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1 Einleitung 

1.1 Das menschliche Immunsystem 

Der menschliche Organismus muss sich mit einer Vielzahl von unterschiedlichen 

(Mikro-) Organismen in seiner Umwelt auseinandersetzen. Diese können für ihn 

nützlich und notwendig sein, sie sind aber auch in der Lage, den Körper zu 

bedrohen oder zu schädigen. Um die Integrität des menschlichen Körpers zu 

erhalten und ihn vor krankheitserregenden Organismen zu schützen, verfügt der 

Mensch über das Immunsystem - ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen 

Organen, Zellen und Molekülen. Das Immunsystem besteht aus zwei eng 

miteinander korrelierenden Teilen - die angeborene und die erworbene 

Immunabwehr.  

 

1.1.1 Die angeborene Immunabwehr 

Der angeborene Teil des Immunsystems entwickelte sich sehr früh in der 

Phylogenese. Er bildet eine unspezifische erste Barriere gegen schädliche 

Organismen und funktioniert von Geburt an. Zu diesem Teil gehören mechanische 

und chemische Abwehrmechanismen des Körpers, wie zum Beispiel das Epithel 

von Haut und Schleimhäuten, das saure Milieu des Magens oder die 

lysozymhaltige Tränenflüssigkeit. Kann ein Mikroorganismus diese ersten 

Barrieremechanismen aber überwinden, dann sind die Zellen der angeborenen 

Immunität in der Lage, diesen durch keimbahncodierte Rezeptoren zu erkennen 

und zu bekämpfen. Zu diesen Pathogen-erkennenden Rezeptoren (pattern 

recognition receptors, PRR) zählen die sog. Toll-like Rezeptoren (TLR). Durch sie 

können die Immunzellen bestimmte, unveränderliche molekulare Muster, die sog. 

PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), auf den Pathogenen erkennen 

und eine an den Erreger angepasste Immunantwort einleiten. Die angeborene 

Immunität verfügt damit auch über eine gewisse Spezifität.  

Interessant ist dabei, dass die TLR nicht nur pathogene und körperfremde 

Signale erkennen können, sondern ebenso körpereigene Signale, die auf eine 

Zell- oder Gewebsschädigung hinweisen. Neben ihrer Bedeutung für die erste 
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Bekämpfung von Pathogenen sind die Zellen der angeborenen Immunabwehr 

damit auch stark beteiligt an physiologischen Prozessen, wie der Reparatur von 

geschädigtem Gewebe [130] oder der Beseitigung apoptotischer Zellen [11]. Zu 

den Zellen der angeborenen Immunabwehr zählen Granulozyten, Makrophagen, 

Mastzellen, natürliche Killerzellen, sowie die dendritischen Zellen (DC).  

 

1.1.2 Die erworbene Immunabwehr 

Die höher entwickelten Wirbeltiere besitzen neben der angeborenen Immunität 

noch einen erworbenen Teil - die adaptive Immunabwehr.  

Dieser Teil des Immunsystems zeichnet sich durch ein hohe Spezifität und eine 

enorme Anpassungsfähigkeit gegenüber veränderten oder neuen Krankheits-

erregern aus. Ist ein pathogener Keim trotz der unspezifischen Abwehr in den 

Körper eingedrungen, so wird er von den Zellen der angeborenen Immunabwehr 

erfasst und den Zellen der erworbenen Immunabwehr - den Lymphozyten - 

präsentiert. Dies ist Aufgabe der antigen-präsentierenden Zellen (antigen-

presenting cells, APC). Sie erkennen fremde Organismen, beispielsweise über die 

oben erwähnten PRR, phagozytieren diese und präsentieren dann bestimmte 

Teile (Peptide) des Pathogens - die Antigene - mithilfe des Haupthistokompati-

bilitätskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) auf ihrer Oberfläche. 

Erkannt werden die Antigene dann von Lymphozyten, d.h. von B-Zellen und 

T-Zellen (TC). Diese Immunzellen besitzen klonal exprimierte, hochspezifische 

Rezeptoren, mit denen sie die präsentierten, antigenen Determinanten auf den 

APC erkennen und gezielte Abwehrmechanismen einleiten. In erster Linie 

beinhaltet dies die Bildung von spezifischen Antikörpern.  
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1.2 Die dendritischen Zellen 

Die erstmals 1973 beschriebenen DC [114] sind die wichtigsten Vertreter der 

APC des angeborenen Immunsystems. Sie fungieren als wichtiges Bindeglied 

zwischen der angeborenen und der erworbenen Immunabwehr. Namensgebend 

ist die charakteristische Morphologie unreifer DC mit bäumchenartigen Fortsätzen, 

ähnlich den Axondendriten der 

Neuronen (siehe Abb.1).  

Die Hauptfunktionen der DC in der 

Immunabwehr beinhalten die Antigen-

aufnahme, die Antigenprozessierung 

und die Stimulation von TC. Unter den 

APC kommt den DC eine Schlüssel-

rolle zu, sie exprimieren auf ihrer 

Oberfläche in hoher Dichte MHC-

Moleküle der Klassen I und II (MHC-I bzw. MHC-II), wodurch die prozessierten 

Antigene den Lymphozyten präsentiert werden können [113].  

 

1.2.1 Ontogenese dendritischer Zellen 

Die DC gehören zur Gruppe der Leukozyten. Wie alle Zellen des Blutes, 

entwickeln sich die Leukozyten aus den pluripotenten, hämatopoetischen 

Vorläuferzellen des Knochenmarks. Man unterscheidet verschiedene Subtypen 

der DC, die auf unterschiedlichen Differenzierungswegen aus einer gemeinsamen 

CD34-positiven Vorläuferzelle hervorgehen [79].  

Die Lebensdauer der DC beträgt etwa 10-14 Tage - Stunde um Stunde bilden 

sich etwa 4.300 neue Zellen aus den Vorläuferzellen [62]. Unterschiedliche Stimuli 

beeinflussen dabei die Differenzierung dieser Vorläuferzellen zu verschiedenen 

Subtypen der DC, d.h. zu lymphoiden oder zu myeloiden Formen. Unter Kultur-

bedingung entwickeln sich nach Zugabe von CD154 (Synonym CD40L) und 

Interleukin 3 (IL-3) vorrangig lymphoide DC. Der lymphoide Subtyp ist 

hauptsächlich beteiligt an der Aktivierung von T-Helferzellen Typ 2 und 

regulatorischen TC [65].  

Abb. 1: Dendritische Zelle  

Eines der ersten lichtmikroskopischen Bilder einer dendritischen 

Zelle und ihrer charakteristischen Axondendriten (aus [114]). 
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Andere Stimuli, wie der Granulozyten-Makrophagenkolonie stimulierende Faktor 

(GM-CSF), IL-4 oder der Tumornekrosefaktor α (TNFα) führen dazu, dass sich 

primär myeloide DC aus den Vorläuferzellen entwickeln [32, 44, 95]. Dieser 

Subtyp bildet die Mehrzahl der DC im menschlichen Körper [113], er sezerniert in 

großer Menge IL-12 und führt zu Aktivierung von T-Helferzellen Typ 1, sowie 

zytotoxischen TC [65]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser myeloide Subtyp 

der DC durch Gabe von GM-CSF kultiviert und untersucht. 

 

1.2.2 Funktionen dendritischer Zellen 

Aus den Zellvorläufern entwickeln sich zunächst unreife Formen der DC, die sich 

hämatogen aus dem Knochenmark in die Oberflächengewebe des Körpers 

verteilen. Sie strecken dort ihre bäumchenartigen Fortsätze durch die Zell-

barrieren, die tight junctions, der Epithelzellen an die Oberfläche [94]. Auf diese 

Weise können die DC die Oberflächenbarrieren des Körpers ständig auf 

Krankheitserreger kontrollieren. Treffen sie so auf körpereigene oder körperfremde 

Antigene, werden diese von ihnen phagozytiert und prozessiert. Daraufhin erfolgt 

eine - vorrangig lymphogene - Migration in die sekundär lymphatischen Organe 

des Körpers und die Ausreifung der Zellen [93]. Während der Ausreifung verlieren 

die DC ihre Fähigkeit zu Endozytose und Prozessierung von Antigenen und 

zeigen eine verstärkte Expression von kostimulatorischen Molekülen und MHC-II 

Molekülen, die bereits phagozytierte und zu Peptiden prozessierte Antigene 

präsentieren [74]. 

Gesteuert wird die Migration chemotaktisch durch verschiedene regulative 

Signalproteine [15, 90]. Dazu gehören unter anderem die Chemokine MIP-3 β 

(Synonym CCL19) und SDF-1 α (Synonym CXCL12). Die beiden Rezeptoren für 

diese Chemokine - CD197 (Synonym CCR7) für MIP-3 β und CD184 (Synonym 

CXCR4) für SDF-1 α - werden während des Reifungsprozesses verstärkt auf der 

Oberfläche der DC exprimiert [124] und sind essentiell für die Migration der DC 

aus der Peripherie in die lymphatischen Organe [28, 48, 83, 103]. MIP-3 β wird 

von lymphatischen Geweben mit hoher Lymphozytendichte gebildet. Auf diese 

Weise können ausgereifte DC, die nur im reifen Stadium CD197 (CCR7) 

exprimieren, gezielt und effizient aus den peripheren Geweben in die 
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lymphatischen Gewebe rekrutiert werden [20]. Weitere Moleküle, welche die 

Reifung und Migration der DC steuern, sind das Oberflächenmolekül CD43 

(Leukosialin/Sialophorin) [14], das durch Signale von Galectin-1 aktiviert wird [29], 

sowie der Komplex aus CD11a und CD18 (LFA-1), der den DC die Adhäsion an 

und die Transmigration durch lymphatische Endothelzellen ermöglicht [98, 104]. 

