu 

wurden aus WT Mäusen mittels MACS® Technologie CD4+ CD25- Zellen isoliert und mit 

CFSE gefärbt. Weiterhin wurden aus WT und CREM-/- Mäusen CD4+ CD25+ Zellen isoliert. 

Pro Well einer 96-Well Rundbodenplatte wurden 1 x 105 CD4+ Zellen ausgebracht und mit 1 

x 104  DCs versetzt. Die CD4+CD25+ T-Zellen wurden im Verhältnis von 1:1, 1:0,75, 1:0,5, 

1:0 zu den CD4+ Zellen zugegeben. Nach drei bis fünf Tagen erfolge die Analyse der Prolife-

ration durch die Messung der CFSE Färbung im FITC-Kanal am FACS Calibur. 
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Abbildung 4: Funktionsweise des in vitro Suppressionsassays. In sogenannten 

Suppressionsassys werden CD4+ T-Zellen (rote Symbole) antigenspezifisch durch OVA präsentieren-

de DCs (gelbe Symbole) stimuliert. Durch CFSE Färbung lässt sich die dadurch initiierte Proliferation 

der CD4 T-Zellen messen. Gibt man zusätzlich Tregs hinzu, ist es möglich, die Suppressivität der 

Tregs durch die veränderte Proliferation der CD4 T-Zellen zu ermitteln. 

 

3.2.11 ELISA 

NP-spezifischer IgG ELISA 

 

ELISA Platten wurden mit 100 µl einer 10 µg/ml NIP-BSA (4-Hydroxy-3-iodo-5-

nitrophenylacetyl-BSA) Carbonatpuffer-Lösung beschichtet und über Nacht inkubiert. An-

schließend wurde 6 x mit PBS-T gewaschen und mit 200 µl 10 % FCS in PBS bei 37 °C ge-

blockt. Die Seren wurden in 2% FCS in PBS-T verdünnt. Beginnend mit einer 1:50 Verdün-

nung wurde eine 8-fache Verdünnungsreihe mit einer finalen Verdünnung von 1:32 000 her-

gestellt. 200 µl der Verdünnungen wurden in die Wells einer 96 Well Platte gegeben und für 

2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach 6-maligem Waschen mit PBS-T wurde der Detektionsan-

tikörper (anti-mouse IgG Horseradish Peroxidase 1:4000) in 2 % FCS in PBS-T zugegeben. 

Die Entwicklung erfolgte mit 50 µl OPD Lösung, das Abstoppen der Reaktion mit 50 µl 1 N 

Salzsäure. Dann wurde die optische Dichte am Lumineszenz Reader gemessen. 
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Anti-dsDNA ELISA 

Zur Bestimmung von anti-dsDNA IgGs (G, A und M) im Serum der Mäuse wurde mouse Anti-

dsDNA Total Ig Kit von ALPHA DIAGNOSTIC International nach Herstellerangaben verwen-

det.  

 

3.3 Methoden der Molekularbiologie 

 

3.3.1 RNA Isolation 

1-5 x 106 Zellen wurden pelletiert und in RNA Protect aufgenommen. Die Isolation der RNA 

erfolgte mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit nach Herstellerangaben und schloss einen DNase 

Verdau ein, um eine Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden. Mit Hilfe des Nano 

Drop-Analysegeräts wurde die Qualität der RNA überprüft und die Ausbeute bestimmt.  

 

3.3.2 cDNA-Synthese 

Zur cDNA Synthese wurden jeweils 0,5 µg RNA eingesetzt und mit einem Oligo-dT Primer 

und den weiteren Komponenten des Fermentas First Strand cDNA Synthesis Kit nach Her-

stellerangaben in cDNA umgesetzt. 

 

3.3.3 RT-PCR 

Zur quantitativen RNA Bestimmung wurde das qPCR Master Mix for SYBR Green I Kit von 

Eurogentec verwendet. Die cDNA wurde 1:5 mit RNase freiem Wasser verdünnt und ein Vo-

lumen von 4 µl pro 20 µl Gesamt-Reaktionsgemisch eingesetzt. Primer wurden in einer End-

konzentration von 100 µM verwendet. Die PCR wurde mit einem TaqMan Gerät 7900 von 

Applied Biosystems durchgeführt. Dabei erfolgte die Amplifizierung der PCR Produkte über 

insgesamt 40 Zyklen einer two-step Reaktion, d.h. die Proben wurden 40 mal auf 92° C (De-

naturierung) erhitzt und anschließend auf 60° C (Annealing) abgekühlt. Die spätere Auswer-

tung der PCR erfolgte mittels ABI PRISM anhand des cycle treshold (Ct)-Wertes. Die relative 

Expression wurde nach einer Normalisierung auf endogene House-keeping-Gene berechnet. 

 

3.3.4 Extraktion von Kernproteinen  

Über eine Nylonsäulenaufreinigung wurden Lymphozyten aus der Milz angereichert (siehe 

Abschnitt 3.2.5). 40 x 106  Zellen wurden mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikörper für 24 Stun-

den stimuliert, weitere 40 x 106 wurden direkt pelletiert und dann bei -80 °C eingefroren. Das 

Pellet wurde am Folgetag in 400 µl Puffer A (siehe Abschnitt 2.7) resuspendiert. Nach 15 
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Minuten Inkubation bei 4 °C erfolgte die Zugabe von 25 µl 10% Nonidet NP-40 und sofortiges 

Vortexen für 10 Sekunden. Das Homogenat wurde bei 300 x g für 30 Sekunden in einer 

Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß mit 400 µl 

Puffer B (siehe Abschnitt 2.7) und 600 µl Phenol/Chloroform (1/1) gegeben und bis zur weite-

ren Verwendung bei -20 °C gelagert. Das Pellet wurde mit 40 µl kaltem Puffer resuspendiert 

und 15 min bei 4 °C auf dem Schüttler geschüttelt. Dann wurde das Nuklearextrakt erneut 5 

min bei 4°C zentrifugiert und der Überstand bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C einge-

froren. 

 

3.3.5 SDS Gelelektrophorese 

Die Auftrennung der Proteine nach Molekülmasse erfolgte mittels diskontinuierlicher Gel-

elektrophorese. Proteinlysate wurden mit SDS Probenpuffer versetzt, in 1,5 ml 

Eppendorfgefäße überführt, bei 95°C für 5 Minuten hitzedenaturiert und für 2 Minuten bei 0,5 

Pulsen /min sonifiziert. Die Lysate wurden sofort verwendet oder bei -20°C gelagert. Jeweils 

25 µl wurden in die Geltaschen gefüllt. Zur Größenbestimmung wurden ebenfalls 5 µl Prote-

inmarker in einer Spur mitgeführt. Die anschließende Elektrophorese erfolgte bei 150 V.  

 

3.3.6 Western Blot 

Mittels Western Blot wurden die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus einem 

Polyacrylamidgel auf einen Trägerfilter, z.B. Nitrocellulose übertragen. Nach dem Transfer 

liegt das Proteinbandenmuster als exakte Replik des Gels immobilisiert auf der Membran vor 

und erlaubt so einen quantitativen und qualitativen Nachweis einzelner Proteine per Immun-

detektion. Der Western-Transfer erfolgte mittels einer elektrophoretischen Semi Dry 

Blotapparatur. Blotpads, Filterpapier und Polyacrylamidgel wurden zunächst in Tank Puffer 

getränkt, die PVDF Membran wurde zuvor durch Einlegen in Methanol aktiviert. Der Protein-

transfer erfolgte bei einer mA-Zahl, die sich aus dem Produkt der Fläche der Membran und 

dem Faktor 1,8 bildet, für 70 Minuten.  

 

3.3.7 Proteinbestimmung nach Bradford 

Als Standard wurde BSA in einer Konzentration von 2 µg/µl angesetzt und eine Eichkurve 

mit 2, 4, 6, 8 und 10 µg erstellt und gegen Aqua injecta gemessen (2 µg = 1 µl + 799 µl dd 

H2O (doppelt destiliertes Wasser), 4 µg = 2µl+ 798 µl dd H2O usw.). Der Probenansatz er-

folgte mit 2 µl Proben und 798 µl dd H2O. Um die Reaktion zu starten wurden 200 µl BioRad 

Reagenz auf Proben und Standard gegeben und für 10 min bei RT inkubiert. Die Messung 
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erfolgte bei 595 nm am Photometer gegen einen Probenleerwert. Zur Auswertung wurde im 

Koordinatenkreuz die Masse in µg gegen die Extinktion aufgetragen. 

 

3.3.8 Koimmunpräzipitation von FoxP3 und CREM 

Koimmunpräzipitation (KoIP) ist ein Verfahren zum Nachweis von Protein-Protein Interaktio-

nen in Zellextrakten. Ein Protein wird durch die Bindung eines spezifischen Antikörpers aus 

dem Extrakt isoliert. Liegt das Protein in einem Komplex mit weiteren Proteinen vor, werden 

diese koimmunpräzipitiert und per Western Blot nachgewiesen. Zur Immunpräzipitaion des 

Zielproteins wird das Zelllysat mit dem entsprechenden Antikörper versetzt. Dann erfolgt eine 

Isolation des Protein-Antikörper Komplexes durch ein an Agarose-Beads gekoppeltes Anti-

körperbindeprotein (Protein A oder Protein G). Nach einigen Waschschritten werden die in 

dem Komplex erhaltenen Proteine per SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot nachge-

wiesen. Zum Nachweis einer Komplexbildung zwischen FoxP3 und CREM wurden über Ny-

lonsäulen aufgereinigte Lymphozyten von CREM TG Mäusen für 5 Tage in vitro in Tregs 

differenziert. Die durchflusszytometrische Analyse ergab eine FoxP3 Expression bei mindes-

tens 30 % der Zellen. Die Zellen wurden pelletiert und 30 x 106 Zellen bei -80°C eingefroren. 

Die CoIP wurde mit Nuklearextrakten (siehe 3.3.4) durchgeführt, 25 µl des Extraktes wurden 

für den Input aufgehoben und direkt mit SDS-Probenpuffer versetzt. Der restliche Extrakt 

wurde aufgeteilt in Kontrolle und Pull Down (je 30 x 106). Für die Antikörper/Dynabeads Pro-

tein G Bindung wurden für den Pull Down 30 µl Dynabeads und 3 µg Antikörper verwendet. 

Die Bindung erfolgt in 600 µl PBS + 0,002 % Tween 20 für 4 Stunden bei 4 °C rotierend. Die 

Proteinextraktion erfolgte wie in Abschnitt 3.3.4 beschrieben.  

 

3.3.9  Immundetektion 

Als Immundetektion bezeichnet man eine Reaktion der auf der Membran fixierten Proteine 

mit spezifischen Antikörpern und den Nachweis der Bindung durch direkte oder indirekte 

Verfahren. Beim direkten Nachweis werden Antikörper eingesetzt, die direkt markiert sind 

oder mit einem Enzym konjugiert vorliegen. Die indirekte Detektion bezieht einen Sekundär-

Antikörper ein, der den bereits gebunden Antikörper nachweist und geeignet markiert ist.  

Bei dem hier angewandten Verfahren handelte es sich um das indirekte Verfahren. Der Se-

kundärantikörper ist mit dem Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt, welches die Chemi-

lumineszenz-Reaktion des Luminols katalysiert. Die Detektion erfolgte über ein computerge-

stütztes Kamerasystem (LAS 3000, Image Reader). Im Anschluss an das Blotting-Verfahren 

wurde die Nitrocellulosemembran zur Absättigung unspezifischer Bindungen 20 min. bei 

Raumtemperatur oder bei 4°C über Nacht in 10 % BSA in TBST Puffer schüttelnd inkubiert. 

Die Inkubation der Membran mit dem Primärantikörper in entsprechender Verdünnung wurde 
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bei Raumtemperatur für 90 min oder über Nacht bei 4 °C durchgeführt. Nach dreimaligem 

Waschen mit TBST Puffer für je 10 min, folgte die Sekundärantikörper-Inkubation für die 

Dauer einer Stunde bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde erneut dreimal für 10 min ge-

waschen und detektiert. Dazu wurde eine 1:1 Mischung der beiden Komponenten des Su-

perSignalWestDura-Substats (Pierce Biotechnology) hergestellt und gleichmäßig auf der 

Membran verteilt, um Proteinbanden zu visualisieren. 

 

3.3.10 Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) 

Mittels Chip ist es möglich, die Bindung von Proteinen an spezifische Abschnitte 

genomischer DNA zu analysieren. Dazu werden die Protein-DNA Bindungen durch eine 

Formaldehyd-Behandlung fixiert und die DNA wird durch Ultraschallbehandlung in Fragmen-

te zerlegt. Durch Immunpräzipitation mit einem spezifischen Antikörper gegen das gesuchte 

Protein wird das mögliche DNA-Protein-Fragment isoliert. In einem zweiten Schritt wird der 

DNA Abschnitt von dem Protein getrennt und mit Hilfe sequenzspezifischer Primer und RT-

PCR auf die Identität hin untersucht. 