In den Lymphknoten präsentieren DC ihre aufgenommenen Antigene mithilfe der 

MHC-Moleküle den TC und anderen Lymphozyten [4]. Dabei werden Antigene auf 

dem MHC-I Molekül den CD8-positiven, zytotoxischen TC präsentiert. In diesem 

Fall handelt es sich nicht um Antigene von phagozytierten Erregern, sondern um 

Antigene von Erregern, die sich intrazellulär vermehren, wie beispielsweise virale 

Erreger. Die Antigene auf dem MHC-II Molekül werden von CD4-positiven 

T-Helferzellen erkannt. Die TC erkennen die antigenen Determinanten auf den 

MHC-Molekülen der DC spezifisch mittels T-Zell Rezeptoren. Dabei steuert eine 

Vielzahl an Molekülen die Interaktion zwischen den beiden Zellarten. Die Bindung 

von CD54 (ICAM-1) an den CD11a:CD18-Komplex (LFA-1) beispielsweise trägt zu 

Adhäsion und Stimulation der TC bei [5]. Daneben spielen auch Moleküle der 

B7-Familie (CD80 und CD86), die von DC exprimiert werden und mit ent-

sprechenden Molekülen auf TC (CD28) interagieren, eine wichtige Rolle als 

kostimulatorische Signale. Auch CD43 und CD44 auf der Oberfläche der DC 

kommt Bedeutung für die Kostimulation und Aktivierung der TC zu [25, 121].  

Der Kontakt einer antigen-spezifischen TC mit einer antigen-präsentierenden DC 

ist der Ausgangspunkt einer immunologischen Kette, die in der Bekämpfung der 

Pathogene mündet. Neben der Initiierung einer Immunantwort, die sich gegen ein 

schädliches Pathogen richtet, sind die DC jedoch auch in der Lage, eine 

autoreaktive Immunreaktion zu verhindern. Dies geschieht, indem sie bei 

selbstreaktiven TC Anergie, Apoptose oder eine Differenzierung hin zu 

regulatorischen TC auslösen [113]. 
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Die Aufgaben der DC beinhalten somit die Übermittlung von Information aus den 

peripheren (Epithel-) Geweben des Körpers zu den lymphatischen Geweben 

durch die chemotaktische Migration, sowie die Initiierung einer spezifischen 

Immunantwort gegen pathogene Antigene bzw. die Vermittlung von 

immunologischer Toleranz gegenüber körpereigenen Antigenen. Sie verbinden die 

angeborene mit der adaptiven Immunabwehr und sind entscheidende Modulatoren 

einer adäquaten Immunreaktion. 

 

1.3 Die Toll-like Rezeptoren 

Das Erkennen von Antigenen ist wesentlich für die Funktion der DC. Um 

Antigene zu erfassen, besitzen DC daher eine bestimmte Art von Rezeptoren, die 

oben erwähnten TLR. Diese Rezeptoren gehören der Gruppe der PRR an, zu 

welcher auch die RIG-I-like, die NOD-like, sowie die C-Typ Lektin Rezeptoren 

zählen [118]. Die TLR finden sich hauptsächlich auf Zellen der angeborenen 

Immunität, sie existieren aber auch auf Lymphozyten [56], hämatopoetischen 

Vorläuferzellen [78], sowie weiteren Zellarten, wie Hepatozyten [137] oder 

Epithelzellen [129]. 

 

1.3.1 TLR und ihre Liganden 

Bisher sind 11 verschiedene TLR im Menschen (TLR1-11) und 13 in der Maus 

(TLR1-13) bekannt [117]. Mit diesen transmembranären Rezeptoren sind die DC 

und andere Zellen der angeborenen Immunität in der Lage, Pathogene anhand 

der oben erwähnten PAMPs zu erkennen und entsprechend auf die Pathogene zu 

reagieren. Zu den PAMPs zählen beispielsweise pathogene Membran- oder 

DNA-Fragmente. Entscheidend ist dabei, dass diese molekularen Muster absolut 

spezifisch für Mikroorganismen sind und vom Insekt bis hin zum Vertebraten in 

keinem anderen Organismus vorliegen [72].  

Einige der TLR finden sich auf der Zelloberfläche. Mit ihnen können unter 

anderem Oberflächenmerkmale der Pathogene wie das Lipopolysaccharid (LPS) 

gram-negativer Bakterien erkannt werden. Andere TLR dagegen sind intrazellulär 

an Endosomen oder Lysosomen der Zellen lokalisiert und erkennen dort PAMPs, 
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die erst nach Phagozytose und Lyse der Pathogene in diesen zellulären 

Strukturen frei werden. Dies sind beispielsweise pathogene DNA- oder RNA-

Fragmente. Die TLR der Zelloberfläche erkennen in erster Linie bakterielle 

PAMPs, die intrazellulär gelegenen TLR dagegen vor allem PAMPs viralen 

Ursprungs [1]. 

Jeder einzelne TLR erkennt ein unterschiedliches Repertoire an PAMPs. Dabei 

ist es erstaunlich, dass einige der TLR eine große Vielfalt von exogenen und 

endogenen Liganden erkennen können, die untereinander keinerlei strukturelle 

Ähnlichkeit besitzen. Der TLR4 beispielsweise erkennt sowohl exogene PAMPs 

wie LPS oder bestimmte virale Fusionsproteine, ebenso aber auch endogene 

Liganden wie Hyaluron oder β-Defensin [106]. Eine interessante Antwort auf die 

Frage, wie sich ein und derselbe Rezeptor an diese Vielzahl unterschiedlicher 

Liganden anpassen kann, ist die Annahme, dass freiliegende hydrophobe 

Molekülstrukturen die Aktivierung der Rezeptoren bedingen [106]. Diese 

hydrophoben Strukturen finden sich auf den PAMPs und werden auch dann frei, 

wenn es zu Schädigung von körpereigenen Zellen oder Proteinen kommt. So 

können die TLR nicht nur auf eine Vielzahl von exogenen pathogenen Signalen, 

sondern auch auf endogene Signale der Zellschädigung oder der malignen 

Entartung entsprechend reagieren. Zum Ligandenspektrum der TLR zählt man 

deswegen neben den PAMPs auch die sog. DAMPs (damage-associated 

molecular patterns).  

Die TLR unterscheiden sich nicht nur bezüglich ihrer Liganden und ihrer 

Lokalisation, sondern auch bezüglich ihrer Expression auf den Zellen. Auf den DC 

bzw. ihren Vorläufern wird mit Ausnahme der TLR6 und TLR8 das gesamte 

Spektrum der TLR exprimiert [71].  

Tabelle 1 gibt einen Überblick über das Spektrum der TLR, ihre jeweiligen 

Liganden, die dazugehörenden Pathogene, sowie ihre Lokalisation auf bzw. in den 

Zellen. 
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Tabelle 1: Toll-like Rezeptoren, ihre spezifischen Liganden (Auswahl), Pathogene, Lokalisation und Exp ression   

Bisher sind 11 verschiedene TLR (TLR1-11) im Menschen und 13 verschiedene TLR (TLR1-13) in der Maus bekannt. Die 

TLR können auf der Zelloberfläche oder an intrazellulären Strukturen wie Endosomen oder Lysosomen exprimiert werden. 

Jeder TLR erkennt dabei ein ganz bestimmtes Repertoire an Liganden. 

BC = B-Zelle, CpG = Cytosin-Phosphatidyl-Guanosin, DC = dendritische Zellen, DNA = Desoxyribonukleinsäure, dsRNA = 

doppelsträngige Ribonukleinsäure, HSP = Hitzeschockprotein, LPS = Lipopolysaccharid, NK-Zellen = natürliche Killerzellen, 

ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, ssRNA = einzelsträngige Ribonukleinsäure, 

TC = T-Zelle, ZNS = zentrales Nervensystem (modifiziert nach [71, 117]). 

 

Rezeptor Liganden Pathogen Lokalisation Expression  

TLR1 Triacyl-Lipopeptide (Myko-)bakterien Zelloberfläche Ubiquitär 

TLR2 
Lipoteichonsäure, LPS, 

Peptidoglykan, 
Zymosan 

gram-positive 
Bakterien, 

Hefen, maligne 
Zellen 

Zelloberfläche 
Monozyten, 

Neutrophile, TC, DC 

TLR3 dsRNA, 
synthetisches Poly I:C 

Viren intrazellulär NK-Zellen, DC 

TLR4 
Fibrinogen,  

Fibronectin, HSP60/70, 
Hyaluronsäure 

Lipopeptide, LPS 

gram-negative 
Bakterien, Viren, 
maligne Zellen, 

Pflanzen 

Zelloberfläche 

Makrophagen,  
Neutrophile, 

Endothelzellen, TC, 
DC 

TLR5 Flagellin Bakterien Zelloberfläche 
Monozyten, NK-

Zellen, Neutrophile, 
unreife DC 

TLR6 Diacyl-Lipopeptide, 
Lipoteichonsäure 

gram-positive 
Bakterien, Hefen 

Zelloberfläche 
Monozyten, 

Neutrophile, NK-
Zellen, BC 

TLR7 ssRNA, 
Imidazoquinolin, 

Loxoribin, Bropirimin, 
Guanosinanaloga, 

synthetisches  
Imiquimod 

Viren, 
synthetische 

Komponenten 
intrazellulär 

Neutrophile, BC,  
DC-Vorläufer 

TLR8 
Monozyten, NK-

Zellen, Neutrophile, 
TC 

TLR9 CpG-reiche DNA, 
synthetisches ODN 

Bakterien  
und Viren  

intrazellulär 

Makrophagen, NK-
Zellen, Neutrophile, 

Mikroglia, 
DC-Vorläufer 

TLR10-

TLR13 

Möglicherweise 
Profilin-ähnliche 

Moleküle 

uropathogene 
Bakterien, ZNS-

Infektionen 

Zelloberfläche 
(TLR10 / 11) 

TLR10: Neutrophile, 
BC, DC-Vorläufer 



1 Einleitung 

   

 

 

9 

1.3.2 Signaltransduktion der TLR 

Ihre Liganden erkennen die TLR anhand einer extrazellulär gelegenen, variablen 

LRR-Domäne (leucin-rich repeats). Die Signaltransduktion, die durch die Bindung 

des Rezeptors an seinen Liganden eingeleitet wird, erfolgt mittels einer zyto-

solischen Domäne, welche aufgrund ihrer Homologie in TLR und in IL-1 Re-

zeptoren TIR-Domäne (Toll/IL-1 Rezeptor - Domäne) genannt wird.  

Die TLR liegen als Homo- oder Heterodimere vor, deren lose Bindung im 

inaktiven Zustand sich nach Ligandenbindung stabilisiert. Die Dimerisierung 

erweitert das Ligandenspektrum der TLR [86] und führt zu einer Konformations-

änderung der beiden intrazellulären TIR-Domänen. Diese Konformationsänderung 

ermöglicht die Bindung verschiedener Adapterproteinen an die TIR-Domänen der 

TLR [33].  

Fünf bisher bekannte Adaptermoleküle, die ebenfalls eine TIR-Domäne besitzen, 

können mit der TIR-Domäne der TLR eine TIR-TIR Interaktion eingehen und 

tragen zur Signaltransduktion bei [131]: 

• MAL  (MyD88-adaptor-like protein) 

• MyD88  (Myeloid differentiation primary response gene 88)   

• SARM  (Steril α- and Armadillo-motif-containing protein) 

• TRAM  (TRIF-related adaptor molecule) 

• TRIF  (TIR-domain-containing adaptor protein inducing interferon-β) 

 

Experimente mit MyD88-defizienten Mäusen zeigten, dass dieses Adapterprotein 

nicht bei allen TLR an der Signalweiterleitung beteiligt ist. Da diese Mäuse trotz 

der Abwesenheit von MyD88 eine immunologische Antwort auf die Stimulation mit 

LPS und Poly I:C zeigten, kam es zu der Annahme, dass die beiden Rezeptoren 

dieser Liganden - TLR4 für LPS und TLR3 für Poly I:C - über einen MyD88-unab-

hängigen Signalweg verfügen mussten [51]. 

Die Einteilung der TLR Signalwege erfolgt daher in MyD88-abhängig und 

MyD88-unabhängig. Vollständig MyD88-unabhängig ist der Signalweg des TLR3, 

der TLR4 kann sein Signal sowohl MyD88-unabhängig als auch MyD88-abhängig 

weiterleiten [40, 41]. Für alle weiteren TLR-Subtypen dagegen ist MyD88 für eine 

intakte Signalweiterleitung essentiell [51, 119]. 
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Die MyD88-abhängige Signaltransduktion 

Die Bindung von MyD88 an die TIR-Domäne der TLR führt zur Aktivierung zweier 

IRAK-Kinasen (Interleukin-1 receptor-associated kinase), IRAK1 und IRAK4. Die 

Rekrutierung dieser beiden Kinasen bedingt über verschiedene weitere Moleküle 

der Signaltransduktion (IκB, IKK-Komplex, TAB2, TAB3, TAK1-Kinase, TRAF6) 

die Freisetzung des Transkriptionsfaktors NF-κB (nuclear factor κB) [52, 131]. 

Auch einige Transkriptionsfaktoren aus der Familie der Interferon-Regulator 

Faktoren (IRF1/5/7), sowie das Activator Protein 1 (AP-1) werden durch die 

Beteiligung von MyD88 aktiviert [56]. 

Das Adaptermolekül MAL ist ausschließlich an den MyD88-abhängigen 

Signalwegen der TLR2 und TLR4 beteiligt und vermittelt die Bindung von MyD88 

an die beiden TIR-Domänen des TLR-Rezeptordimers [50]. 

 

Die MyD88-unabhängige Signaltransduktion  

In den MyD88-unabhängigen Signalwegen ist TRIF das entscheidende Adapter-

molekül. Es führt zu Bildung eines Signalkomplexes aus verschiedenen 

Molekülen. Dazu gehören TRAF6, TRADD, Pellino-1, sowie das Rezeptor-

interagierende Protein 1 (RIP1) [52]. Dieser Signalkomplex führt MyD88-unab-

hängig über TAK1 zur Aktivierung von IRF3 und NF-κB [132].  

Das Adaptermolekül TRAM ist ausschließlich am MyD88-unabhängigen 

Signalweg des TLR4 beteiligt und vermittelt die Bindung von TRIF an die 

TIR-Domäne des TLR4 [27]. 

Das Adaptermolekül SARM trägt nicht zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 

bei, sondern fungiert als negativer Regulator [13]. Dabei wird vor allem die 

TRIF-induzierte Aktivierung von NF-κB durch TLR3 und TLR4 gehemmt. 

 

Die Signalkaskaden der TLR nach Ligandenbindung münden MyD88-abhängig 

und MyD88-unabhängig in die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1, 

IRF 3/5/7 und NF-κB. Diese translozieren in den Zellkern und leiten dort die 

Transkription von Genen zur Synthese proinflammatorischer Zytokine und 

Interferone ein, wie beispielsweise IL-1β, IL-6, IL-12 oder TNFα [85] - wichtige 

Moleküle für die weitere Immunantwort. Abb. 2 veranschaulicht die Beteiligung der 

fünf Adaptermoleküle an den Signalwegen der TLR. 
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Abb. 2: Beteiligung der fünf Adaptermoleküle MAL, M yD88, SARM, TRAM und TRIF an den Signalwegen der 

Toll-like Rezeptoren 

Die TLR und ihre Adaptermoleküle besitzen eine TIR-Domäne. Unabhängig vom Adaptermolekül MyD88 ist der 

TRIF-vermittelte Signalweg des TLR3. Der TLR4 kann sein Signal mit Beteiligung von MyD88 weiterleiten und verfügt 

über einen alternativen MyD88-unabhängigen Weg mit Beteiligung von TRAM und TRIF. Alle weiteren TLR benötigen 

MyD88 für eine intakte Signalweiterleitung. MAL ist an den MyD88-abhängigen Signalwegen der TLR1, 2, 4 und 6 

beteiligt. Die MyD88-abhängigen Signalwege der TLR5, 7, 8 und 9 leiten ihr Signal ohne MAL-Beteiligung weiter. Das 

Adaptermolekül SARM hat inhibierenden Einfluss auf die Signalwege mit TRIF Beteiligung. Die TLR Signalwege münden 

in die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie IRF und NF-κB (modifiziert nach [85]). 

IRF = Interferon-Regulator Factor, MAL = MyD88-adaptor-like protein, MyD88 = Myeloid differentiation primary response 

gene 88, NF-κB = nuclear factor κB, SARM = Steril α- and Armadillo motif-containing protein, TIR = Toll/IL-1 Rezeptor,

TLR = Toll-like Rezeptor, TRAM = TRIF-related adaptor molecule, TRIF = TIR-domain-containing adaptor protein inducing 

interferon-β.  
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1.4 Die Bruton-Tyrosinkinase 

Die Bruton-Tyrosinkinase (Btk) gehört zu den Tyrosinkinasen der 

Tec-Familie [109] und ist an der Signalvermittlung einer Vielzahl an Rezeptoren 

beteiligt. Zuerst erkannte man ihre wichtige Funktion in B-Zellen, nach und nach 

fand man sie darüber hinaus auch in einer Vielzahl weiterer hämatopoetischer 

Zellen, wie Mastzellen, Monozyten, neutrophilen Granulozyten, Stamm- und 

Progenitorzellen - sowie den DC [8]. Die Expression der Btk in dieser Vielzahl von 

Zellen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems macht ihre 

bedeutende Rolle für immunologische Vorgänge deutlich. Darüber hinaus ist eine 

Expression der Btk jedoch auch in anderen Zellarten wie primären neuronalen 

Zellen [133] oder Osteoklasten [60] belegt.  

 

1.4.1 Proteinstruktur der Btk 

Charakteristisch für die fünf Vertreter der Tec-Kinasen (Bmx, Btk, Itk, Rlk, und 

Tec) ist eine PH-Domäne (pleckstrin-homology domain) an ihrem N-terminalen 

Ende, an die sich eine TH-Domäne (tec-homology domain), zwei SH-Domänen 

(Src-homology domain) - SH2 und SH3 - und eine C-terminale SH-Kinasedomäne 

(SH1) anschließen [69]. Im Falle der Btk umfasst die TH-Domäne eine 

BH-Domäne (Btk-homology domain) aus 27 Aminosäuren und eine prolinreiche 

Wiederholungssequenz.  

Tabelle 2 gibt einen Überblick über die Funktion der einzelnen Btk-Domänen, 

Abb. 3 zeigt schematisch die Molekülstruktur der Btk. 
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Tabelle 2: Die fünf Proteindomänen der Btk und ihre  Funktionen 

Die Btk gehört zu den Tyrosinkinasen der Tec-Familie und besteht aus fünf verschiedenen Proteindomänen mit jeweils 

unterschiedlicher Funktion. 

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, PH = Pleckstrin-homology, SH = SC-homology, TH = Tec-homology (modifiziert nach [84]). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Domäne Funktion 

PH Bindung des Proteins an die Zellmembran, an Phosphatidylinositolmoleküle und 
an die Proteinkinase C  

TH Komplexbildung mit Zn2+ und Stabilisierung der Proteinstruktur 

SH3 Autophosophorylierungsstelle (Y223), Interaktion mit prolinreichen Regionen, 
Autoregulation der Kinaseaktivität, Bindung von Partnermolekülen 

SH2 Interaktion mit phosphorylierten Tyrosinresten, Autoregulation der Kinaseaktivität, 
Bindung von Partnermolekülen 

SH1  Phosphorylierungsstelle (Y551), Vermittlung der Kinaseaktivität 

Abb. 3: Proteinstruktur  der Btk  

Die Btk gehört zu den Tyrosinkinasen der Tec-Familie, sie besitzt fünf verschiedenen Proteindomänen (PH, TH, SH3, SH2, 

SH1-/Kinase), sowie zwei Phosphorylierungsstellen (P). 

BH = Btk-homology, Btk = Bruton-Tyrosinkinase, COOH = C-terminales Ende, NH3 = N-terminales Ende, PH = Pleckstrin-

homology, P = Phosphorylierungstelle, PR = prolinrich region, SH = Src-homology, TH = Tec-homology (modifiziert nach 

[84]). 
 

COOH 

 

PH 

 

PR 

 

SH3 

 

BH 

 

PR 

 

SH2 

 

TH 

P 

 

 SH1/ Kinase 

P 

   NH3 



1 Einleitung 

   

 

 

14 

1.4.2 Die Btk im BCR Signalweg 

Einer der Rezeptoren, die ihr Signal mit Beteiligung der Btk in das Zellinnere 

weiterleiten, ist der auf B-Zellen exprimierte, antigen-bindende B-Zell Rezeptor 

(BCR), der einen membranständigen Antikörper darstellt. Die Mitwirkung der Btk 

an diesem Signalweg ist umfassend untersucht. Beispielhaft am Signalweg des 

BCR soll daher die Rolle der Btk an der Signaltransduktion verdeutlicht werden [8] 

(siehe Abb. 4):  

Wird der BCR durch Bindung eines passenden Antigens an seine extrazelluläre 

Domäne aktiviert, kommt es zunächst zur Aktivierung einiger nicht-rezeptor-

gebundenen Tyrosinkinasen (Syk, Lyn und Fyn). Diese phosphorylieren 

bestimmte intrazelluläre Anteile des BCR, die sog. ITAMs (immunoreceptor 

tyrosine-based activation motifs). Dies ermöglicht es der Kinase Syk (spleen 

tyrosine kinase) an diese Domänen zu binden und ihre Konformation zu ändern. 