3 x 106 Zellen wurden in T-Zell Medium ohne Pen/Strep in einer Endkonzentration von 1 % 

Formaldehyd für 10 min. fixiert, dann wurde die Reaktion durch die Zugabe von Glycin in 

einer Endkonzentration von 0,125 M abgestoppt. Nach weiteren 10 Minuten wurde mit PBS 

aufgefüllt und für 10 min. bei 4 °C und 300 x g zentrifugiert. Die Pellets wurden bei -80°C 

eingefroren. Am Folgetag wurde das Pellet aufgetaut und in 100 ml LB 1 Puffer 

resuspendiert. Bei 1300 x g und 4 °C wurde für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Das Pellet wurde in 100 µl LB 2 Puffer aufgenommen und daraufhin erneut bei 

1300 x g und 4 °C für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Dann wurde das 

Pellet in 600 µl LB 3 Puffer resuspendiert und es folgte die Sonifizierung zur Fragmentierung 

der DNA. Dazu wurde viermal für 20 Sekunden auf Eis mit 100% Amplitude und 0,5 Zyklen 

sonifiziert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 30 Sekunden bei 8000 x g und 4 °C. 

50 µl wurden für die spätere Input-Kontrolle abgenommen, der restliche Überstand wurde zur 

Dynabead- und Antikörperbindung eingesetzt. Die Dynabeads wurden zunächst zweimal mit 

PBS + BSA 0,5% gewaschen. Jeweils 2 µg Antikörper pro Probe wurden mit 200 µl PBS + 

0,5% BSA verdünnt. Zu jedem Ansatz wurden dann 200 µl Antikörperlösung und 20µl 

Dynabeads gegeben und 100 µl der sonifizierten Probe. Die Bindung erfolgte über Nacht bei 

4°C auf einem Überkopf-Rotierer. Zur Elution wurden die Probenansätze viermal mit RIPA 

Puffer und zweimal mit TE Puffer gewaschen. Dann wurden 100 µl 0,1 M 

Natriumcarbonatlösung zugegeben und für 20 Minuten schüttelnd inkubiert. Das „Reverse 

Crosslinking“ erfolgte über Nacht bei 65 °C nach Zugabe von 8 µl 5 M Natriumchlorid, 8 µl 1 

M TrisHCl, 4 µl 0,5 M EDTA und 0,1 µg RNase. Am nächsten Tag erfolgte der Proteinase K 

Verdau für 1-2 Stunden bei 54 °C und eine Aufreinigung mit dem Wizard® SV Gel and PCR 
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Clean-Up System von Promega. Eluiert wurde mit 30 µl H2O. Zum RT-PCR Nachweis wur-

den 4 µl des Eluats verwendet. 

 

3.3.11  Genexpressionsanalyse mit DNA-Microarrays 

CD4+CD25- und CD4+CD25+ Zellen von WT Mäusen und CREM-/- Mäusen wurden durch 

das MACS® Verfahren aus der Milz isoliert und durchflusszytometrisch auf Reinheit über-

prüft. Anschließend wurde RNA aus den Zellen isoliert. Die Proben wurden zur Qualitätskon-

trolle und cRNA Synthese in die Chip Facility des Universitätsklinikums Aachen gegeben. 

Die weitere Durchführung und Auswertung der Microarrays (Affymetrix 3‘ gene expression 

array) erfolgte in der Chip Facility des Universitätsklinikums Aachen. 
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4 Ergebnisse 

4.1 CREMα verstärkt den Krankheitsprogress in einem murinen Lupus Modell 

Kürzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe eine Maus mit T-Zell spezifischer CREMα Über-

expression generiert (144). Die CREM TG Maus entwickelte spontan keine Anzeichen von 

Autoimmunität. Um die Bedeutung von CREM für das Fortschreiten von Autoimmunitätser-

krankungen zu ermitteln, wurde die CREM TG Maus in einen fas-/- Hintergrund eingekreuzt 

(fas-/- CREM TG Maus). Fas-/- Mäuse entwickeln mit fortschreitendem Alter SLE ähnliche 

Symptome und eine starke Lymphoproliferation und gelten daher als etabliertes murines 

Lupus Modell. 

 

4.1.1 CREMα induziert eine verstärkte Lymphadenopathie und Splenomegalie und 

führt zu einer verkürzten Lebenserwartung von Lupus Mäusen 

Die phänotypische Analyse der fas-/- CREM TG Maus erfolgte zunächst anhand der makro-

skopischen Beurteilung der Organe, insbesondere der peripheren Lymphorgane. Die 

Splenomegalie und Lymphadenopathie zeigte beim Vergleich gleichaltriger Mäuse eine Zu-

nahme der Ausprägung bei der fas-/- CREM TG gegenüber der fas-/- Maus (Abbildung 5 B 

und D). Die Schwellung der Lymphknoten wurde daraufhin bei Mäusen verschiedenen Alters 

untersucht. Nach Ausmaß und Anzahl der betroffenen Lymphknoten erfolgte die Einordnung 

in einen Lymphadenopathie-Score (siehe Abschnitt 3.1.6). Bei fas-/- CREM TG konnte ein 

verfrühtes Einsetzen der Lymphadenopathie gegenüber den fas-/- Tieren beobachtet werden 

(Abbildung 5 A). Schon im Alter von 9 Wochen ließ sich bei fas-/- CREM TG Mäusen ein 

Score von 3 feststellen. Mit 15 Wochen lag bei fas-/- CREM TG Tieren eine diffuse 

Lymphadenopathie vor, das heißt neben den Halslymphknoten und axillären Lymphknoten 

waren ebenfalls periphere und mesenteriale Lymphknoten betroffen. Die fas-/- Tiere ohne 

CREMα Überexpression erkrankten erst später und erreichten auch mit 20 Wochen nur ei-

nen Score von 3. Ebenfalls wurde beobachtet, in welchem Alter die beiden Maus-Gruppen 

einem physiologischen Tod erlagen. Die fas-/-CREM TG Mäuse wiesen eine niedrigere 

Überlebensrate als die fas-/- Mäuse auf (Abbildung 5 C). So erreichten 96% der fas-/- Tiere 

und nur 83% der fas-/- CREM TG Tiere ein Alter von 42 Wochen. Insgesamt ergab sich also 

ein verfrühtes Auftreten von Krankheitsanzeichen bei den fas-/- Mäusen mit CREMα Über-

expression. 
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Abbildung 5: Phänotypische Analyse der fas-/- CREM TG Maus. A) Lymphadenopathie-Score. 

Das Ausmaß der Lymphadenopathie wurde in verschiedenen Altersgruppe von fas-/- (schwarze Sym-

bole) und fas -/- CREM TG Mäusen (graue Symbole) verglichen wie in Tabelle 15 beschrieben. Die 

Daten entsprechen Mittelwerten von mindestens 3 Tieren ± SEM (*** p<0,001, ** p< 0,01, two-way 

Anova) B) Vergleich der Lymphadenopathie einer 16 Wochen alten fas-/- (links) und einer fas -/- 

CREM TG Maus (rechts). C) Überlebenskurve von fas-/- (schwarze Symbole) und fas -/- CREM TG 

(graue Symbole) Mäusen D) Repräsentatives Bild von Milzen einer 16 Wochen alten WT Maus (links) 

einer fas -/- Maus (Mitte) und einer fas-/- CREM TG Maus (rechts). 

 

4.1.2 Lymphadenopathie und Splenomegalie werden durch eine Expansion 

aberranter T-Zellen verursacht. 

Um die Ursache für die massive Vergrößerung der Milzen und Lymphknoten zu finden, wur-

de eine Analyse der Zellzusammensetzung der peripheren Lymphorgane durchgeführt. Dazu 

wurden die Splenozyten und Lymphozyten isoliert, mit den entsprechenden fluoreszenzmar-

kierten Oberflächenmarkern gefärbt und durchflusszytometrischen Analysen unterzogen. Die 

Analyse der Milzen und Lymphknoten von fas-/- und fas-/- Mäusen mit CREMα Überexpres-

sion ergab in den relativen Zellzahlen der CD11b+ CD14+ Monozyten, Makrophagen und 

dendritischen Zellen sowie der CD19+ B-Zellen keine prozentualen Unterschiede (Abbildung 

6). Relativ zur Milz- oder Lymphknotengröße ist also keine verstärkte Expansion oder Ein-

wanderung von Monozyten oder B-Zellen festzustellen. 
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Abbildung 6: Relativer Anteil von Monozyten und B-Zellen in den Milzen von fas-/- und fas-/- 

CREM TG Mäusen. Links der prozentuale Anteil an CD11b+ Zellen in der Milz von fas-/- Mäusen 

(schwarz) und fas-/- CREM TG Mäusen (grau). In der Mitte der prozentuale Anteil an CD14+ Zellen in 

der Milz von fas-/- Mäusen (schwarz) und fas-/- CREM TG Mäusen (grau). Rechts der prozentuale 

Anteil an CD19+ Zellen in der Milz von fas-/- Mäusen (schwarz) und fas-/- CREM TG Mäusen (grau). 

Die Daten entsprechen den Mittelwerten von 3-5 Tieren ± SEM.  

 

Hingegen ergab sich bei der Analyse der T-Zellen eine starke Expansion doppelt-negativer 

T-Zellen (DNTs) (Abbildung 7). Dabei handelt es sich um eine in WT Mäusen und gesunden 

Menschen seltene T-Zell-Population, die dadurch gekennzeichnet ist, dass zwar CD3, aber 

weder CD4 noch CD8 auf der Oberfläche exprimiert werden. In SLE Patienten und fas-/- 

Mäusen treten diese DNTs verstärkt auf und weisen einen inflammatorischen Phänotyp auf 

(147). Bei fas-/- Mäusen mit CREMα Überexpression war der relative Anteil (Abbildung 7 A 

und B) der DNTs gegenüber fas-/- Mäusen verdoppelt und absolut besaßen sie im Vergleich 

sogar eine 5-fache Erhöhung gegenüber den fas-/- Mäusen (Abbildung 7 C). 
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Abbildung 7: Doppelt-negative T-Zellen in fas-/- und fas -/- CREM TG Mäusen. A) Repräsentative 

durchflusszytometrische Analyse der Milzzellen von WT Mäusen (links), fas -/- Mäusen (Mitte) und fas 

-/- CREM TG Mäusen (rechts), gegatet wurde auf die CD3+ Zellfraktion. B) Absolute Zahlen der 

CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen in den Halslymphknoten von WT Mäusen (links), fas-/- Mäusen (Mitte) 

und fas -/-  CREM TG Mäusen (rechts). Gezeigt sind CD3+ CD4+ Zellen (weiß), CD3+ CD8+ Zellen 

(schwarz) und CD3+ aber CD8- und CD4- Zellen (grau). C) Prozentualer Anteil der CD3+ CD8- CD4- 

Zellen der Milzzellen. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von vier bis sechs Tieren ± SEM (*** 

p<0,001, ** p< 0,01, * p< 0,05, einseitig, ungepaarter t-Test).  

 

4.1.3 Es entsteht ein gestörtes Gleichgewicht von Tregs und Th17 Zellen in CREM 

TG fas-/- Mäusen 

Im nächsten Schritt wurden die T-Zell Populationen im Hinblick auf T-Zell-Subtypen und 

Zytokin-Expression analysiert. Es erfolgte eine intrazelluläre Färbung mit fluoreszenzmarkier-

tem FoxP3 Antikörper als Marker für regulatorische T-Zellen. Zur Analyse der Zytokin-

Sekretion wurden die Zellen nach der Isolierung mit PMA und Ionomycin restimuliert. Die 

gleichzeitige Behandlung mit dem Proteintransport-Inhibitor Golgi Plug verhinderte die Aus-

schleusung der Zytokine, so dass mit fluoreszenzmarkierten IL-17a, IFN-γ und IL-21 Antikör-

pern ein Nachweis der Zytokin-sekretierenden Zellen erfolgen konnte. Die genauere Analyse 

der T-Zell Populationen ergab, dass in fas-/- CREM TG im Vergleich zu fas-/- Mäusen der 

Anteil der Tregs in der Milz verringert war (Abbildung 8). Fas-/- Mäuse wiesen mit 2% 
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FoxP3+ T-Zellen ohnehin einen geringeren Anteil regulatorischer T-Zellen auf als WT Mäu-

se, bei denen gewöhnlich 3-4 % der CD4+ Population FoxP3+ ist. In den fas-/- CREM TG 

verringerte sich der Anteil weiter auf unter 1%. Im Gegensatz dazu zeigten die fas-/- CREM 

TG Mäuse in ihrer T-Zell Population einen erhöhten Anteil an T-Zellen, die IL-17a und IL-21 

sezernierten (Abbildung 9 A und B), die charakteristische Zytokine für Th17 Zellen sind. Hin-

gegen blieb der Anteil an IFN-γ sezernierenden Zellen in fas-/- und fas-/- CREM TG Tieren 

gleich (Abbildung 9 A).  