Diese Konformationsänderung führt zur Aktivierung ihrer katalytischen Aktivität, 

die Btk kann dadurch von Syk innerhalb der SH1-/Kinasedomäne an Position 

Y551 phosphoryliert und aktiviert werden. Darauf folgt eine Autophosphorylierung 

der Btk innerhalb ihrer SH3-Domäne an Position Y223. Dies wiederum ermöglicht 

ihr eine Bindung an verschiedene Substrate.  

Syk phosphoryliert und aktiviert zudem eine Phosphoinositid-3-Kinase 

(PI3-Kinase), wodurch es zur Bildung von Phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphat 

(PIP3) kommt. PIP3 bindet an die PH-Domäne der Btk und trägt dadurch 

entscheidend zur Signalübertragung bei. 

Zusätzlich wird ein weiteres Adapterprotein, das BLNK (B-cell linker protein), von 

Syk phosphoryliert, welches mit der SH2-Domäne der Btk interagiert und die 

Reaktion mit verschiedenen Effektormolekülen wie der Phospholipase Cγ2 

(PLCγ2) vermittelt. 

Die eigentliche Kinaseaktivität der Btk besteht in der Phosphorylierung der 

PLCγ2 an den Tyrosinresten Y753 und Y759. PLCγ2 vermittelt daraufhin die 

hydrolytische Spaltung von Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in 

Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG), zwei wichtige second 

messenger. Weiterhin vermittelt die Btk die Rekrutierung der Phosphatidylinositol-
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4-phosphat-5-kinase (PIP5K) zur Plasmamembran. PIP5K wiederum synthetisiert 

PIP2 aus PIP und liefert damit ein wichtiges Substrat für die PLCγ2 [100]. 

Am Ende der Signalkaskade steht die IP3-vermittelte Freisetzung von 

Calciumionen aus intrazellulären Calciumspeichern und die Aktivierung der 

Ca2+-abhängigen Proteinkinase C (PKC) durch Calcium und DAG. Die daraus 

folgende Erhöhung der zytoplasmatischen Calciumkonzentration führt unter 

anderem zur Aktivierung einer Calcineurin-Phosphatase und zur Dephosphory-

lierung des Transkriptionsfaktors NF-AT, was entscheidend zur Expression 

bestimmter Gene beiträgt [37]. Durch die PKC erfolgt eine Aktivierung weiterer 

Transkriptionsfaktoren wie TFII-I [99] oder NF-κB [3]. Die Btk spielt zudem eine 

Rolle in der BCR-vermittelten Adhäsion von B-Zellen an verschiedene Proteine 

wie Fibronektin und VCAM-1. Diese Vorgänge bewirken Btk-bedingte Veränder-

ungen im Zytoskelett der Zellen und sind entscheidend für die Migration und 

Rezirkulation von B-Zellen [111].  

Abb. 4 zeigt schematisch die Signalkaskade nach Ligandenbindung an den BCR 

und die daran beteiligten Moleküle. 
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Abb. 4: Schematische Darstellung des BCR Signalwegs   

Nach Bindung eines Liganden (Antigen) an den extrazellulären Anteil des BCR, erfolgt die Rekrutierung verschiedener 

Proteine (z. Bsp. Syk) an die phosphorylierten intrazellulären Anteile (ITAMs) des Rezeptors, wodurch die Signalkaskade 

unter Btk-Beteiligung eingeleitet wird. Am Ende des Signalwegs kommt es zum IP3-vermittelten Calciumeinstrom in die 

Zelle und zur Aktivierung der PKC durch Calcium und DAG. Dies wiederum aktiviert Transkriptionsfaktoren wie NF-AT und 

NF-κB (modifiziert nach [8]). 

BCR = B-Zell Rezeptor, BLNK = B-cell linker protein, Btk = Bruton-Tyrosinkinase, DAG = Diacylglycerol, IP3 = Inositol-

trisphosphat, ITAM = Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs, NF-AT/NF-κB = Nuclear factor AT/ κB (Transkrip-

tionsfaktoren), P = Phosphorylierungsstelle, PIP2 = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, PIP3 = Phosphatidylinositol-3,4,5-

triphosphat, PLCγ2 = Phospholipase Cγ2, Syk = Spleen tyrosine kinase, PKC = Proteinkinase C. 
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Neben ihrer Beteiligung an der Signalkaskade des BCR spielt die Btk auch für 

eine Vielzahl weiterer Rezeptoren eine Rolle. Auf den B-Zellen zählt dazu 

beispielsweise auch das Oberflächenmolekül CD40 [7]. Auch weitere Interaktions-

partner der Btk wie das Liar-Protein (ankyrin repeat domain 54, ANKRD54) sind 

bekannt [36]. Darüber hinaus hat die Btk auch Bedeutung für die Signaltrans-

duktion von Integrinrezeptoren, Zytokinrezeptoren und G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren [89]. Auch Ligandenbindung an einigen der TLR führt zur 

Btk-Aktivierung [8]. Die Signale an diesen Rezeptoren haben verschiedenste 

zelluläre Effektormechanismen. Sie regulieren unter anderem die Organisation 

des Zytoskeletts [134], die intrazelluläre Calciumhomöostase [37], sowie Vorgänge 

der Zelldifferenzierung, -apoptose [133] und -fusionierung [60].  

 

1.4.3 Die Btk im TLR Signalweg 

Die entscheidende Rolle der Btk im Kontext der Entwicklung von B-Zellen und 

damit der adaptiven Immunität ist hinreichend belegt. Immer mehr Anhaltspunkte 

weisen der Btk jedoch auch eine Rolle in den Signalwegen der TLR und damit der 

angeborenen Immunität zu.  

Insbesondere für die beiden MAL-abhängigen TLR2 und 4 ist die Beteiligung der 

Btk belegt. Eine Aktivierung dieser beiden TLR durch Ligandenbindung führt zur 

Btk-vermittelten Phosphorylierung von MAL [34, 68]. Dies bewirkt unter Mitwirkung 

von SOCS-1 die Ubiquitinylierung und Degradierung des Moleküls. Diese 

Inaktivierung von MAL scheint wesentlich für die Induktion des Transkriptions-

faktors NF-κB zu sein [22]. Bleibt die Inaktivierung von MAL durch die Btk nach 

Stimulation des TLR4 in Btk-defizienten Mäusen aus, führt dies zu einer 

verminderten Aktivität von NF-κB und damit zu einer verminderten Produktion von 

NF-κB-induzierten Molekülen wie IL-10 oder TNFα [105]. Neben der Reaktion mit 

dem Adaptermolekül MAL der TLR2 und 4, sind auch bereits Interaktionen der Btk 

mit der TIR-Domäne der TLR3, 6, 8 und 9, dem Adaptermolekül MyD88, sowie der 

Kinase IRAK 1 bekannt [21, 47, 59].  

Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Interaktion der Btk mit 

intrazellulären MHC-II Molekülen und CD40 für die Aktivierung der Btk in den TLR 

Signalwegen verantwortlich ist [63]. CD40 bindet dabei als kostimulatorisches 
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Molekül an die PH-Domäne der Btk. Ein Fehlen der intrazellulären MHC-II 

Moleküle und die dadurch ausbleibende Aktivierung der Btk, führen zu einer 

verminderten Immunantwort nach Stimulation der TLR3, 4 und 9 [63]. Diese 

Tatsache weist der Btk sowohl in den MyD88-vermittelten, als auch in MyD88-

unabhängigen, TRIF-vermittelten TLR Signalwegen eine Rolle zu. Die Interaktion 

der Btk mit TRIF ermöglicht die vollständige Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 

IRF3 und NF-κB, sowie die dadurch bedingte Produktion von Typ-1 Interferonen 

und inflammatorischen Zytokinen nach Aktivierung der TLR3 und 4. Fehlt die Btk, 

führt dies zu einer abgeschwächten Antwort nach TLR-Stimulation [63]. Dies 

macht deutlich, dass die Btk für die Signalwege der TLR zwar keine essentielle 

Funktion zu besitzen scheint, dennoch aber für eine vollständige Aktivierung 

entscheidend ist. 

 

1.4.4 Mutationen im Btk Gen – XLA und Xid 

Die Btk ist kodiert auf dem Genlocus Xq21.3-22 des X-Chromosoms [125] und 

umfasst beim Menschen 37,5 kb [96]. Für dieses Gen ist eine große Anzahl 

verschiedenster Mutationen beschrieben, die zu einer reduzierten Kinaseaktivität 

der Btk führen können. Bisher sind beim Menschen über 800 verschiedene 

Mutationen bekannt [76]. Alle Domänen der Kinase können durch die Mutationen 

betroffen sein, gehäuft kommen sie jedoch in den beiden C-terminalen Domänen 

SH2 und SH1 (Kinase) vor [126]. Die Mutationen haben häufig eine unzu-

reichende Enzymfunktion der Btk zur Folge und führen beim Menschen zum 

Krankheitsbild der Agammaglobulinämie oder XLA (X-linked Agamma-

globulinemia). Diese auch Morbus Bruton genannte Erkrankung betrifft mit einer 

Inzidenz von 1/200.000 [127] aufgrund der X-chromosomalen Genlokalisation 

zumeist Männer und führt zu einer Immundefizienz, bei der in erster Linie die 

Bildung und die Funktion reifer B-Zellen massiv beeinträchtigt sind.  

Erstmalig beschrieben wurde das Krankheitsbild 1952 durch den Pädiater und 

Namensgeber Ogden Carr Bruton. Er beobachtete verringerte Level an γ-Immun-

globulinen im Serum eines an rezidivierenden bronchopulmonalen Infektionen 

leidenden Jungen [9]. Einige Zeit später konnte das für diese Krankheit 
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verantwortliche Gen identifiziert werden [75] und schließlich auch die Btk als 

Produkt dieses Gens [125]. 