 
Abbildung 8: Regulatorische T-Zellen in fas-/- und fas-/- CREM TG Mäusen. Prozentuale Anteile 

der FoxP3+ CD3+-Zellen aller Lymphknotenzellen von fas-/- (schwarz) und fas-/- CREM TG Mäusen 

(grau). Die Querbalken entsprechen den Mittelwerten von 3 Tieren ± SEM (* p< 0,05, Mann-Whitney 

Test).  
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Abbildung 9: Zytokin-Expression in fas-/- und fas-/- CREM TG T-Zellen. A) Prozentuale Anteile 

von IL-17a+ (links), IL-21+ (Mitte) und IFN-γ+ (rechts) Milzzellen von fas-/- (schwarz) und fas -/- 

CREM TG (grau) Mäusen. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von vier bis sechs Tieren ± SEM 

(** p< 0,01, * p< 0,05, einseitig gepaarter t-Test). B) Repräsentative Durchflusszytometrische Analyse 

der Milzzellen von fas-/- (links) und fas-/- CREM TG Mäusen (rechts). 
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4.2 Die Rolle von CREMα in regulatorischen T-Zellen 

Im nachfolgenden wurde der Einfluss von CREMα auf Tregs in fas unabhängigen Mausmo-

dellen näher untersucht.  

 

4.2.1 Regulatorische T-Zellen exprimieren CREM 

 
Abbildung 10: Expression von CREM in humanen regulatorischen T-Zellen. A) In vitro mit TGF-β 

differenzierte (siehe 3.2.9 b) CD4+ T-Zellen (repräsentative durchflusszytometrische Analyse von 4 

voneinander unabhängigen Experimenten). B) Durchflusszytometrische Analyse von direkt isolierten 

PBMCs, gegatet wurde auf CD4+ Zellen, der Quadrant wurde in Anlehnung an die jeweilige 

Isotypkontrolle gesetzt (repräsentative FACS Analyse von 5 voneinander unabhängigen Experimen-

ten). 

 

Zunächst wurde überprüft, ob CREM Protein in regulatorischen T-Zellen exprimiert wird. Da-

zu wurden iTregs und nTregs auf FoxP3-CREM-doppelt-positive Zellpopulationen hin unter-

sucht. Zur Generierung von iTregs wurden zunächst PBMCs aus Vollblut isoliert. Aus den 

PBMCs wurde die CD4+ Zellfraktion separiert und mit anti-CD3/CD28 Antikörpern und 10 

ng/ml TGF-β für drei bis fünf Tage stimuliert. Nach diesem Zeitraum exprimierten über 40% 

aller Zellen FoxP3 und der überwiegende Teil der FoxP3+ Zellen zeigte eine hohe CREM 

Expression (Abbildung 10 A). Zur Analyse der CREM Expression in nTregs wurden direkt 

aus Vollblut isolierte PBMCs mit fluoreszenzmarkierten anti-CD3, -FoxP3 und -CREM Anti-

körpern markiert und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Auch hier zeigte sich eine 

FoxP3+CREM+ Population (Abbildung 10 B), allerdings nicht in allen nTregs. Um die CREM 

Expression in nTregs im Falle einer Autoimmunerkrankung zu analysieren, wurden die 

nTregs im Kniepunktat von Patienten mit Juveniler idiopathischer Arthritis (JIA) auf CREM 

Expression getestet. Es war auffällig, dass Tregs im Kniepunktat von JIA Patienten (synovial 

fluid mononuclear cells, SFMCs) einen erhöhten Anteil von CREM+ unter den FoxP3+ Zellen 

aufwiesen (Abbildung 11 A und B). Während nTregs eine schwächere CREM Expression 

zeigten, wiesen die Daten aus der in vitro Differenzierung und die Resultate aus den SFMCs 

darauf hin, dass die CREM Expression in Tregs im Rahmen einer Immunantwort erhöht ist. 
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Ob die Höhe der CREM Expression bei Tregs von Relevanz für ihre Funktion ist, wurde an-

hand der CREM-/- und CREM TG Maus Modelle untersucht.  

 
Abbildung 11: Expression von CREM in regulatorischen T-Zellen von JIA Patienten. A) Prozent-

zahlen der FoxP3+ T-Zellen mit CREM Expression (%CREM+/FoxP3+) in SFMCs von JIA Patienten 

(grauer Balken) und PBMCs von gesunden Kontrollen (schwarzer Balken). Die Daten entsprechen 

dern Mittelwerten von 11-13 Proben ± SEM (* p< 0,05, einseitig gepaarter t-Test). B) Gezeigt ist eine 

repräsentative durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen von PBMCs gesunder Kontrollen (links), 

PBMCs von JIA Patienten (Mitte) und SFMCs von JIA Patienten (rechts), das Gate wurde in Anleh-

nung an eine Isotypkontrolle gesetzt. 

 

 

4.2.2 Die Expression von CREMα in regulatorischen T-Zellen ist in vitro von funkti-

oneller Relevanz 

Zur quantitativen Analyse der nTregs wurden die Milzzellen von CREM TG und WT Mäusen 

isoliert und per durchflusszytometrischer Analyse der Anteil der CD4+FoxP3+ Zellen festge-

stellt. Zur Messung der FoxP3 mRNA Expression wurde aus den Milzzellen zunächst mittels 

magnetischer Zellseparation die CD4+ Fraktion isoliert und aus den CD4+ Zellen RNA ge-

wonnen. Um induzierte Tregs in vitro zu analysieren, wurde ebenfalls die CD4+ Zellfraktion 

isoliert und für drei bis fünf Tage mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikörpern sowie TGF-β sti-

muliert. Die Anzahl der nTregs unterschied sich in der CREM TG Maus nicht von der WT 

Maus (Abbildung 12 B), jedoch zeigte die mRNA Expression von FoxP3 in CD4+ Zellen 

CREM TG Zellen gegenüber der Expression in WT Zellen eine Verminderung um ca. 80% 

(Abbildung 12 A). Die CREM-/- Mäuse zeigten eine leicht, jedoch signifikant erhöhte Anzahl 

an nTregs in der Milz von durchschnittlich 5% im WT auf 6.5% in CREM-/--Mäusen 

(Abbildung 13 A). Die in vitro differenzierten Tregs zeigten eine Reduktion in der CREM TG 
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Maus von durchschnittlich 32% im WT auf 22% (Abbildung 12 C). Im Gegensatz dazu führte 

die Deletion von CREM zu einem Anstieg der differenzierten Tregs von 21% bei den WT T-

Zellen auf 28% bei CREM-/- Zellen (Abbildung 13 B). Die schwankenden Werte der induzier-

ten Tregs bei den WT Tieren sind vermutlich auf den gemischten genetischen Hintergrund 

der Mausstämme zurückzuführen.  
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Abbildung 12: Einfluss einer CREMα Überexpression auf Tregs. A) Relatives Verhältnis der 

FoxP3 mRNA in CD4+ Milzzellen von WT (schwarzer Balken) im Vergleich zu CREM TG (grauer Bal-

ken). Die Daten entsprechen den Mittelwerten von vier voneinander unabhängigen Experimenten ± 

SEM (** p< 0,01, t-Test gegen 1). B) Anteil CD4+ FoxP3+ Zellen in der Milz von CREM TG Tieren 

(grauer Balken) im Vergleich zum Anteil in WT (schwarzer Balken), Die Daten entsprechen den Mit-

telwerten von sieben Tieren ± SEM. C) CD4+ Zellen wurden in vitro mit TGF-β differenziert wie unter 

3.2.8 c beschrieben. Gezeigt ist der Anteil FoxP3+ Zellen aus CREM TG (grauer Balken) und WT 

Mäusen (schwarzer Balken). Die Daten entsprechen den Mittelwerten von vier Tieren ± SEM (* p< 

0,05, einseitig gepaarter t-Test). 

 

Abbildung 13: Einfluss einer CREMα Deletion auf Tregs. A) Anteil CD4+ FoxP3+ Zellen in der Milz 

von WT (schwarzer Balken) und CREM-/- (weißer Balken) Mäusen. Die Daten entsprechen den Mit-

telwerten von vier Tieren ± SEM. B) Anteil FoxP3+ Zellen nach in vitro Differenzierung mit TGF-β wie 

unter 3.2.8 c beschrieben. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von vier voneinander unabhängi-

gen Experimenten ± SEM (* p< 0,05, einseitig gepaarter t-Test).  
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Ob CREMα die Funktionalität von Tregs beeinflusst, wurde in vitro mit Hilfe von 

Suppressionsassays getestet (siehe Abschnitt 3.2.10). Die Analysen erfolgten mit DO11.10 

Mäusen. Dieser Stamm trägt einen transgenen Hintergrund für den OVA-abhängigen T-Zell 

Rezeptor, was eine antigenspezifische Stimulation der T-Zellen mit OVA-Peptid ermöglicht. 

Dazu wurden zunächst BMDCs aus DO11.10 Mäusen isoliert und mit GM-CSF und IL-4 zu 

DCs ausgereift. Den ausgereiften (CD86/80+, MHCII+, CD11c+) DCs wurde für zwei Stun-

den OVA-Peptid gegeben, so dass die Präsentation des Antigens auf der Zelloberfläche er-

folgte. Parallel dazu wurden CD4+ CD25- Effektor-T-Zellen isoliert und mit CFSE, einem 

Farbstoff, der als Proliferationsmarker dient, gefärbt. Die OVA-Peptid präsentierenden DCs 

wurden den CD4+ T-Zellen zugesetzt und induzierten die Expansion der CD4+ T-Zellen. Um 

die Funktionalität der Tregs zu testen, wurden diesem Ansatz entweder WT Tregs 

(CD4+CD25+) oder CREM-/- Tregs (CD4+CD25+) zugegeben, und mittels 

Durchflusszytometrie wurde die Proliferation der Effektor-T-Zellen (als Verlust der CFSE-

Färbung) gemessen (Abbildung 14 A). Es zeigte sich, dass die CD4+ Effektorzellen, die in 

Kokultur mit CD4+CD25+ CREM-/- Zellen gehalten wurden, schlechter proliferierten als die 

CD4+ Effektorzellen, denen CD4+CD25+ WT Zellen zugesetzt wurden. Die CREM-/- Tregs 

zeigten eine etwa um den Faktor 1,5 stärkere Suppression der CD4+ Effektorzellen 

(Abbildung 14 B).  
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Abbildung 14: Einfluss einer CREM Deletion auf die Suppressivität von Tregs in vitro. In vitro 

Suppressionsassys wurden wie unter 3.2.10 beschrieben durchgeführt. A) Repräsentative Analyse 

eines Suppressionsassays mit WT Tregs (links) und CREM-/- Tregs (rechts), gezeigt ist die Prolifera-

tion der Effektor-T-Zellen (linker oberer Quadrant). B) Vergleich des prozentualen Anteils proliferierter 

T-Zellen. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von 3 voneinander unabhängigen Experimenten ± 

SEM (* p< 0,05, einseitig ungepaarter t-Test).  

 

4.2.3 Die Expression von CREMα in regulatorischen T-Zellen ist in vivo von funktio-

neller Relevanz 

Um die funktionelle Relevanz von CREM in vivo zu testen, wurde das Entzündungsmodell 

der Transferkolitis verwendet. Dazu wurden RAG-/- Mäusen, einem Mausstamm der eine 

Lymphozyten-Defizienz aufweist, Effektor-T-Zellen (CD4+CD25-) gespritzt. Zusätzlich zu den 

CD4+CD25- Zellen erhielt jeweils eine Gruppe Tregs (CD4+CD25+), die aus WT Tieren iso-

liert wurden und eine Gruppe Tregs (CD4+CD25+) aus CREM-/- Tieren, während die dritte 

Gruppe nur  Effektor-T-Zellen (CD4+ CD25-) erhielt. Die Mäuse entwickelten einige Wochen 

nach der Gabe von T-Zellen eine Kolitis, die bei zusätzlicher Gabe von regulatorischen T-

Zellen aus WT oder CREM-/- Mäusen milder verlief. Durch die Gabe von WT und CREM-/- 

Tregs konnte mit diesem Modellsystem die Suppressivität der Tregs in vivo getestet werden. 
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Die mesenterialen Lymphknoten der transferierten Rag-/- Mäuse wurden entnommen und 

durch intrazelluläre durchflusszytometrische Analyse auf Zytokin-Expression hin getestet. 

Hierbei ergaben sich Unterschiede bei der Anzahl der IL-17a+ Zellen (Abbildung 15 B), wäh-

rend die IFN-γ sezernierenden Zellen nicht verändert waren (Abbildung 15 B). Mit CD4+ Ef-

fektor-Zellen alleine transferierte Tiere zeigten im Schnitt 10% IL-17a+ Zellen in der CD3+ 

Fraktion. Mäuse die zusätzlich mit CD4+CD25+ Zellen aus WT Tieren transferiert wurden, 

hatten ca. 7% IL-17a+ CD3 Zellen in den mesenterialen Lymphknoten vorliegen. Diese An-

zahl verringerte sich im Vergleich dazu signifikant bei Tieren die stattdessen CD4+CD25+ 

Zellen von CREM-/- Tieren erhielten, auf 3,6% IL-17a+ T-Zellen in den mesenterialen 

Lymphknoten. 

 

 
Abbildung 15: IL-17a und IFN-γ sezernierende Zellen in der Transferkolitis. Die Transferkolitis 

wurde wie unter 3.1.4 beschrieben induziert. A) Repräsentativer Dot Plot der T-Zellen der 

mesenterialen Lymphknoten von Mäusen die nur CD4+ Zellen erhalten haben (links), Mäusen die 

zusätzlich CD4+CD25+ Zellen von WT Tieren erhalten haben (Mitte) und Mäusen denen zusätzlich 

CD4+CD25+ Zellen von CREM-/- Tieren injiziert wurden (rechts). Gezeigt sind die IFN-γ und IL-17a 

sezernierenden T-Zellen. B) Anteil IL-17a+ T-Zellen  in den mesenterialen Lymphknoten. Die Daten 

entsprechen den Mittelwerten von 3 bis 5 Tieren ± SEM (** p< 0,01*, * p< 0,05, zweiseitig ungepaarter 

t-Test). 
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4.2.4 CREMα bildet einen Komplex mit FoxP3 

Ein möglicher Mechanismus der funktionellen Treg-Regulation durch CREMα wäre eine In-

teraktion mit FoxP3. Um zu ermitteln, ob eine Komplexbildung von CREMα und FoxP3 vor-

liegt, wurden T-Zellen von CREM TG Mäusen in vitro mit TGF-β differenziert und mittels 

Koimmunpräzipitation (KoIP) auf eine CREMα-FoxP3-Komplexbildung in der nukleären Frak-

tion getestet. Sowohl eine Protein-Bindung mit anti-CREM Antikörper und Detektion mit anti-

FoxP3 Antikörper, als auch die Protein-Bindung mit anti-FoxP3 Antikörper und die Detektion 

mit einem anti-CREM Antikörper deuteten auf eine Komplexbildung der beiden Proteine im 

Nukleus hin (Abbildung 16 A-C). Lysate der nukleären und zytosolischen Fraktion zeigten, 

dass CREM vornehmlich im Nukleus vorlag und FoxP3 ebenfalls zu einem großen Teil im 

Nukleus vertreten war. Zur Kontrolle wurde ebenfalls nur mit Sekundär-Antikörper und De-

tektionsantikörper detektiert. Hier zeigte sich kein Protein-Nachweis und eine Protein-

Bindung mit einer Isotyp-Kontrolle führte zu keiner Präzipitation von CREM Protein. Die Da-

ten weisen daher auf eine Komplexbildung zwischen CREMα und FoxP3 hin. 
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Abbildung 16. Nachweis einer Komplexbildung von CREMα mit FoxP3. T-Zellen von CREM TG 

Tieren wurden isoliert und für 5 Tage mit TGF-β stimuliert wie unter 3.2.8 c beschrieben. A) KoIP von 

FoxP3 und CREM. Aus den differenzierten Zellen wurden nukleäre und zytosolische Extrakte herge-

stellt wie unter 3.3.4 beschrieben. Die Lysate wurden direkt für den Nachweis mittels Western Blot 

verwendet (Lysat Nukleus bzw. Lysat Zytosol), oder nukleäre Lysate einer KoIP unterzogen wie in 

3.3.8 beschrieben (KoIP). Dabei wurde anti-FoxP3 Antikörper zur Proteinbindung eingesetzt und an-

schließend anti-CREM Antikörper zur Detektion. Zur Kontrolle wurde eine KoIP ohne Proteinbindungs-

Antikörper durchgeführt (Kontrolle). Die Größenbestimmung erfolgte anhand eines Proteinmarkers 

(Marker) B) KoIP von CREM und FoxP3. Aus den differenzierten Zellen wurden nukleäre und 

zytosolische Extrakte hergestellt wie unter 3.3.4 beschrieben. Die Lysate wurden direkt verwendet 

(Lysat Nukleus bzw. Lysat Zytosol), oder nukleäre Lysate einer KoIP unterzogen wie in 3.3.8 be-

schrieben (KoIP). Dabei wurde anti-CREM Antikörper zur Proteinbindung eingesetzt und anschließend 

anti-FoxP3 Antikörper zur Detektion. Zur Kontrolle wurde eine KoIP ohne Proteinbindungs-Antikörper 

durchgeführt (Kontrolle). Die Größenbestimmung erfolgte anhand eines Proteinmarkers (Marker). C) 

KoIP von FoxP3 und CREM. Aus den differenzierten Zellen wurden nukleäre und zytosolische Extrak-

te hergestellt wie unter 3.3.4 beschrieben. Die Lysate wurden mittels Western Blot analysiert (Lysat 

Nukleus bzw. Lysat Zytosol) oder nukleäre Lysate einer KoIP unterzogen wie in 3.3.8 beschrieben 

(KoIP). Dabei wurde anti-FoxP3 Antikörper zur Proteinbindung eingesetzt und anschließend anti-

CREM Antikörper zur Detektion. Zur Kontrolle wurde eine KoIP mit Isotypkontroll-Antikörper 

(Isotypkontrolle) durchgeführt. Die Größenbestimmung erfolgte anhand eines Proteinmarkers (Mar-

ker). 
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4.2.5 CREMα reguliert möglicherweise die Transkription von suppressorisch agie-

renden Proteinen 

Zur Identifikation von Genen, die durch CREMα transkriptionell gesteuert werden und die 

veränderte Suppressivivtät der CREM-/- Tregs bedingen könnten, wurden mit Effektor-T-

Zellen (CD4+CD25-) und Tregs (CD4+CD25+) von WT und CREM-/- Tieren Microarray Ana-

lysen durchgeführt. Dazu wurden aus CD4+ und CD4+CD25+ Splenozyten von 6 bis16 Wo-

chen alten Tieren RNA Isolate hergestellt. Die weitere Durchführung und Auswertung der 

Microarrays (Affymetrix 3‘ gene expression array) erfolgte in der Chip Facility des Uniklini-

kums Aachen. Es ergaben sich Hinweise auf die differentielle Expression einiger für die 

Funktionalität von Tregs relevanten Gene, die allerdings aufgrund der geringen Anzahl der 

gestesteten  Tiere (N=2) durch weitere Verfahren oder eine Wiederholung des Arrays verif i-

ziert werden müssen (Tabelle 16). Zu den Genen, die schwächer in CREM-/- Tregs 

exprimiert wurden, gehören TNF-receptor-superfamily member 9 (Tnfrsf9), Suppressor of 

cytokine signaling 2 (Socs2) und IL23-Rezeptor (IL23R). Zu den stärker in CREM-/- Tregs 

exprimierten Genen gehörten TGF-β, Perforin (Prf), GranzymeA (GzmA) und Killer-cell 

lectin-like Rezeptor2 (Klri2). TGF-β ist sowohl als autokrines Zytokin für Tregs wichtig, sowie 

auch als Zytokin, dessen Sekretion suppressiv auf die CD4+ Effektorzellen einwirkt. Interes-

santerweise findet sich auch in den CD4+ Effektorzellen eine stärkere Expression von TGF-β 

im CREM-/- Hintergrund (Tabelle 17). Eine stärkere Expression von Perforin (Prf), 

GranzymeA (GzmA) und killer-cell lectin-like receptor 2 (Klri2) könnte einen verstärkten zyto-

toxischen Mechanismus der CD4 Suppression erklären. 
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Tabelle 16: Auswahl differentiell exprimierter Gene in WT und CREM-/- CD4+CD25+ 

Tregs. CD4+CD25+ Zellen wurden mittels magnetischer Separation aus WT und CREM-/- Tieren 

isoliert. Die RNA aus diesen Zellen wurde für nachfolgende Microarray-Analysen verwendet (siehe 

Abschnitt 3.3.11) verwendet. Gezeigt ist für das jeweilige Gen (Gen-Symbol) der log FC 

(logarhytmischer full change) Wert, als Maß für die differentielle Expression. Der Mittelwert gesamt 

gibt den Mittelwert der Expression dieses Gens aller 4 Tiere an. Der P-Wert und der. adj. P-Wert ge-

ben die Signifikanzwerte für die differentielle Expression des Gens in WT und CREM-/- Tieren an. In 

den rechten Spalten ist die Expression des Gens für 2 CREM-/- Mäuse (CREM-/- 1 und CREM-/- 2) 

und Wildtyp Mäuse (WT1 und WT2) gezeigt.  

 

CD4+CD25+ 

Gene 
Symbol 

logFC 
(KO/WT) 

Mittelwert 
gesamt 

P-Wert 
adj.P.Wert 
(CREM-/-

/WT) 

CREM
-/- 1 

CREM
-/-2 

WT1 WT2 

Tnfrsf9 -0,63 10,86 0,14 0,68 9,96 11,11 11,15 11,19 

Socs2 -0,59 10,41 0,09 0,68 9,70 10,54 10,62 10,80 

Il23R -0,58 8,75 0,22 0,68 7,82 9,10 8,85 9,24 

CREM -0,55 7,19 0,01 0,68 6,94 6,89 7,28 7,63 

TGF-β 0,59 8,58 0,16 0,68 9,42 8,34 8,15 8,42 

Klri 0,89 8,20 0,21 0,68 9,65 7,65 7,85 7,66 

Prf 0,96 9,00 0,14 0,68 10,35 8,61 8,56 8,49 

GzmA 1,29 8,92 0,14 0,68 10,76 8,37 8,31 8,25 

 
Tabelle 17: Auswahl Differentiell exprimierte Gene in WT und CREM KO CD4+ 

Effektorzellen. CD4+ Zellen wurden mittels magnetischer Separation aus WT und CREM-/- Tieren 

isoliert. Die RNA aus diesen Zellen wurde für nachfolgende Microarray-Analysen verwendet (siehe 

Abschnitt 3.3.11) verwendet. Gezeigt ist für das jeweilige Gen (Gen-Symbol) der log FC 

(logarhytmischer full change) Wert, als Maß für die differentielle Expression. Der Mittelwert gesamt 

gibt den Mittelwert der Expression dieses Gens  aller 4 Tiere an. Der P-Wert gibt den Signifikanzwert 

für die differentielle Expression des Gens in WT und CREM-/- Tieren an. In den rechten Splaten ist die 

Expression des Gens für 2 CREM-/- Mäuse (CREM-/- 1 und CREM-/- 2) und Wildtyp Mäuse (WT1 und 

WT2) gezeigt. 

 

CD4+ 

Gene Symbol 
logFC 

(KO/WT) 
Mittelwert gesamt P-Wert 

adj.P.Wert 
(CREM-/-/WT) 

KO1 KO2 WT1 WT2 

CREM -0,59 7,12 0,03 1,00 6,54 7,10 7,48 7,35 

TGFβ 0,57 8,88 0,28 1,00 9,94 8,39 8,46 8,74 
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4.3 Die Rolle von CREMα in Th17 Zellen 

Vorhergehende Studien unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass die CREM TG Maus 

nach T-Zell Stimulation und im Rahmen einer induzierten Kontaktdermatitis mehr IL-17a 

mRNA exprimiert (144). Zusätzlich zeigte die fas-/- CREM TG Maus eine erhöhte Anzahl von 

IL-17a sezernierenden T-Zellen (Abbildung 9). Im Folgenden sollte nun geklärt werden, ob 

die Überexpression von CREMα zu einem stabilen Th17 Phänotyp in vitro und in vivo führt. 

In einem weiteren Schritt sollte der zugrunde liegende Mechanismus aufgedeckt werden. 

 

4.3.1 Th17 Zellen exprimieren CREM 

 
Abbildung 17: Expression von CREM in IL-17a+ Zellen. A) CREM Expression in induzierten Th17 

Zellen. CD4+ Zellen wurden aus PBMCs isoliert und mit anti-CD3/CD28 Antikörpern, TGF-β, IL-6 und 

IL-1β in vitro stimuliert wie in 3.2.9 c beschrieben. Dargestellt ist eine repräsentative 

durchflusszytometrische Analyse von vier unabhängigen Experimenten. B) CREM Expression in direkt 

isolierten PBMCs. PBMCs aus Vollblut von gesunden Kontrollen (links) und SLE Patienten (rechts) 

wurden für 6 h mit PMA und Ionomycin stimuliert und auf IL-17a und CREM Expression untersucht. 

Gegatet wurde auf CD3+ Zellen. Dargestellt ist eine repräsentative Analyse von vier verschiedenen 

SLE Patienten und gesunden Kontrollen. 