An XLA leidende Patienten besitzen zwar prä-B-Zellen in ihrem Knochen-

mark [88], in ihrem Blut oder lymphoiden Geweben finden sich jedoch kaum reife 

B-Zellen [81]. Damit wird die signifikante Bedeutung der Btk für die Reifung der 

B-Zellen deutlich, ihr Fehlen führt zu einem Block in einem frühen Stadium der 

B-Zell Entwicklung [92]. Der Übergang von pro-B-Zellen zu prä-B-Zellen findet 

ohne die Btk nicht bzw. nur stark vermindert statt. Dieser Schritt der Entwicklung 

von reifen B-Zellen wird koordiniert über Signale des prä-B-Zell-Rezeptors (prä-

BCR). Wie oben ausgeführt, spielt die Btk im Signalweg des BCR - so auch des 

prä-BCR - eine so große Rolle, dass ihr Fehlen eine intakte Signalweiterleitung 

und damit die Zellausreifung verhindert [102].  

Da aber ohne reife B-Zellen auch die antikörper-bildenden Plasmazellen fehlen, 

kommt es durch das Fehlen aller Immunglobulinisotypen zu einer charakte-

ristischen Agammaglobulinämie im Blut der Patienten. Die Folgen dieser 

Immunschwäche sind schwere und rezidivierende bakterielle Infekte, haupt-

sächlich im Bereich der Atemwege und des Magen-Darm-Trakts, möglicherweise 

auch mit einem konsekutiv erhöhten Malignomrisiko [6, 39]. Die Infektanfälligkeit 

der Patienten manifestiert sich meist zwischen dem vierten und zwölften 

Lebensmonat, da zu diesem Zeitpunkt die plazentagängigen, maternalen 

γ-Immunglobuline, welche das Neugeborenen noch schützen, metabolisiert 

wurden [39]. Insgesamt ist die klinische Manifestation der XLA - auch abhängig 

von der ursächlichen Mutation - sehr variabel, es findet sich neben der erhöhten 

Infektanfälligkeit beispielsweise auch eine erhöhte Inzidenz inflammatorischer und 

autoimmuner Erkrankungen wie Enzephalitis [77], Arthritis [116] oder Diabetes 

mellitus Typ I [101]. 

Die Therapie der XLA besteht aus einer gezielten Prophylaxe und Behandlung 

von Infektionen, sowie der intravenösen oder subkutanen Substitution der 

fehlenden Immunglobuline. Die Prognose und die Therapiemöglichkeiten dieser 

Krankheit haben sich im Laufe der vergangenen 25 Jahre stetig verbessert [43], 

neue Ansätze einer Gentherapie stellen sogar eine kurative Therapie in 

Aussicht [38]. 
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In der Maus führt eine Punktmutation im Btk-Gen im Bereich der PH-Domäne zur 

sog. X-gekoppelten Immundefizienz (X-linked immunodeficiency, Xid), einer der 

XLA sehr ähnlichen Erkrankung [91]. Allerdings zeigt diese murine Form der 

Agammaglobulinämie eine geringere phänotypische Ausprägung als im 

menschlichen Organismus. Eine Erklärung für diese Tatsache bietet die 

Vermutung, dass die Tec-Kinase der Maus in der Lage ist, das Fehlen der Btk 

teilweise zu kompensieren, dies beim Menschen aufgrund spezies-spezifischer 

Unterschiede jedoch nicht möglich ist [23]. 

 

1.4.5 Die Bedeutung der Btk für myeloide Zellen  

Neben der wesentlichen Rolle der Btk für die Entwicklung von B-Zellen, bestätigt 

sich zunehmend auch ihre Beteiligung an der Entwicklung und Funktion des 

myeloiden Zellkompartiments. Auch die Hinweise auf eine Btk-Mitwirkung an den 

Signalwegen der TLR (siehe oben) bekräftigen diese Annahme.  

In an Xid erkrankten Mäusen konnte eine Reduktion immunologischer 

Reaktionen verschiedener myeloider Zelltypen beobachtet werden. Beispielsweise 

kam es zu einer verminderten TLR-vermittelten Aktivierung [138] und einer 

reduzierten Granularität [46] von Mastzellen. Auch auf die Entwicklung und 

Funktion von neutrophilen Granulozyten scheint die Btk einen wesentlichen 

Einfluss zu nehmen [26]. Für Makrophagen hatte das Fehlen der Btk eine 

Verminderung immunologischer Reaktionen zur Folge, unter anderem waren die 

Phagozytose und die Bildung radikaler Sauerstoffspezies beeinträchtigt [67]. 

Darüber hinaus konnte an Btk-Knockout Makrophagen eine Reduktion der 

TLR-vermittelten Ausschüttung von zytoprotektiven Substanzen gegen oxidativen 

Stress beobachtet werden [128].  

Monozyten, die aus dem Blut von XLA-Patienten gewonnen wurden, zeigten eine 

beeinträchtige Phagozytose und Chemotaxis [2]. Daneben gibt es auch Hinweise 

auf eine verminderte Reifung der DC bei an XLA erkrankten Patienten. Ob dies 

aber primär auf das Fehlen der Btk zurückzuführen ist oder ein sekundärer Effekt 

der verminderten B-Zell Funktion ist, ist allerdings noch unklar [24].  

Die Beobachtungen an den durch das Fehlen der Btk beeinträchtigten myeloiden 

Zellen verdeutlichen die Komplexität des Krankheitsbildes der XLA und 
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veranschaulichen die weitreichende Bedeutung der Enzymfunktion der Btk. Die 

vollständige Bedeutung und das Ausmaß der physiologischen Konsequenzen 

dieser offenbar beeinträchtigten Funktion des myeloiden Zellkompartiments für die 

Immundefizienz durch XLA im humanen Organismus bzw. durch Xid im murinen 

Organismus, sind bislang jedoch noch ungeklärt.  

 

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 

Der Phänotyp der an XLA erkrankten Patienten machte schnell die Bedeutung 

der Btk für eine intakte Entwicklung und Funktion reifer B-Zellen, sowie die 

wesentliche Rolle dieses Enzyms für die adaptive Immunabwehr deutlich. Die 

Entschlüsselung des BCR Signalwegs veranschaulichte schließlich ihre 

molekulare Bedeutung für die Signaltransduktion. Darüber hinaus verdeutlichen 

neue Erkenntnisse zunehmend den relevanten Stellenwert der Btk für das 

myeloide Zellkompartiment. 

Da die DC als wichtige Vertreter der antigen-präsentierenden Zellen eine heraus-

ragende Rolle für eine intakte Immunität spielen, ist die Frage einer Beteiligung 

der Btk für die Entwicklung und Funktion dieser myeloiden Zellart besonders 

relevant. Insbesondere die Tatsache, dass die TLR ein wesentlicher Bestandteil 

für die Funktion der DC sind und sich die Hinweise einer Beteiligung der Btk an 

den TLR Signalwegen vermehren, macht die Beantwortung dieser Frage 

bedeutsam. Daher sollten die Versuche dieser Arbeit die Bedeutung der Btk in 

myeloiden DC veranschaulichen. 

Aufschluss über die Rolle der Btk in den DC sollte der Vergleich zwischen Zellen 

aus wildtypischen Mäusen und Btk-Knockout Mäusen geben. Dazu wurden 

myeloide DC aus Knochenmarkszellen beider Mauslinien (Wildtyp und 

Btk-Knockout) unter Einwirkung des Wachstumsfaktors GM-CSF kultiviert und auf 

bestimmte Eigenschaften untersucht, insbesondere nach Stimulation 

verschiedener TLR durch die jeweiligen Liganden. Von Bedeutung waren dabei 

die Entwicklung und das Wachstum der Zellen, die Expression bestimmter 

Oberflächenmoleküle, das Migrationsverhalten, sowie die Fähigkeit der DC zur 

Stimulation von TC.  



1 Einleitung 

   

 

 

22 

Um Hinweise auf eine mögliche Beteiligung der Btk an einzelnen TLR 

Signalwegen zu erhalten, wurden die myeloiden DC vor den Experimenten in 

einzelnen Ansätzen mit den (synthetischen) Liganden der TLR3, 4, 7/8 und 9 

stimuliert und die Ansätze untereinander verglichen. Die Auswahl der stimulierten 

TLR resultierte dabei aus den Erkenntnissen, dass die Btk sowohl an den beiden 

MAL-abhängigen Signalwegen der TLR2 und 4 beteiligt ist, als auch in der 

TRIF-vermittelten Signaltransduktion des TLR3 eine Rolle zu spielen scheint. 

Zusätzlich wurden mit der Auswahl der stimulierten TLR alle Möglichkeiten der 

MyD88-abhängigen und MyD88-unabhängigen Signaltransduktion abgedeckt. 

Dadurch sollte eine mögliche Beteiligung der Btk an der MyD88-abhängigen 

und/oder der MyD88-unabhängigen TLR-Signaltransduktion verdeutlicht werden. 

MyD88-abhängig sind die Signalwege der TLR7/8 und 9, MyD88-unabhängig 

dagegen der Signalweg des TLR3. Der TLR4 kann sein Signal sowohl mit, als 

auch ohne die Mitwirkung von MyD88 weiterleiten (siehe Abb. 2). 

 

Die Ziele der vorliegenden Arbeit können zusammenfassend durch folgende 

Fragestellungen präzisiert werden: 

• Hat die Btk in DC Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung, die 

Expression von bestimmten Oberflächenmolekülen, das Migrationsverhalten 

oder die Fähigkeit zur Stimulation von TC? 

• Gibt es Hinweise für eine Beteiligung der Btk an den Signalwegen bestimmter 

TLR nach Ligandenstimulation in DC? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

Ammoniumchlorid 

BSA  

β-Mercaptoethanol 

Di-Natriumhydrogenphosphat 

EDTA 

Ethanol 

FCS 

Glutamin 

GM-CSF 

3H-Thymidin 

Kaliumchlorid 

Natriumazid  

Natrium-di-hydrogenphosphat 

Natriumchlorid 

Penicillin 

Streptomycin 

Trockeneis 

Wasser 

 

2.1.2 Lösungen und Puffer 

FACS-Puffer   0,2 %  BSA 

    0,1 %  Natriumazid 

    in  1xPBS 

 

MACS-Puffer   0,5 %  BSA 

    5 mM  EDTA 

    in  1xPBS 

 

10xPBS Puffer  11,7 g  Di-Natriumhydrogenphosphat 

87,65 g Natriumchlorid 

2,4 g  Natrium-di-hydrogenphosphat 

    2 g  Kaliumchlorid 

    ad. 1 L H2O 
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2.1.3 Medien für die Zellkultur 

GM-CSF-Medium  RPMI-Medium (s.u.) 