 

Zunächst wurde überprüft, ob CREM von CD4+ IL-17a+ Zellen (Th17 Zellen) exprimiert wird. 

Dazu wurden sowohl CD4 + Zellen in vitro mit IL-6, IL-1β und TGF-β zu Th17 Zellen diffe-

renziert (Abbildung 17 A) und die CREM-Expressionsraten durchflusszytometrisch bestimmt 
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als auch direkt aus Vollblut isolierte PBMCs von gesunden Kontrollen und SLE-Patienten auf 

CREM+ und IL-17a+ T-Zellen hin untersucht (Abbildung 17 B). Es konnte gezeigt werden, 

dass der Großteil IL-17a exprimierender Zellen (bis zu 96%) nach der Differenzierung auch 

eine hohe CREM Expression aufweist. Die Relevanz der CREMα Expression in Th17 Zellen 

wurde daraufhin mit Hilfe der CREM-/- und CREM-TG Mausmodelle analysiert. 

 

4.3.2 CREMα induziert einen Th17 Phänotyp in vitro und in vivo 

Zur Analyse eines direkten Effektes von CREMα auf die Entwicklung von Th17 Zellen wur-

den T-Zellen von CREM TG Mäusen mit anti-CD3/CD28 Antikörpern stimuliert und die 

mRNA Expression von IL-17a und dem Th17 spezifischen Transkriptionsfaktor RoRγT unter-

sucht. Betrachtet wurde die Hochregulation der Expression im Vergleich zu nicht stimulierten 

T-Lymphozyten. Es zeigte sich eine signifikant höhere Expression beider Marker in CREM 

TG Tieren im Vergleich zu entsprechenden WT Tieren. In den Th17-Zellen der CREM TG 

Mäuse wurde eine 2,7-fach erhöhte relative Expression von IL-17a und eine 2,4-fach erhöhte 

relative Expression von RORγT gemessen (Abbildung 18). Interessanterweise zeigte sich im 

Rahmen der Th17-Differenzierung von T-Zellen aus CREM-/- Tieren eine deutlich verminder-

te Anzahl von Th17 Zellen verglichen mit T-Zellen aus WT Tieren (Abbildung 19 C). Bei der 

Th1 Differenzierung dagegen ergaben sich keine Unterschiede zwischen CREM-/- und WT-

Tieren (Abbildung 19 B). 
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Abbildung 18: In vitro T-Zell Differenzierung von CREM TG T-Zellen. CD4+ T-Zellen von WT 

Mäusen (schwarzer Balken) und CREM TG Mäusen (grauer Balken) wurden isoliert und für drei bis 

fünf Tage mit anti-CD3/CD28 Antikörpern stimuliert. Aus den Zellen wurde die RNA extrahiert, in 

cDNA umgeschrieben und auf A) IL-17a Expression und B) RoRγT Expression im Vergleich zu nicht 

stimulierten CD4+ T-Zellen getestet. Die Daten entsprechen den statistischen Mittelwerten von vier 

voneinander unabhängigen Experimenten ± SEM (* p< 0,05, einseitig gepaarter t-Test). 
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Abbildung 19: In vitro T-Zell Differenzierung von CREM-/- T-Zellen. CD4+ Zellen von WT (links) 

und CREM-/- Mäusen (rechts) wurden mittels magnetischer Zellseparation aus Milzen isoliert. Die 

Zellen wurden einer Differenzierung in Th0, Th1 und Th17 Zellen unterzogen wie unter 3.2.8 be-

schrieben. A) Th0 Differenzierung durch Stimulation mit anti-CD3/CD28 Antikörpern. B) Th1 Differen-

zierung durch Stimulation mit anti-CD3/CD28 Antikörpern und IL-12. C) Th17 Differenzierung durch 

Stimulation mit anti-CD3/CD28 Antikörpern, TGF-β und IL-6.  

 

Im Folgenden stellte sich die Frage, ob CREMα auch in vivo zu einer verstärkten IL-17a Ex-

pression führt und welche Relevanz diese hat. Dies wurde anhand von zwei murinen Kolitis-

Modellen analysiert. Sowohl in einer DSS-induzierten Kolitis als auch in einem DNFB-Kolitis-

Modell zeigten Mäuse, die CREM in T Lymphozyten überexprimieren, erhöhte Level von IL-

17a (Abbildung 20 A und B) und IL-21 (Abbildung 21 A und B) exprimierenden Zellen in den 

mesenterialen Lymphknoten. 
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Abbildung 20 Verstärkte IL-17a Expression von CREM TG Tieren in Kolitis-Modellen. A) 

Durchflusszytometrische Analysen von T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten nach Induktion einer 

DSS Kolitis. In WT und CREM TG Tieren wurde eine DSS-Kolitis induziert wie in Absatz  3.1.1 be-

schrieben. B) Prozentualer Anteil der IL-17A+ T-Zellen in mesenterialen Lymphknoten nach Induktion 

einer DNFB-Kolitis Die DNFB-Kolitis wurde in WT und CREM TG Tieren induziert wie in 3.1.3 be-

schrieben. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei Tieren ± SEM (* p< 0,05, ungepaarter, 

einseitiger t-Test). 

 
Abbildung 21: Verstärkte IL-21 Expression von CREM TG Tieren in Kolitis-Modellen. A) 

Durchflusszytometrische Analysen von T-Zellen aus mesenterialen Lymphknoten nach Induktion einer 

DSS Kolitis. In WT und CREM TG Tieren wurde eine DSS-Kolitis induziert wie in Absatz 3.1.1 be-

schrieben. B) Prozentualer Anteil der IL-21+ T-Zellen in mesenterialen Lymphknoten nach Induktion 

einer DNFB-Kolitis Die DNFB-Kolitis wurde in WT und CREM TG Tieren induziert wie in 3.1.3 be-

schrieben. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei Tieren ± SEM (* p< 0,05, ungepaarter, 

einseitiger t-Test). 

 

Die verstärkte Expression von IL-17a und IL-21 ging einher mit verstärkten Krankheitser-

scheinungen der Tiere in der DNFB-Kolitis, gemessen an der Gewichtsabnahme der Tiere 

(Abbildung 22). In der DSS-Kolitis zeigten sich keine Unterschiede der Gewichte (ohne Ab-

bildung). 
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4.3.3 CREMα bindet und aktiviert den IL-17a Promotor 

Als Mechanismus, durch den CREMα verstärkend auf eine Th17 Differenzierung einwirkt, 

wurde eine Bindung von CREMα an den IL-17a Promotor vermutet. Der IL-17a Promotor 

weist zwei CRE-ähnliche Sequenzen auf (Abbildung 23). Beide beinhalten die Basenpaare 

der sogenannten CRE 5‘ half-site (TGAC), die als minimales Bindungsmotiv für eine 

CREMα-Bindung in anderen Zielpromotoren von CREMα identifiziert werden konnte (148, 

149). CREMα-DNA-Komplexe wurden mittels ChIP präzipitiert, und ein Nachweis wurde mit-

tels RT-PCR mit spezifischen Primern, die die beiden CRE-ähnlichen Stellen einschließen, 

durchgeführt. Für die nahe des Startcodons liegende Sequenz konnte keine Bindung gezeigt 

werden. Allerdings konnte eine Bindung nachgewiesen werden für die weiter upstream lie-

gende CRE-Region und eine ca. 3,5 fache Verstärkung der Bindung von CREMα in CREM 

TG T-Zellen gegenüber WT T-Zellen an den IL-17a Promotor. 
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Abbildung 22: Erhöhte Krankheitsaktivität von CREM TG Tieren in der DNFB induzierten Koli-

tis. Dargestellt ist die Gewichtsabnahme von CREM TG Tieren (graue Symbole) im Vergleich mit WT 

Tieren (schwarze Symbole). Die Daten entsprechen den Mittelwerten von drei unabhängig voneinan-

der durchgeführten Experimenten mit drei Tieren ± SEM. 
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Abbildung 23: Bindung von CREMα an den IL-17a Promotor. A) Der IL-17a Promotor enthält zwei 

CRE-ähnliche Elemente (schwarze Boxen, rot sind die mit der CRE-Site übereinstimmenden Basen 

gekennzeichnet). An der weiter upstream vom Startcodon (ATG, hellrot) gelegenen Sequenz konnte 

eine Bindung von CREM im ChIP nachgewiesen werden. Dick und kursiv gedruckte Sequenzen zei-

gen die Lage der verwendeten Primer an. B) Murine Milzzellen wurden isoliert, und ein ChIP-Assay 

mit anti-CREM Antikörper wurde durchgeführt wie unter 3.3.10 beschrieben. Mit IL-17a Promotor spe-

zifischen Primern erfolgte die Detektion in einer RT-PCR Reaktion. Die Balken zeigen 4-fache Level 

der CREMα Bindung in transgenen T-Zellen verglichen mit WT Zellen (gleich 1 gesetzt). Die Daten 

entsprechen den Mittelwerten von vier voneinander unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei Tie-

ren ± SEM (* p< 0,05).  

 

4.4 Die Überexpression von CREMα in T-Zellen induziert eine verstärkte B-Zell 

Antwort 

Sowohl IL-17a als auch IL-21 sind an der Bildung von Keimzentren (germinal centers, GCs) 

und der B-Zell Differenzierung beteiligt. Da die CREM TG Maus erhöhte Level von IL-17a 

und IL-21 exprimiert (Abschnitt 4.3.2, (144)), erfolgte eine Analyse des Einflusses der T-Zell 

spezifischen CREMα Überexpression auf die humorale Immunantwort.  

 

4.4.1 CREM-Überexpression führt in Lupus Mäusen zu einer verstärkten B-Zell Hy-

peraktivität 

B-Zellen aus der Milz von fas-/- und fas-/- Mäusen mit einer CREMα Überexpression wurden 

durchflusszytometrisch auf die Expression von GL-7 untersucht. GL-7 ist ein Marker für akti-

vierte B-Zellen und für GC B-Zellen, die sich in einer Vorstufe zur Differenzierung in Plasma-

zellen befinden. Im Vergleich zu fas-/- Mäusen war sowohl die GL-7 Expression auf der B-

Zell Oberfläche (Abbildung 24 A und B) als auch der Prozentsatz der GL-7 exprimierenden 

Zellen in der CD19+ Population (Abbildung 24 C) in den CREM TG fas-/- Mäusen in den Mil-

zen etwa um das Dreifache erhöht. Die stärkere B-Zell Aktivierung korrelierte mit einem ver-
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stärkten Auftreten von anti-Doppelstrang DNA (anti-dsDNA) Antikörpern im Serum der Mäu-

se (Abbildung 24 D). Diese Auto-Antikörper weisen auch im humanen SLE die stärkste As-

soziation mit Gewebe-Schäden auf (150-152). 

 

 

Abbildung 24: Aktivierte B-Zellen und anti-ds DNA Antikörper in CREM TG fas-/- Mäusen im 

Vergleich zu fas-/- Mäusen. A-C) Milzzellen wurden isoliert und mittels Durchflusszytometrie analy-

siert. A) zeigt die Analyse der GL-7-Expression, gegatet auf CD19+ Zellen, als Histogramm der Haupt-

Fluoreszenz-Intensität, B) zeigt eine Dichtediagramm-Darstellung der CD19 und GL-7 Expression der 

gesamten Milzzellen und C) den prozentualer Anteil GL-7+ Zellen an CD19+ Milzzellen. Die Daten 

entsprechen den Mittelwerten von 7 Tieren ± SEM (** p< 0,01, zweiseitg ungepaarter t-Test). D) Anti-

dsDNA Antikörper in Seren von 32 Wochen alten fas-/- (links) und fas-/- CREM TG (rechts) Mäusen 

wurden mittels ELISA bestimmt (siehe Abschnitt 3.2.11). Die Daten entsprechen den Mittelwerten von 

6 bis 8 Tieren ± SEM (** p< 0,01, t-Test zweiseitig ungepaart). 

 

4.4.2 Die hyperaktiven B-Zellen gehen einher mit einem vermehrten Anteil an folli-

kulären T-Helferzellen 

Da die B-Zell Reaktion in den GCs durch Tfhs reguliert wird, wurde nun der Anteil an Tfhs in 

den fas-/- Mäusen und CREM TG fas-/- Mäusen ermittelt. Zur Charakterisierung der Tfh Po-

pulation wurde die Expression von PD-1 und CXCR5 bzw. ICOS und CXCR5 auf CD4+ Zel-

len durchflusszytometrisch analysiert. Im Vergleich zu fas-/- Mäusen wiesen fas-/- CREM TG 
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Mäuse eine Erhöhung der Tfhs auf, die in etwa einer Verdoppelung der Expression ent-

sprach (Abbildung 25 A-D). 

 

Abbildung 25: Tfhs in CREM TG fas-/- Mäusen. A) Repräsentatives Dichtediagramm von CD4+ 

Milzzellen von fas-/- (links) und fas-/-CREM TG Mäusen (rechts). Die follikulären T-Helferzellen sind 

durch die Expression von PD-1 und CXCR5 (oberer Quadrant) charakterisiert. B) Anteil von Tfhs an 

CD4+ Milzzellen von fas-/- (schwarz) und fas-/- CREM-TG Mäusen gemessen an der PD-1+CXCR5+ 

Expression der CD4+ Zellen in Prozent. C) Repräsentatives Dichtediagramm von CD4+ Milzzellen von 

fas-/- (links) und fas-/- CREM TG Mäusen (rechts). Die follikulären T-Helferzellen sind durch die Ex-

pression von ICOS und CXCR5 (oberer Quadrant) charakterisiert. D) Anteil von Tfhs an CD4+ Milzzel-

len von fas-/- (schwarz) und fas-/- CREM-TG Mäusen gemessen an der ICOS+CXCR5+ Expression 

der CD4+ Zellen in Prozent. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von 3 Tieren ± SEM (* p< 0,05 ** 

p< 0,01, t-Test zweiseitig ungepaart). 
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4.4.3 Die Rolle von CREMα in follikulären T-Helfer-Zellen  

Als nächstes wurde untersucht, ob CREMα auch unabhängig von fas Einfluss auf Tfhs 

nimmt. Dazu wurden die follikulären T-Helferzellen in der CREM TG Maus betrachtet.  

CREM TG wiesen in peripheren Lymphknoten etwa doppelt so viele CXCR5+ T-Zellen wie 

WT Tiere auf (Abbildung 26 A). In vitro anti-CD3/CD28 stimulierte T-Zellen aus den CREM 

TG Tieren zeigten darüber hinaus auf mRNA-Ebene eine signifikant höhere Induktion von 

CXCR5 verglichen mit WT T-Zellen (Abbildung 26 B). Um in vivo eine Tfh Antwort zu indu-

zieren, wurde den Tieren NP-CGG gespritzt, ein Antigen, welches standardmäßig als Immu-

nisierungs-Reagenz zur Auslösung von T-Zell abhängigen GC Antworten eingesetzt wird. Im 

Vergleich zu WT Tieren wiesen CREM TG Tiere sieben Tage nach i.p. Gabe von NP-CGG 

und Alum ein verstärktes Auftreten von CXCR5+ICOS+ positiven CD4+ Zellen in den Milzen 

auf (Abbildung 26 C und D). 
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Abbildung 26: Tfhs in CREM TG Mäusen. A) Repräsentative durchflusszytometrische Analyse von 

vier Experimenten, gezeigt sind CD4+CXCR5+ Zellen (oberer Quadrant) in peripheren Lymphknoten 

unbehandelter Tiere. B) CXCR5 mRNA in CD4+ T-Zellen nach Stimulation mit anti-CD3/CD28 Anti-

körpern für fünf Tage. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von vier voneinander unabhängigen 

Experimenten ± SEM (* p< 0,05, t-Test zweiseitig ungepaart). C) Analyse der Tfhs nach Immunisie-

rung mit NP-CGG (siehe Abschnitt 3.1.5). Gezeigt ist ein repräsentatives Dichtediagramm von vier 

Analysen. Tfhs sind als CD4+ICOS+CXCR5+ Zellen im oberen Quadranten zu sehen. D) Relativer 

Anteil CXCR5+ICOS+ Zellen der CD4+ Milzzellen nach Immunisierung mit NP-CGG. Die Daten ent-

sprechen den Mittelwerten von vier Tieren ± SEM (*** p<0,001 t-Test zweiseitig ungepaart). 

 

4.4.4 CREMα induziert eine verstärkte Immunisierung 

Ob das verstärkte Auftreten von Tfhs auch in den CREM TG Mäusen zu einer verstärkten B-

Zell Aktivierung führt, wurde ebenfalls durch in vivo Immunisierungs-Experimente mit NP-

CGG untersucht. Dazu wurden die Mäuse i.p. mit NP-CGG und Alum immunisiert und nach 7 

Tagen auf die Expression von GL-7 in den B-Zellen der Milz bzw. nach 10 Tagen auf NP-

spezifische IgGs in den Seren untersucht (Abbildung 27). Im Vergleich zum WT zeigte sich 

ein vermehrter Anteil an GL-7 exprimierenden B-Zellen in den CREM-TG Tieren sowie ver-

mehrte spezifische IgGs in den Seren dieser Mäuse. 
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Abbildung 27: Verstärkte B-Zell Antwort in immunisierten Mäusen mit CREM Überexpression. 

A) Analyse der B-Zell Aktivierung nach Immunisierung mit NP-CGG (siehe Abschnitt 3.1.5). Anteil der 

GL-7 exprimierenden B-Zellen in der Milz von WT (schwarzer Balken) und CREM TG Mäusen (grauer 

Balken). Die Daten entsprechen den Mittelwerten von 7 voneinander unabhängigen Experimenten ± 

SEM (* p< 0,05, zweiseitig ungepaarter t-Test). B) OD-Werte NP-spezifischer IgGs in den Seren der 

Mäuse nach NP-CGG Immunisierung. Gezeigt ist die relative Erhöhung der OD-Werte von Seren aus 

WT Mäusen (schwarzer Balken) und CREM TG Mäusen (grauer Balken) gegenüber einer un-

behandelten Kontrolle. Die Daten entsprechen den Mittelwerten von 5 voneinander unabhängigen 

Experimenten ± SEM (* p< 0,05, zweiseitig ungepaarter t-Test). 
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5 Diskussion 

CD4+ T-Zellen sind wesentlich an der Regulation der adaptiven Immunantwort beteiligt. Sie 

spielen aber auch eine Rolle bei vielen Autoimmunerkrankungen, die mit einem Zusammen-

bruch der Selbst-Toleranz einhergehen. Im Fokus der SLE Forschung standen bislang pri-

mär B-Lymphozyten, da die Produktion pathogener Auto-Antikörper eine zentrale Bedeutung 

für die Immunpathologie bei SLE spielt. Zunehmend wird allerdings auch die Bedeutung der 

T-Lymphozyten erkannt. Diese sind zum einen durch die Interaktion mit B-Zellen an der Anti-

körperproduktion beteiligt und setzen außerdem Zytokine frei, die im Weiteren in Entzün-

dungsprozesse eingreifen (Abbildung 28) (153). 

T-Zellen von SLE Patienten weisen eine Reihe von Abweichungen gegenüber denen von 

gesunden Patienten auf (154). Die Ursachen für die Besonderheiten der SLE T-Zellen sind 

bislang nicht vollständig geklärt. SLE T-Zellen zeigen eine erhöhte Sekretion von IL-17a und 

IL-21, jedoch eine verminderte Freisetzung von IL-2 (27, 154, 155) (Abbildung 28). Betrach-

tet man die T-Zell Subpopulationen, so treten bei SLE Patienten verstärkt Th17 und Tfh Zel-

len auf, während Tregs vermindert sind oder eine defekte Funktionalität aufweisen (30, 75, 

77, 103). Bei diesen drei Zelltypen handelt es sich interessanterweise auch um die Zelltypen 

mit der höchsten Plastizität (123). Es ist allerdings nicht bekannt, ob es zu Konversionen 

zwischen diesen T-Zell Subtypen beispielsweise während schwerer Krankheitsschübe 

kommt. Jedoch könnten geringe IL-2 Level und die gleichzeitig erhöhten Mengen an IL-6 und 

IL-21 (156, 157), eine Verminderung der Foxp3 Expression und somit die Umwandlung zu 

Th17 Zellen fördern.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CREMα, ein Transkriptionsfaktor der 

in SLE T-Zellen überexprimiert ist und dessen Promotoraktivität mit der Krankheitsaktivität im 

SLE korreliert, in einem murinen Lupus-Modell zu einem verstärkten Auftreten von Autoim-

munität führt. Die Expression von CREMα hat eine funktionelle Relevanz in Tregs, Th17- und 

Tfh-Zellen und trägt somit maßgeblich zur aberranten T-Zell Funktion im SLE bei.  
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Abbildung 28: Der Beitrag von T-Zellen in der Immunpathogenese des SLE.  SLE T-Zellen wei-

sen ein charakteristisches Zytokin-Expressions-Profil auf, das auf vielfältige Weise zur systemischen 

Immunität und Organschädigung beiträgt. Zum einen exprimieren SLE T-Zellen mehr IL-17a und IL-

21, was zu der vermehrten Produktion von Antikörpern und zu chronischer Entzündung führt. Auf der 

anderen Seite werden nur geringe Level IL-2 produziert, was eine Verringerung des aktivierungs-

induzierten Zelltods (AICD) und eine verminderte Anzahl bzw. Funktionalität der Tregs nach sich zieht. 

Dies wiederum führt zu einer unkontrollierten Expansion von autoreaktiven T-Zellen (153). 

 

5.1 CREMα führt zu verstärkten Krankheitserscheinungen im murinen Lupus 

Die fas-/- CREM TG Maus zeigte einen Phänotyp, der durch ein früheres Einsetzen der für 

fas-/- Mäuse typischen Auffälligkeiten (Lymphadenopathie und Splenomegalie) 

gekennzeichnet war. Ursächlich dafür war eine Expansion doppelt negativer T-Zellen. Die 

weitere Betrachtung der T-Zellen ergab eine verringerte Anzahl regulatorischer Zellen, 

während es zu einer Erhöhung der Zellen kam, die hoch-inflammatorische Zytokine wie IL-

17a und IL-21 sezernieren. IL-17a und IL-21 sind die „Leitzytokine“ von Th17 Zellen. Th1 

Zellen, die durch eine Sekretion von IFN-γ gekennzeichnet sind, stehen ebenfalls in 

Verbindung mit inflammatorischen Prozessen. Die IFN-γ Sekretion unterschied sich 

allerdings zwischen fas-/- und fas-/- CREM TG Mäusen nicht. Eine gestörte Homöostase 

zwischen regulatorischen T-Zellen und Th17 Zellen gilt als kritischer Auslöser für 
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Autoimmunität. Eine defekte Funktion oder verringerte Anzahl von regulatorischen T-Zellen 

sowie das verstärkte Auftreten von IL-17a produzierenden Zellen könnten also verantwortlich 

sein für die früher einsetzende Erkrankung der fas-/- Mäuse mit CREM-Überexpression in T-

Zellen. 

 

5.2 CREMα reguliert Auftreten und Funktionalität von regulatorischen T-Zellen 

Tregs sind ein immunregulatorischer T-Zell Subtyp, welcher im gesunden Organismus maß-

geblich verhindert, dass es zum Verlust von Toleranz und zur Entstehung von Autoimmunität 

kommt. Immunantworten mit fehlregulierten T-Zellen stehen vermutlich im Zusammenhang 

mit einer verringerten Anzahl an Tregs, einem Defekt ihrer Funktionalität oder einer Resis-

tenz der Effektor T-Zellen gegenüber der Treg vermittelten Suppression. Es ist bekannt, dass 

FoxP3 die Expression von CREMα induziert und nTregs große Mengen CREMα exprimieren 

(137, 138). Welche funktionelle Rolle CREMα in Tregs einnimmt, ist bislang nicht aufgeklärt 

und war Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Durchflusszytometrische Analysen bestätigten 

eine starke CREM Proteinexpression in humanen nTRegs und iTregs (Abbildung 10 A und 

B). Tregs aus SFMCs zeigten eine nochmals erhöhte CREM Expression (Abbildung 11 A 

und B). Allerdings zeigen in vitro Suppressionsassays keine defekte Funktionalität von Tregs 

in SFMCs (158), so dass die Relevanz der erhöhten CREM Expression in SFMC Tregs un-

klar ist.  

Die funktionelle Rolle von CREMα in Tregs wurde in dieser Arbeit anhand von drei Mausmo-

dellen analysiert: Der CREM TG Maus, der CREM-/- Maus und der fas-/- CREM TG Maus. 

Fas-/- CREM TG Mäuse zeigten eine reduzierte Anzahl FoxP3+ T-Zellen (Abbildung 8). Wei-

terhin ließ die massive Expansion von DNTs in diesen Tieren eine Störung der T-Zell Regu-

lation vermuten. In fas-/- unabhängigen Modellen wurde der Einfluss von CREMα auf Anzahl 

und Differenzierung von Tregs untersucht. Dabei zeigte sich, dass CREM-/- Tiere signifikant 

mehr nTregs und iTregs aufweisen (Abbildung 13 A und B), während die CREMα Überex-

pression sich zumindest auf die Anzahl der iTregs negativ auswirkte (Abbildung 12 C). Wei-

terhin konnte eine funktionelle Relevanz der CREMα Expression in Tregs gezeigt werden. 