    50 ml FCS (10%)    Fa. PAN 

    50 ml GM-CSF (10%)    

 

Migrations-Medium  RPMI-Medium (s.u.) 

    5 ml FCS (1%)    Fa. PAN 

 

RPMI-Medium  500 ml RPMI Grundmedium  Fa. PAN 

    500 µl  50 µM β-Mercaptoethanol  Fa. Fluka 

5 ml Glutamin (1%)   Fa. PAN 

    5 ml Penicillin/Streptomycin (1%) Fa. PAN 

 

2.1.4 Mauslinien 

Wildtypische Mäuse   Black 6, BalbC 

Btk-Knockout Mäuse  JAX® Mice       

     (The Jackson Laboratorys; Bar Habor, USA) 

 

 

Es wurden männliche und weibliche Tiere im Alter von 53-101 Tagen verwendet. 

Die Mäuse wurden im Tierstall der Universität Ulm gezüchtet, bei einem zwölf-

stündigen Tag-/ Nacht-Rhythmus und einer Umgebungstemperatur von 22 °C. Die 

Tiere wurden mit ausreichend pelletierter Zuchtnahrung und Wasser versorgt. Für 

die Experimente wurden die Mäuse zumeist am Tag der Präparation, bzw. 

maximal drei Tage vorher, aus dem Tierstall in das Labor geholt. 
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2.1.5 Antikörper für die Durchflusszytometrie 

αCD4·FITC      Fa. Miltenyi Biotec 

αCD8·PE      Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD11a·FITC     Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD11b·PB      Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD11c·APC     Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD11c·PE       Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD16/CD32 (Fcγ-Block)    Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD18·PE      Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD43·PE       Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD44·FITC      Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD45·PerCP (αB220)    Fa. Miltenyi Biotec 

αCD54·FITC      Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD197·APC     Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD184·PE      Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αMHCII·FITC     Fa. Miltenyi Biotec  

 

2.1.6 Weitere Antikörper 

αCD3       Fa. BD Biosciences Pharmingen 

αCD28      Fa. BD Biosciences Pharmingen 

 

2.1.7 Liganden der TLR  

Imiquimod (R837) Ligand des TLR7/8  Fa. InvivoGen  

LPS   Ligand des TLR4  Fa. InvivoGen  

ODN 1826  Ligand des TLR9  Fa. InvivoGen  

Poly I:C   Ligand des TLR3  Fa. InvivoGen 

 

2.1.8 Gebrauchsfertige Kits 

MACS® CD4+ T-Cell Isolation Kit   Fa. Miltenyi Biotec 
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2.1.9 Verbrauchsmaterialien 

Einmalhandschuhe      Fa. Derma Clean 

Gewebekulturplatten (6, 24-well)    Fa. Greiner  

Gewebekulturplatten (96 well)    Fa. Nunc  

Gewebekulturschalen     Fa. BD Falcon 

(non tissue culture, Ø 10 cm)   

Glaspipetten (1 ml, 2ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)  Fa. Brand 

FACS-Röhrchen      Fa. BD Falcon 

Kanülen        Fa. Braun 

Küvetten (Kunststoff)     Fa. Brand 

Labortücher       Fa. Kimtech Science 

Pasteurpipetten      Fa. Brand  

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl)   Fa. Gilson 

Reaktionsgefäße (1,5 ml und 2 ml)   Fa. Eppendorf 

Spritzen (5 ml, 10 ml)     Fa. Braun 

Sterilfilter (0,2 µl Maschenweite)    Fa. Millipore 

SubQ-Einwegspritze (Ø 0,45 mm)   Fa. Braun 

Reaktionsgefäße (1 ml, 2 ml)    Fa. Eppendorf  

Reaktionsgefäße (15 ml, 25 ml)    Fa. Falcon 

Transwellplatten (24 well)     Fa. Greiner 

(Porengröße 5 µm, Ø 6,5 mm) 

Siebeinsätze für Gebekulturplatten    Fa. Greiner 

Säulensystem zur T-Zell Aufreinigung     Fa. Miltenyi Biotec 

(MACS®-System) 
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2.1.10 Geräte 

Brutschrank       Fa. Haraeus Instruments  

Eismaschine       Fa. Scotsman  

Eppendorfzentrifuge     Fa. Haraeus Instruments 

FACS Canto II (Durchflusszytometer)   Fa. Becton Dickinson  

Feinwaage       Fa. Sartrius  

Heizblock       Fa. Roth  

Magnetrührer      Fa. IKA Labortechnik  

Pipettierhilfe       Fa. Hirschmann Laborgeräte  

Sterilbank       Fa. Haraeus Instruments  

Szintillationszähler      Fa. Perkinelmer Wallac  

Tiefkühltruhe (-20°C)     Fa. Liebherr  

Tiefkühltruhe (-80°C)     Fa. Haraeus Instruments  

Vortexgerät       Fa. Scientific Industries  

Wasserbad       Fa. Braun  

Zellzähler       Fa. Beckman Coulter 

Zentrifuge (Megafuge 1.0)     Fa. Heraeus Instruments 

 

2.1.11 Datenverarbeitung 

BD FACSDiva 5.0 

Microsoft Office Excel 2010 

Microsoft Office Word 2010 

Refworks 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zählen von Zellen 

Die Zellzahl wurde mit einem Zellzählgerät (Vi-CellTMXR-cell viability analyzer, 

Fa. Beckman Coulter GmbH) bestimmt. Dazu wurden jeweils 50 µl der Zellsus-

pension mit 450 µl RPMI-Medium in einer Küvette verdünnt. Mithilfe des Gerätes 

konnte dann unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors die Zellkonzentration 

(Zellzahl/ml) und unter Berücksichtigung des Gesamtvolumens die absolute 

Zellzahl in der Suspension ermittelt werden. 

 

2.2.2 Zentrifugation von Zellen 

Sofern nicht anders vermerkt, erfolgte die Zentrifugation der Zellen mit einer 

Megafuge (Fa. Heraeus) für 5 min bei 1.200 rpm (Raumtemperatur). Im Rahmen 

der Vorbereitung der Zellen zur durchflusszytometrischen Messung erfolgte eine 

kurze Zentrifugation für 20 s bei 13.000 rpm (Raumtemperatur). 

 

2.2.3  Kultivierung dendritischer Zellen im Brutsch rank 

Die DC wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2-Sättigung kultiviert (im 

Folgenden Brutschrank). Für die Generierung der DC aus Knochenmarkszellen 

wurde 5% GM-CSF-haltiges RPMI-Komplettmedium (im Folgenden GM-CSF-

Medium) verwendet.  

 

2.2.4 Präparation von Mäusen 

Die Vorläuferzellen der DC wurden aus dem Knochenmark der Röhrenknochen 

der beiden Hinterläufe der Mäuse (Femur und Tibia) gewonnen. Präpariert wurden 

dafür jeweils zwei Btk-Knockout Mäuse und eine wildtypische Maus.  

Zur Isolierung von TC wurden diverse Lymphknoten und die Milz einer 

wildtypischen Maus benötigt.  

Die Tiere wurden tierschutzgerecht mittels CO2 getötet. Zusätzlich wurden die 

Tiere überstreckt und nach Überprüfung der Abwesenheit von Reflexen 
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(Zwischenzehenreflex) in Rückenlage auf einem Präparationsbrett an den 

Extremitäten fixiert. Die Bauchhaut wurde mit einer Pinzette leicht angehoben und 

mit einer Präparierschere entlang der Medianlinie von der Schambeinsymphyse 

bis zum Kieferwinkel durchtrennt, danach nach lateral hin abgelöst und am 

Präparationsbrett fixiert.  

Um die zervikalen Strukturen freizulegen, wurde die Haut nach kranial bis über 

die Kieferknochen gezogen. Mit einem Y-Schnitt wurde die Haut der Hinterläufe 

durchtrennt, zu den Seiten hin abgelöst und ebenfalls fixiert. Anschließend wurde 

das Peritoneum durchschnitten und die Bauchhöhle geöffnet.  

Um Femur und Tibia freizupräparieren, wurden die Knochen der hinteren 

Extremität mit einer Pinzette gefasst und mittels Schere von Muskeln und 

umliegenden Gewebe gelöst. Nach Schnitten durch das Hüft- und das 

Sprunggelenk konnten die Knochen aus den angrenzenden Gelenken mobilisiert 

und entnommen werden. Mit einem Schnitt durch das Kniegelenk wurde das 

Femur von Tibia und Fibula getrennt, anschließend konnte die Tibia aus den 

tibiofibularen Gelenken gelöst werden. 

Um an die mesenterialen Lymphknoten zu gelangen, wurden die ventral 

liegenden Darmschlingen zur Seite hin weggehoben und die Lymphknoten mit 

einer abgewinkelten Pinzette aus dem Mesenterialstiel herausgelöst. Die 

zervikalen Lymphknoten konnten nach Durchtrennen und Umschlagen der 

ventralen Halsmuskulatur freipräpariert und mit der Pinzette entnommen werden. 

Anschließend wurden Leber und Magen der Maus zur Seite hin weggehoben und 

die Milz vorsichtig mit einer Pinzette entnommen. 

Die präparierten Organe wurden in RPMI-Medium (Komplettmedium ohne FCS) 

gelegt, alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten steril in der Zellkultur. 
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2.2.5 Generierung dendritischer Zellen aus Vorläufe rzellen des 

Knochenmarks 

Von den Enden der präparierten Röhrenknochen (Femur und Tibia beider 

Hinterläufe) wurde mit der Schere ein kleines Stück soweit abgeschnitten, dass 

die Markhöhle sichtbar wurde. Das Knochenmark konnte dann mithilfe einer 

Spritze (0,45 mm Kanülendurchmesser) mit RPMI-Medium (Komplettmedium ohne 

FCS) aus der Markhöhle herausgespült und in Falconröhrchen aufgefangen 

werden. Die gewonnene Zellsuspension der beiden Mauslinien (Wildtyp und 

Btk-Knockout) wurde zentrifugiert und das Zellpellet in 10 ml GM-CSF-Medium 

wieder aufgenommen. Die Zellen wurden gezählt und auf eine Dichte von 

3x106/ml eingestellt. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension (entsprechend 3x106 

Zellen) wurde in non tissue culture Petrischalen (10 cm Durchmesser) pipettiert. In 

jede Petrischale wurden zuvor 10 ml GM-CSF-Medium gegeben. Die Zellen der 

beiden Btk-Knockout Tiere und die der wildtypischen Kontrolle wurden dabei 

jeweils getrennt ausgesät.  

Die Kultivierung der Zellen erfolgte - je nach darauf folgendem Versuch - für neun 

oder zehn Tage im Brutschrank. Während der Kultivierungszeit erfolgte täglich 

eine lichtmikroskopische Kontrolle der Petrischalen auf Morphologie der Zellen 

und mögliche Verunreinigung durch Hefen oder andere Mikroorganismen. Am 

dritten und sechsten Tag wurden jeder Schale jeweils weitere 5 ml GM-CSF-

Medium zugegeben. Nach Ablauf der Generierungszeit wurden die Zellen 

sorgfältig mit Medium aus den Petrischalen herausgespült, in Falconröhrchen 

gesammelt und gezählt. Dabei wurden die Zellen der beiden Btk-Knockout Tiere 

zusammengegeben. 

Die Reinheit der generierten Zellpopulation der myeloiden DC wurde im Rahmen 

der darauf folgenden Experimente anhand der Expression der für myeloide DC 

typischen Oberflächenmarker CD11b, CD11c und MHC-II durchflusszytometrisch 

überprüft. 
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2.2.6 Gewinnung von T-Zellen aus Lymphknoten und Mi lz 

Um mögliche Kontaminationen zu beseitigen, wurden Lymphknoten und Milz 

nach der Präparation kurz in technisches Ethanol eingetaucht. Die Organe wurden 

anschließend mit dem Stempel einer 5 ml Spritze durch ein Sieb in ein Well mit 

5 ml RPMI-Medium (Komplettmedium ohne FCS) gedrückt und so in Suspension 

gebracht. 

Die Zellsuspension wurde mit einer Pasteurpipette aufgenommen, in ein 

Falconröhrchen mit 10 ml RPMI-Medium (Komplettmedium ohne FCS) überführt 

und zentrifugiert (5 min, 1.500 rpm). Um die in der Suspension enthaltenen 

Erythrozyten zu lysieren, wurde das Zellpellet in 5 ml Ammoniumchlorid 

(0,16 M NH4Cl) resuspendiert und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

erneuter Zentrifugation (5 min, 1.500 rpm) wurden die Zellen wieder in 10 ml 

RPMI-Medium (Komplettmedium ohne FCS) resuspendiert und gezählt. 

 

Isolierung von T-Zellen mittels MACS ®-Technik 

Die Isolation der TC aus der Zellsuspension von Lymphknoten und Milz erfolgte 

durch Selektion der CD4-positiven TC mittels MACS®-Technik (magnetic cell 

separation). Dieses Verfahren ermöglicht es, Zellen einer heterogenen Zell-

population anhand ihrer Oberflächenmarker zu sortieren. Dazu wurde die 

Zellsuspension entsprechend den Herstellerangaben (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach) mit antikörper-gekoppelten magnetischen Partikeln (CD4 MicroBeads) 

inkubiert. CD4-positive TC binden diesen Antikörper und bleiben an einer 

magnetischen Säule hängen, durch welche die Zellsuspension gespült wird. 

Anschließend können die so selektierten CD4-positiven TC mit Druck wieder von 

der Säule abgespült und aufgefangen werden.  

 

Die mit diesem Verfahren aufgereinigten TC wurden auf die Oberflächenmarker 

CD4, CD8 und CD45 (B220) durchflusszytometrisch analysiert. Dafür wurde im 

FSC/SSC-Plot der durchflusszytometrischen Messung zunächst die Zahl der 

lebenden Zellen markiert und von dieser der prozentuale Anteil an CD4-positiven 

TC ermittelt. Dieser lag stets über 90%. Dadurch konnte die Reinheit der 
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CD4-positiven T-Zellpopulation überprüft und eine mögliche Verunreinigung mit 

CD8-positiven oder CD45 (B220)-positiven Zellen ausgeschlossen werden. 

 

2.2.7 Stimulation dendritischer Zellen mit TLR-Liga nden 

Die Messungen der Expression von Oberflächenmolekülen, die Experimente zum 

Migrationsverhalten, sowie die Aktivierung von TC durch DC wurden jeweils mit 

unstimulierten und mit stimulierten myeloiden DC, generiert aus Knochenmarks-

vorläuferzellen beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout), durchgeführt. Die 

Stimulation der Zellen erfolgte am Vortag der Experimente mit den Liganden der 

TLR3, 4, 7/8 und 9 bei einer Zellkonzentration von 2x106/ml (Einzelheiten siehe 

Tabelle 3). Für jeden Genotyp (Wildtyp und Btk-Knockout) der in vitro generierten 

DC ergaben sich somit fünf verschiedene Stimulationsarten: ohne Stimulation, 

stimuliert mit Poly I:C / LPS / Imiquimod / ODN. Die absolute Zellzahl und das 

Zellmedium variierten dabei je nach darauf folgendem Versuch und werden in den 

einzelnen Versuchsbeschreibungen aufgeführt.  

Für die Stimulation wurden die DC je nach Volumen in 6-Well oder 24-Well 

Gewebekulturplatten überführt. Die Zellen ruhten im Brutschrank vor Zugabe der 

TLR-Liganden für mind. 2 h. Die Inkubation der DC mit den TLR-Liganden erfolgte 

dann für mind. 12 h im Brutschrank. Der Ansatz der unstimulierten Zellen beider 

Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) wurde ebenso behandelt, es wurde diesem 

Ansatz jedoch kein TLR-Ligand, sondern ein entsprechendes Volumen an Medium 

zugegeben. 

Tabelle 3 gibt einen Überblick über die für die Stimulation der DC verwendeten 

TLR-Liganden und deren Konzentration. 
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Tabelle 3: Die zur Stimulation der DC verwendeten T LR-Liganden und Konzentrationen 

Die Messungen der Expression von Oberflächenmolekülen, die Experimente zum Migrationsverhalten, sowie die 

Aktivierung von TC durch DC wurden jeweils mit unstimulierten und mit stimulierten myeloiden DC beider Mauslinien 

(Wildtyp und Btk-Knockout) durchgeführt. Die Stimulation der DC erfolgte am Vortag der Experimente mit den Liganden der 

TLR 3, 4, 7/8 und 9 bei einer Zellkonzentration von 2x106/ml. 

DC = dendritische Zellen, LPS = Lipopolysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic 

acid, TC = T-Zelle, TLR = Toll-like Rezeptor. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.8 Durchflusszytometrische Analyse der Expressio n von 

Oberflächenmolekülen 

In diesem Versuch wurde die Fähigkeit der DC gemessen, bestimmte Ober-

flächenmoleküle zu exprimieren. Dafür wurden unstimulierte und mit ver-

schiedenen TLR-Liganden stimulierte DC beider Mauslinien (Wildtyp und 

Btk-Knockout) durchflusszytometrisch untersucht. Die Generierungszeit der Zellen 

für dieses Experiment betrug neun Tage, stimuliert wurde jeweils eine Zellzahl von 

2x106 in RPMI-Medium (zur Stimulation siehe Kapitel 2.2.7). 

 

Prinzip der Durchflusszytometrie 

Für die durchflusszytometrische Analyse werden die Zellen einzeln in die 

Messzelle des Durchflusszytometers (FACS-Gerät) gebracht und passieren 

nacheinander einen Laserstrahl. Abhängig von der Größe der Zelle entsteht dabei 

eine Vorwärtsstreuung des Laserlichtes (forward scatter, FSC) und abhängig von 

der Granularität der Zelle eine Seitwärtsstreuung (side scatter, SSC). Die Stärke 

dieser Streuung wird gemessen und kann - summiert für alle gemessenen Zellen - 

in einem FSC/SSC-Plot dargestellt werden. 

Rezeptor Ligand Endkonzentration 

TLR3 Poly I:C 25 µg/ml 

TLR4 LPS 1 µg/ml 

TLR7 Imiquimod 5 µg/ml 

TLR9 ODN 3 µM 
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Zusätzlich können die Zellen mit Antikörpern gegen bestimmte Oberflächen-

moleküle markiert werden. Diese Antikörper sind an fluoreszierende Farbstoffe 

(Fluorochrome) gekoppelt, welche beim Durchtritt durch das Laserlicht ein 

Fluoreszenzsignal erzeugen. Dieses Signal wird von einer Messzelle erfasst. So 

ist es möglich, die Expression dieser Oberflächenmoleküle auf den Zellen 

quantitativ zu messen. Mit dem verwendeten Durchflusszytometer (FACS Canto II) 

wurden vier verschiedene Farbstoffe und damit zusätzlich zur Vor- und 

Seitwärtsstreuung (FSC und SSC) vier verschiedene Oberflächenmoleküle auf 

einmal gemessen.  

Die DC wurden in vier Farbstoffkombinationen auf insgesamt zehn verschiedene 

Oberflächenmoleküle hin analysiert, für jede durchflusszytometrische Analyse 

wurde eine Menge von 0,5 x 106 Zellen mit den Fluorochromfarbstoffen gefärbt.  

Die Farbstoffkombinationen der vier Färbungen und die zugegebene Menge der 

fluorochrom-markierten Antikörper zeigt Tabelle 4. 