NTregs von CREM-/- Tieren zeigten eine stärkere Suppressivität in vitro und in vivo 

(Abbildung 14 A und B, Abbildung 15 A und B). In der Transferkolitis erkrankten die mit 

Tregs transferierten Mäuse weniger stark, wobei die mit CREM-/- Tregs transferierten Tiere 

gesünder blieben als die mit WT Tregs transferierten Tiere. Dies konnte belegt werden durch 

eine verminderte IL-17a Expression auf T-Zell Ebene (Abbildung 15 A und B). Die Expressi-

on von IFN-γ+ Zellen war ebenfalls bei den zusätzlich mit Tregs transferierten Tieren ver-

mindert, allerdings ergab sich kein Unterschied zwischen dem CREM-/- und WT Treg Trans-

fer (Abbildung 15 A). Offenbar wirkt sich die CREMα gesteuerte Suppressivität der Tregs in 
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diesem in vivo Modell primär auf die Th17 Differenzierung aus. Eine selektive Suppression 

von T-Zell Subtypen durch einen bestimmten Transkriptionsfaktor in Tregs kennt man auch 

von STAT3 (159), IRF-4 und T-bet (160, 161), so dass vorstellbar wäre, dass CREMα einen 

Mechanismus steuert, der primär Th17 Zellen kontrolliert. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass CREMα ein negativer Regulator von Tregs ist. Als 

zu Grunde liegende Mechanismen ist sowohl eine direkte transkriptionelle Regulation der 

Genexpression Treg-relevanter Gene durch CREMα denkbar, als auch ein indirekter Effekt 

durch Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren oder ein indirekter Effekt durch die 

Hemmung der IL-2 Expression. In Microarray-Analysen fanden wir eine verstärkte Expressi-

on von Granzym und Perforin, was darauf hinweisen würde, dass CREMα an einem zytoto-

xischen Mechanismus der Treg vermittelten Suppression beteiligt ist. Eine Hemmung der 

TGF-β Produktion durch CREMα wäre ebenso vorstellbar und könnte die selektive Suppres-

sion der Th17 Zellen in der Transferkolitis erklären. Weiterhin wurde eine Interaktion von 

CREM und FoxP3 gezeigt (Abbildung 16 A-C). Ob es eine funktionelle Relevanz dieser In-

teraktion gibt, ist bislang unklar. Möglich wäre, dass CREMα die Bindung von FoxP3 an sei-

ne Zielgene verhindert und in CREM-/- Zellen damit eine stärkere Induktion der FoxP3 regu-

lierten Gene vorliegt. Ebenfalls denkbar wäre, dass CREMα durch die Interaktion mit FoxP3 

die Komplexbildung mit weiteren Transkriptionsfaktoren wie z. B. RORγT stört, was zu einer 

verstärkten Konversion in Th17-Zellen führen könnte.  

Die Regulation der FoxP3 Expression selbst ist bislang nicht komplett aufgedeckt und wäre 

ebenfalls ein denkbarer Mechanismus, durch den CREMα Tregs reguliert, da eine Regulati-

on von CREB bekannt ist. So befindet sich ein T-Zell Rezeptor Response Element im ersten 

FoxP3 Intron, mit einer CpG Stelle, deren Methylierung durch CREB reguliert wird und wel-

che die Stabiltät der FoxP3 Expression in iTregs steuert (162, 163). Diese Region wird als 

Treg-specific demethylated region (TSDR) bezeichnet. Es wäre denkbar, dass CREMα eben-

falls in der TSDR bindet und regulierend auf die Methylierung einwirkt. 

Weitere molekularbiologische Analyse sind notwendig, um den oder die zugrunde liegenden 

Mechanismen die in (Abbildung 29) zusammengefasst sind, weiter aufzudecken. 
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Abbildung 29: Mechanismen durch die CREMα Tregs steuern könnte. FoxP3 induziert die 

CREMα Expression, dadurch liegen große Mengen CREMα in Tregs vor (1). Es sind mehrere Mecha-

nismen denkbar durch die CREMα FoxP3 regulieren könnte. Eine Interaktion von CREMα und FoxP3 

könnte zu einer verminderten Bindung von FoxP3 an Zielpromotoren führen (A). Es ist ebenfalls mög-

lich, dass CREMα in einer Art Feed-back Mechanismus die FoxP3 Transkription hemmt (B). Auch 

denkbar wäre, dass CREMα direkt oder indirekt Einfluss auf GzmA, Prf und TGF-β nimmt und so die 

Suppressivität der Tregs reguliert (C). 

 

5.3 CREMα induziert Th17 Zellen 

Th17 Zellen sind maßgeblich an chronischen Entzündungsprozessen und der Entstehung 

von Autoimmunerkrankungen beteiligt (25-27). Kürzlich konnte im humanen System gezeigt 

werden, dass CREMα im Promotorbereich von IL-17a bindet und eine Aktivierung des Pro-

motors bewirkt (Abbildung 30). Zusätzlich wurde in SLE T-Zellen eine verstärkte Bindung von 

CREMα nachgewiesen (164). In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Mechanismus im 

Mausmodell gezeigt werden. CHIP-Experimente belegen eine Bindung von CREMα an den 

IL-17a Promotor, die kongruent zu den humanen SLE-Daten auch in den CREMα 

überexprimierenden Tieren verstärkt ist (Abbildung 30, (164)). CREMα war bislang als 

transkriptioneller Repressor bekannt, der die IL-2 Produktion hemmt. Dies geschieht zum 

einen durch eine direkte Repression an der CRE Bindestelle, die sonst durch CREB aktiviert 

würde und weiterhin durch die Rekrutierung einer HDAC1 und DNMT3, was zu einer Indukti-

on von CpG-DNA Hypermethylierungen am IL-2 Locus führt (Abschnitt 1.5.1 (134)). Daten 

der hier vorliegenden Arbeit und Daten im humanen System (164). legen es nahe, dass 

CREMα, im Gegensatz zu der suppressiven Funktion am IL-2 Promotor, am IL-17a Promotor 

zu einer CpG DNA Hypomethylierung und Chromatin-Azetylierung beiträgt und damit eine 
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aktivierende Funktion einnimmt. Möglicherweise ermöglichen die Bindung von CREMα und 

die darauf folgende Öffnung des Chromatins weiteren Transkriptionsfaktoren wie STAT3 und 

RORγT die Bindung an den IL-17a Promotor (164). Die verstärkte Bindung und Aktivierung 

des IL-17a Promotors resultiert in einer veränderten Th17 Differenzierung in CREM KO und 

CREM TG Mausmodellen. Während CREM TG T-Zellen in vitro verstärkt IL-17a exprimieren, 

ist die Th17 in vitro Differenzierung in CREM KO vermindert (Abbildung 18, Abbildung 19). In 

vivo zeigt sich in Entzündungsmodellen ebenfalls eine stärkere Expression von IL-17a und 

IL-21, den Leitzytokinen von Th17 Zellen. Die verstärkte Th17 Differenzierung der CREM TG 

Tiere geht einher mit einer verstärkten Krankheitsaktivität. So zeigten vorherige Studien eine 

erhöhte Reaktion im Model der murinen Kontaktdermatitis (144). Im Rahmen der vorliegen-

den Arbeit wurden die Mäuse in zwei Kolitis-Modellen untersucht. DNFB (Hapten) und DSS 

induzierte Kolitis sind zwei seit zwanzig Jahren zur Erforschung von inflammatory bowel 

disease verwendete gut etablierte Modelle (165). In beiden Modellen entwickelt sich eine 

akute Entzündungsreaktion, wobei in der DSS Kolitis IL-6, IL-17a und tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) vorherrschen (166). In der Hapten-induzierten Kolitits ist die Expression von IL-12, 

IL-17a sowie IFN-γ dominierend. Die Rolle von Th17 Zellen und IL-17a in der DSS Kolitis ist 

umstritten. Zwar zeigt die IL-17a-/- Maus eine schwächere Manifestation der DSS Kolitits, 

allerdings zeigen andere Studien eine durchaus protektive Rolle des Zytokins (167, 168). 

Darüber hinaus erkranken auch T-Zell defiziente Tiere (RAG-/- Mäuse) nach DSS-

Applikation. Es handelt sich also nicht um eine rein T-Zell vermittelte Erkrankung. Die 

Hapten-induzierte Kolitis mit DNFB oder trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) gilt als eine T-

Zell vermittelte Kolitis. Die Rolle von IL-17a in der TNBS Kolitits ist weniger umstritten. Es 

kommt im Vergleich zur DSS Kolitis zu einer noch höheren Sekretion von IL-17a (166), die 

schon nach 24h einsetzt. IL-17R-/- Mäuse erkranken weniger stark im Vergleich zu WT 

(169). IL-21 als weiterem Th17 Zytokin kommt eine pathogene Rolle in beiden 

Kolitismodellen zu (170), IL-21 defiziente Mäuse entwickeln in beiden Modellen schwächere 

Entzündungsreaktionen als WT Mäuse und die Gabe von IL-21R Fc führt zu einem milderen 

DSS Kolitis Verlauf (171). Man kann also annehmen, dass die erhöhten IL-17a und IL-21 

Level in der CREM TG-Maus die stärkere Krankheitsaktivität verursachten. 

Eine weitere in vivo Relevanz der CREM induzierten verstärkten IL-17a und IL-21-

Expression zeigte sich in der CREM TG fas-/- Maus, die eine erhöhte Anzahl von DNTs auf-

wies sowie eine verstärkte IL-17a und IL-21 Expression (Abbildung 7, Abbildung 9). Es ist 

bekannt, dass IL-17a maßgeblich zu der Pathogenese bei fas-/- Mäusen beiträgt (172). Fas-

/- Mäuse exprimieren erhöhte Level DNTs, die große Mengen IL-17a sezernieren (173). Die 

IL-17a Expression korreliert zusätzlich mit dem Fortschreiten der Erkrankung (172). Eine 

erhöhte Anzahl DNTs, die IL-17a produzieren, wurde ebenfalls in SLE-Patienten nachgewie-
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sen (147), sowie eine Infiltration von  IL-17a produzierenden Zellen in Haut, Lunge und Niere 

von SLE und Lupus Nephritis Patienten (28, 147, 174, 175).  

Es ist schlussfolgernd anzunehmen, dass eine verstärkte Expression von CREM in T-Zellen 

durch die Sekretion von IL-17a und IL-21 zu inflammatorischen Prozessen und Organschä-

digungen beiträgt. 

 

Abbildung 30: Modell für die Induktion der IL-17a Expression durch CREMα. In SLE T-Zellen und 

T-Zellen CREM TG Mäuse liegen große Mengen von CREM im Nukleus vor. Es kommt zu einer ver-

stärkten Bindung von CREMα an eine CRE-ähnliche Stelle im IL-17a Promotor und dadurch zu einer 

Induktion der IL-17a Expression. 

 

5.4 CREMα Überexpression in T-Zellen führt zu verstärkten B-Zell Antworten 

Verstärkte B-Zell Antworten und das Auftreten von Auto-Antikörpern sind ursächlich für die 

SLE Pathogenese. In SLE Patienten kommt es im Gegensatz zu gesunden Personen, bei 

denen autoreaktive B-Zellen eliminiert werden oder in Apoptose gehen, zu einer Differenzie-

rung von autoreaktiven B-Zellen in Plasmazellen und Memory B-Zellen (93). Wie es zu die-

sem Verlust der B-Zell Toleranz kommt, ist noch nicht vollständig geklärt, eine T-Zell Interak-

tion gilt aber als wahrscheinlich. Die B-Zell Hilfe erfolgt vornehmlich durch eine distinkte T-

Zell Population, sogenannte Tfhs. 

Sowohl in CREM TG, als auch in CREM TG fas-/- Mäusen wurde, verglichen mit den Mäu-

sen ohne CREMα Überexpression, ein höherer Anteil von Tfhs in den peripheren Lymphor-

ganen festgestellt (Abbildung 26 und Abbildung 25). Darüber hinaus zeigte sich in der 

CREM-TG fas-/- Maus eine verstärkte B-Zell Aktivierung, einhergehend mit einem erhöhten 

anti-dsDNA Antikörper-Spiegel im Serum (Abbildung 24). Eine T-Zell spezifische Immunisie-

rung der CREM-TG Mäuse resultierte in einer im Vergleich zum WT stärkeren B-Zell Aktivie-

rung sowie in einer erhöhten Freisetzung von spezifischen IgGs (Abbildung 27). Der zugrun-

de liegende Mechanismus ist höchst wahrscheinlich die verstärkte IL-17a und IL-21 Produk-

tion in CREM TG Tieren, sowie ein verstärktes Auftreten von Tfhs. Zuletzt genanntes könnte 
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allerdings auch durch IL-21 verursacht sein. Es konnte nicht vollständig geklärt werden, wel-

cher der Faktoren entscheidend zu der verstärkten B-Zell Antwort beiträgt, oder ob sie mög-

licherweise synergistisch wirken (Abbildung 31). Frühere Experimente aus unserer Arbeits-

gruppe zeigen, dass die Induktion der IL-21 Expression selber durch CREM aus einer stärke-

ren Kalzium Freisetzung in CREM TG Zellen resultiert, was zu einer Bindung von nuclear 

factor of activated T cells (NFAT) an den IL-21 Promotor führt (176). Die verstärkte Kalzium 

Freisetzung ist Folge einer Supprimierung der CD3ζ Expression durch CREMα (Abbildung 

32).  

 

Abbildung 31: Modell für eine Verstärkung der B-Zell Antwort durch CREMα. Die verstärkte B-

Zell-Antwort in CREM TG Tieren könnte durch verschiedene Mechanismen verursacht sein. Zum ei-

nen treten in CREM TG Tieren vermehrt Tfhs auf, die IL-21 sezernieren und B-Zell Hilfe leisten (A). 

Zum anderen treten in CREM TG Tieren verstärkt Th17 Zellen auf, die ebenfalls IL-21 sezernieren (B). 

Ebenso könnte von den Th17 Zellen sezerniertes IL-17a zur Plasma-Zell Differenzierung führen (C). 

 

Es ist bekannt und durch viele murine Modelle belegt, dass eine hohe Anzahl Tfhs oder eine 

verstärkte B-Zell Hilfe zur aberranten positiven Selektion von autoreaktiven B-Zellen führt. 

Belegt wird dies durch murine Lupus Modelle, in denen eine ehöhte Anzahl Tfhs nachgewie-

sen wurde (95, 97, 99). Des Weiteren belegen Studien eine gesteigerte Menge zirkulierender 

CD4+CXCR5+ Zellen, die ebenfalls PD-1 und ICOS (103) exprimieren und im Blut einiger 

SLE Patienten vorkommen. Das Auftreten dieser Zellen korreliert mit der Höhe des Autoanti-

körper-Titers. Die vorliegenden Daten lassen vermuten, dass CREMα als Mediator von Tfhs 

und Induktor der IL-21 Expression möglicherweise über den Einfluss auf T-Zellen hinaus 

auch die verstärkte B-Zell Antwort im SLE beeinflusst. 
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Abbildung 32: CREMα induziert die IL-21 Expression durch eine Repression der CD3ζ Expres-

sion. CREMα bindet an den CD3ζ Promotor und inhibiert dessen Transkription. Die Funktion der 

CD3ζ Kette wird durch die FcRγ-Kette ersetzt, nachfolgend kommt es zu einer verstärkten Signalwei-

tergabe und zu einer stärkeren Freisetzung von Kalzium, was zu einer Aktivierung von NFAT führt. 

NFAT wandert daraufhin in den Nukleus ein und induziert die IL-21 Transkription. 

 

5.5 CREMα induziert T-Zell vermittelte Autoimmunität 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass CREMα sowohl Induktor von Th17 und Tfh Zellen 

als auch ein negativer Regulator von Tregs ist. Bei diesen T-Zell Subtypen handelt es sich 

um T-Zellen, welche die höchste Plastizität aufweisen. Derzeit nimmt man an, dass Stabilität 

und Plastizität der T-Zell Subtypen durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst werden (123). 

Zum einen führen die verschiedenen Zelltypen der angeborenen Immunantwort zu unter-

schiedlichen T-Zell Antworten. DCs und Neutrophile führen primär zu Th17 Antworten. Wo-

hingegen NK-Zellen zu Th1-dominierten T-Zell Antworten führen und Basophile überwiegend 

Th2-Antworten induzieren. Eine ebenfalls große Rolle spielen verschiedene Transkriptions-

faktoren und deren Interaktion untereinander. Als Beispiel seien hier GATA-3 und T-bet ge-

nannt, die ihre eigene Expression induzieren, wobei T-bet einen dominant negativen Einfluss 

auf die GATA-3 Expression ausübt. Bcl-6 wirkt autoinhibitorisch und FoxP3 und RORγT inhi-

bieren sich gegenseitig (123). Vor diesem Hintergrund ist CREMα interessant, als ein Trans-

kriptionsfaktor, der in die Steuerung der T-Zell Subtypen mit hoher Plastizität involviert ist 

und über dessen molekularen Wirkungsmechanismen bislang wenig bekannt war. 
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Diese drei T-Zell Subtypen zeigen daneben die stärksten Assoziationen mit dem Entstehen 

und Fortschreiten von Autoimmunerkrankungen und speziell mit der Pathophysiologie von 

SLE T-Zellen. Somit scheint die hohe CREMα Expression eine Ursache für die charakteristi-

schen Eigenschaften von SLE T-Zellen zu sein, die entscheidend in den Krankheitsverlauf 

eingreifen (Abbildung 33). 

 

Abbildung 33: CREMα ist ein zentraler Mediator der SLE T-Zell Pathophysiologie. CREMα führt 

zu einer verstärkten Expression der Zytokine IL-17a und IL-21. IL-17a trägt zu chronischen Entzün-

dungen und Organschädigungen bei. Weiterhin induziert IL-17a die Plasmazelldifferenzierung. IL-21 

führt ebenfalls zu einer verstärkten Differenzierung in Plasmazellen und zur Produktion von Antikör-

pern. Dagegen hemmt CREMα die Produktion von IL-2 und damit den Aktivierungs-induzierten Zelltod 

(AICD) und die Funktionalität und Anzahl von Tregs, was zu einer starken Expansion von Effektor-T-

Zellen führt. 
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6 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grundlagen für ein tiefergehendes Verständnis der 

Rolle von CREMα in der zellulären Immunantwort gelegt. Dennoch bleiben einige Fragen 

offen und neue wurden aufgeworfen. Durch welche Wirkungsmechanismen CREMα Tregs 

reguliert, muss in weitergehenden Studien gezeigt werden. Geplant sind dazu unter anderem 

Reportergen-Assays. Dazu soll die T-Zell-Line EL-4 mit einem CREMα Expressions-Plasmid 

und Luziferase-Reportergenplasmiden transfiziert werden. Die Luziferase-Reportergen 

Plasmide enthalten den FoxP3 Promotor bzw. zusätzlich zum FoxP3 Promotor die TSDR 

(dankend erhalten von Jochen Huehn, Helmholtz Institut für Infektionsforschung, Brau-

schweig) (Abbildung 34) (163). Bei der TSDR handelt es sich um eine Region im ersten 

FoxP3 Intron. Der Methylierungsstatus dieser Region reguliert die FoxP3 Expression. Die 

TSDR enthält interessanterweise eine CRE-Stelle, deren Bindungsspezifität für CREB be-

reits gezeigt wurde und die wir auf eine Bindung von CREM testen werden (162). Die Expe-

rimente werden zeigen, ob es eine veränderte FoxP3 Expression bei CREMα Kotransfektion 

gibt und ob CREMα an der TSDR oder den FoxP3 Promotor selber bindet. 

 
Abbildung 34: Schematische Darstellung der FoxP3-Reportergen-Plasmide. Der FoxP3 Promotor 

und die TSDR Region wurden in ein pGL3 Luziferase-Reporter-Plasmid einkloniert. Ein Konstrukt 

enthält nur den FoxP3 Promotor, während ein zweites den FoxP3 Promotor und die TSDR Sequenz 

enthält.  

 

Die differentiell exprimierten Gene, die mittels Microarray differenziert wurden, müssten 

durch eingehendere Analysen bestätigt werden. Eine genauere Analyse der RNA- und Prote-

in-Expression dieser Gene in WT und CREM-/- Tieren sowie ChIP- und Reportergen-Assays 

können zeigen, ob es sich tatsächlich um neue CREM regulierte Gene handelt. Geplant sind 

außerdem weitere Koimmunpräzipitations-Experimente sowie eine Analyse der Expression 

der durch FoxP3 direkt induzierten Gene in CREM-/- Tregs und CREM TG Tregs, um die 

Auswirkungen der FoxP3/CREM Komplexbildung zu analysieren. 

Eine interessante Frage ist, ob CREMα die Konversion von Tregs in Th17 Zellen induziert. 

Dazu könnte man ein von J. Bluestone etabliertes Maus-Modell anwenden. Dieses Modell 
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beruht auf einer sogenannten Foxp3-GFP-Cre x R26-YFP Maus (112). Das Cre-lox System 

kommt häufig in der Mausgenetik zum Tragen und ermöglicht ein spezifisches Ausschalten 

eines Gen-Locus. Man verwendet dazu eine Maus, die das CRE-Rekombinase (Rec) Enzym 

exprimiert, und kreuzt diese in eine Maus die an spezifischen Stellen im Genom loxP-Stellen 

aufweist. LoxP-Stellen sind Erkennungsstellen für das CRE-Rekombinase-Enzym (CRE-

Rec), die dazwischenliegende Gensequenz wird bei Anwesenheit der Rekombinase heraus-

geschnitten. Mit diesem System ist es möglich, die Induktion und  auch Herunterregulierung 

von FoxP3 zu beobachten. Dazu wird die FoxP3-Cre-GFP Maus, die unter der Kontrolle des 

FoxP3 Promotors ein green fluorescent protein-CRE-Rekombinase Fusionsprotein (GFP-

CRE) exprimiert (177), mit einer Reporter Maus gekreuzt, die yellow fluorecent protein (YFP) 

unter der Kontrolle des Rosa26 Promotors nach der Exzision einer loxP flankierten Stopp-

Kassette exprimiert (Rosa26-loxP-Stop-loxP-YFP-Maus) (178) (Abbildung 35). 

Durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen dieser Maus ermöglicht die Einteilung in drei 

verschiedene Treg-Subtypen. GFP+YFP(niedrig) Zellen dieser Maus markieren Zellen die 

gerade erst FoxP3 hochreguliert haben, GFP+YFP+ Zellen sind FoxP3 exprimierende Zellen 

(Tregs) und GFP-YFP+ Zellen sind Zellen, die FoxP3 ehemals exprimierten und dann 

herunterreguliert haben (exTregs). Diese exTregs weisen einen aktivierten Gedächtnis-T-Zell 

Phänotyp auf und sezernieren inflammatorische Zytokine, darunter IFN-γ und IL-17a (163). 

Es wäre von Interesse, diese Maus generell in einem murinen Lupus Modell zu untersuchen 

und gegebenenfalls in den fas-/- Hintergrund einzukreuzen. Verringerte Treg-Level und ver-

stärkte Level IL-17a exprimierender Zellen könnten eine Folge der Konversion von Tregs zu 

IL-17+ Zellen sein. Darüber hinaus wäre ein Einkreuzen dieser Maus in die CREM TG Maus 

interessant, um zu sehen, ob CREMα das Auftreten von exTregs und damit die Konversion 

von Tregs zu IL-17 exprimierenden Zellen beeinflusst.  

Zur weiteren Analyse der B-Zell Antwort in CREM TG Tieren ist eine histologische Analyse 

der Milzen geplant. Dazu sollen die GCs in den Milzen der fas-/- Tiere, sowie die Milzen von 

NP-CGG immunisierten Tieren mit und ohne CREMα Überexpression durch 

immunhistochemische Fluoreszenzfärbungen nachgewiesen werden. Eine schwere Kompli-

kation als Folge der verstärkten anti-dsDNA Level ist im SLE häufig eine Nephritis. Fas-/- 

Mäuse entwickeln keine Nephritis. Ob die verstärkte B-Zell Antwort in CREM TG Tieren auch 

zu einer verstärkten Nephritis führt, soll daher im Modell des Pristan-induzierten Lupus unter-

sucht werden. Hier kommt es durch i.p. Injektion von Pristan zur Produktion von anti-dsDNA 

Antikörpern und zum Auftreten von Nierenschädigungen (179, 180). Dies könnte eine direkte 

Assoziation von CREMα mit Organschädigungen im SLE belegen. 

Weiterhin ist von Interesse, ob CREMα auch über die Relevanz von SLE und Kolitis hinaus in 

weiteren Erkrankungen von Bedeutung ist. Dazu werden CREM TG Tiere derzeit in weiteren 
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Tiermodellen, darunter Modelle für murine Hepatitis, Myositis und im akuten Lungenversa-

gen, analysiert. 

Die weitere Analyse der zellulären Immunantwort durch CREMα wird zu einem besseren Ver-

ständnis über T-Zell Subtypen in Homöostase und Autoimmunität führen und die Wertigkeit 

von CREMα als therapeutisches Target definieren. 

 

 

Abbildung 35: Modell der FoxP3-GFP-Rosa-YFP Maus zur Analyse von exTregs. Die FoxP3-

GFP-CRE Maus exprimiert in FoxP3+ Zellen ein GFP-Rekombinase Fusionsprotein. B) Die Rosa26-

loxP-Stop-loxP-YFP Maus trägt im Rosa26 Promotor ein von LoxP Stellen flankiertes Stopp-Codon, 

dass die YFP Expression steuert. C) Die Kreuzung der beiden Mäuse ergibt die Foxp3-GFP-Cre R26-

YFP Maus. In Zellen dieser Maus, die CRE-Rekombinase exprimieren, wird das´Stopp-Signal ausge-

schnitten und YFP exprimiert. 
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