 

 
Tabelle 4: Die bei der Durchflusszytometrie verwend eten Antikörperkombinationen zur Messung der Expres sion 

verschiedener Oberflächenmoleküle auf den DC 

Durch die durchflusszytometrische Messung der Oberflächenmoleküle sollten mögliche Unterschiede in der 

Expressionsweise dieser Moleküle zwischen wildtypischen DC und Btk-Knockout DC verdeutlicht werden. In den vier 

aufgeführten Antikörperkombinationen (1-4) wurde die Expressionsweise von insgesamt zehn verschiedenen 

Oberflächenmolekülen auf den DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) durchflusszytometrisch ermittelt. Die 

Antikörper sind jeweils an verschiedene Fluorochromfarbstoffe gekoppelt, sie binden an die entsprechenden CD-Moleküle 

auf den DC und erzeugen beim Durchtritt durch das Laserlicht des Durchflusszytometers ein Fluoreszenzsignal, durch 

welches die Expression des CD-Moleküls quantitativ ermittelt werden kann. In jeder Antikörperkombination wurden jeweils 

vier verschiedene Oberflächenmoleküle analysiert. Mit der angegebenen Farbstoffmenge wurde jeweils eine Zahl von 

0,5 x 106 Zellen gefärbt.  

α = Zeichen für Antikörper, APC = Allophycocyanin, Btk = Bruton-Tyrosinkinase, CD = Cluster of differentiation, DC = 

dendritische Zellen, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, MHCII = Majorhistokompatibilitätskomplex II, PB = Pacific blue, PE =  

Phycoerythrin. 

 

1 2 3 4 

 

 αCD11b · PB 

 αCD11c · APC 

 αCD18 · PE 

 αMHCII · FITC 

 

0,1   µl 

0,1   µl 

0,25 µl 

0,25 µl 

  

 αCD11b · PB 

 αCD11c · PE 

 αCD54 · FITC 

αCD197 · APC 

 

0,1  µl 

0,1  µl 

0,1  µl 

2,5  µl 

   

 αCD11b · PB  

 αCD11c · APC  

 αCD43 · PE  

 αCD44 · FITC 

 

0,1   µl 

0,1   µl 

0,25 µl 

0,25 µl 

   

 αCD11a · FITC 

 αCD11b · PB 

 αCD11c · APC 

 αCD184 ·PE 

 

0,5  µl 

0,1  µl 

0,1  µl 

2,5  µl 

 



2 Material und Methoden 

   

 

 

35 

Jeweils 2x106 DC wurden am Vortag mit den TLR-Liganden stimuliert, danach 

aus den Stimulationsplatten in Falconröhrchen pipettiert, zentrifugiert und in 1 ml 

RPMI-Medium (Komplettmedium mit FCS) wieder aufgenommen. Daraufhin 

wurden die Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Um die TLR-Stimulation 

aus den Ansätzen herauszuwaschen, wurden die Zellen zweimal kurz zentrifugiert 

(20 s bei 13.000 rpm) und in 1 ml PBS wieder aufgenommen. Nach erneuter 

kurzer Zentrifugation wurden die Zellen in 400 µl FACS-Puffer sorgfältig resus-

pendiert und auf vier Ansätze mit je 100 µl und damit einer Zahl von 0,5x106 

Zellen pro Ansatz verteilt.  

Um eine unspezifische Bindung der fluorochrom-markierten Antikörper an den 

Fcγ-Rezeptor der Zellen zu verhindern, wurden die Zellen vor Zugabe der 

spezifischen Antikörperkombinationen mit unspezifischen Immunglobulinen der 

Klasse G (IgG-Blocking Reagenz, Fcγ-Block) inkubiert (5 min, 4 °C, dunkel). Die 

Mischungen der fluorochrom-markierten Antikörper wurden in ihrer jeweiligen 

Menge pipettiert und mit FACS-Puffer soweit verdünnt, bis jedem Ansatz ein 

Volumen von 10 µl zugegeben werden konnte. Nach Ablauf der Inkubationszeit 

mit den spezifischen Antikörpern (20-30 min, 4 °C, dunkel), wurden die Zellen 

nach kurzer Zentrifugation und Verwerfen des Überstandes in 400 µl FACS-Puffer 

wieder aufgenommen und in FACS-Röhrchen überführt. Anschließend erfolgte die 

Messung von jeweils 50.000 Zellen (entsprechend 50.000 Events) mit dem 

FACS-Gerät. 

Da in der durchflusszytometrischen Messung nicht nur lebende Zellen, sondern 

jeder Partikel erfasst wird, der die Messzelle passiert, wurde aus dem 

FSC/SSC-Plot zunächst die Fraktion der lebenden Zellen markiert. Aus den 

lebenden Zellen wurde der Anteil der myeloiden DC anhand der hohen Expression 

von CD11b und CD11c gefiltert (in jeder Antikörperkombination waren αCD11b 

und αCD11c enthalten). An dieser CD11b-/CD11c-positiven Zellfraktion wurde 

dann die Höhe der Expression der jeweiligen Oberflächenmoleküle ermittelt. Dazu 

erfolgte eine prozentuale Aufteilung der DC in low, medium und high – je 

nachdem, ob sie eine geringe, eine mittlere oder eine hohe Expression des 

jeweiligen Oberflächenmoleküls aufwiesen. So konnte die Expression der 

Moleküle quantitativ zwischen wildtypischen und Btk-Knockout Zellen verglichen 

werden. 
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2.2.9 Durchführung des Migrationsversuchs 

Die DC sind in der Lage, sich chemotaktisch entlang eines chemischen 

Gradienten bestimmter Moleküle (sog. chemotaktische Zytokine oder kurz Chemo-

kine) fortzubewegen und dabei biologische Barrieren, wie z.B. verschiedene 

Gewebe oder Membranen zu durchwanden. Diese gerichtete Migration (Chemo-

taxis) sollte in diesem Versuch untersucht werden.  

Analysiert wurden dazu unstimulierte und mit verschiedenen TLR-Liganden 

stimulierte DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout). Die Generierungs-

zeit der DC für dieses Experiment betrug zehn Tage, stimuliert wurde jeweils eine 

Zahl von 8x106 Zellen in Migrations-Medium in einer 6-Well Gewebekulturplatte 

(zur Stimulation siehe 2.2.7). 

Die DC wurden in ein System (sog. Transwells) gebracht, bei welchem zwei 

Kammern durch einen Siebeinsatz mit einer Polycarbonatmembran (5 µm Poren-

größe, 6,5 mm Durchmesser) voneinander getrennt sind. In die obere Kammer 

wurden die Zellen eingebracht, die untere Kammer enthielt in zellfreiem 

Migrations-Medium entweder kein Stimulans oder eines der beiden Chemokine 

MIP-3 β bzw. SDF-1 α.  

Tabelle 5 gibt einen Überblick über die Einzelheiten und die Konzentration der 

verwendeten Chemokine, Abb. 5 zeigt schematisch das Prinzip der Transwells. 

Tabelle 5: Die für die Migrationsversuche verwendet en Chemokine, deren Rezeptoren auf den DC und die 

verwendeten Konzentrationen 

Die chemotaktische Migration der DC erfolgte in Transwellsystemen entlang eines Gradienten der beiden Chemokine 

MIP-3 β oder SDF-1 α.  

DC = dendritische Zellen, CD = Cluster of differentiation, MIP-3 β = Mouse macrophage inflammatory protein-3 beta, 

SDF-1 α = Stromal cell-derived factor-1 alpha.  

 

 

Chemokin Synonym  Rezeptor Stocklösung Verdünnung Endkonz. 

MIP-3 β CCL19 CD197 (CCR7) 100 µg/ml 1:200 0,5 µg/ml 

SDF-1 α CXCR12 CD184 (CXCR4) 100 µg/ml 1:200 0,2 µg/ml 
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Abb. 5: Schema eines Transwellsystems zur Ermittlun g des Migrationsverhaltens der DC 

Um die Migrationsfähigkeit der DC zu messen, wurden die Zellen in die obere Kammer des Transwellsystems gebracht, die 

untere Kammer enthielt entweder eines der beiden Chemokine MIP-3 β bzw. SDF-1 α oder kein Stimulans (nur Medium). 

Die Zellen konnten dann durch einen Siebeinsatz mit einer Polycarbonatmembran (5 µm Porengröße), der beide Kammern 

voneinander trennt, entlang des chemotaktischen Gradienten in die untere Kammer wandern. 

DC = dendritische Zellen, MIP-3 β = Mouse macrophage inflammatory protein-3 beta, SDF-1 α = Stromal cell-derived factor-

1 alpha.  

 

 

Die Transwells wurden zunächst am Vortrag mit dem Migrations-Medium 

äquilibriert. Dazu wurden 500 µl des Migrations-Mediums in die untere Kammer 

pipettiert, die Siebeinsätze eingesetzt und die Platten im Brutschrank für mind. 

12 h gelagert. 

Die am Vortag stimulierten Zellen wurden sorgfältig aus den Wells der Platten 

heraus pipettiert, zentrifugiert und in 800 µl Migrations-Medium auf eine 

Konzentration von 1x106/ 100 µl eingestellt. In die unteren Kammern der 

Transwells wurden 450 µl Migrations-Medium, sowie entweder eines der beiden 

Chemokine MIP-3 β bzw. SDF-1 α oder Medium ohne Stimulans pipettiert. In die 

Siebeinsätze (d.h. die obere Kammer) wurden je 100 µl (entsprechend 1x106 

Zellen) der Zellsuspension gegeben. Das gleiche Volumen (100 µl) der Zell-

suspension, der sog. Input, wurde in eine Transwellkammer ohne Siebeinsatz 

gegeben, ebenfalls in ein Endvolumen von 450 µl Migrations-Medium. Der Input 

enthielt gemäß der Versuchstheorie dabei genau die Anzahl an Zellen, die jeweils 

in die oberen Kammern der Transwells gegeben wurde und diente als Referenz-

wert für die Zahl der in die untere Kammer migrierten Zellen. Dabei wurde auf eine 

bestmögliche Durchmischung der Zellsuspension geachtet, um eine homogene 

= DC 
obere Kammer 

untere Kammer 
= Chemokin  
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Verteilung der Zellen und eine homogene Konzentration von 1x106/ 100 µl in der 

Suspension zu erhalten.  

Der Migrationsansatz erfolgte jeweils zweifach in Dubletts, der Input einzeln. 

Damit blieben nach Verteilung der Zellen auf die verschiedenen Ansätze für jede 

Stimulationsart 100 µl. Von diesem Volumen wurden jeweils 50 µl (entsprechend 

0,5x106 Zellen) durchflusszytometrisch auf die Oberflächenmarker CD11b, CD11c 

und MHC-II untersucht, um die Reinheit der Zellpopulation an DC sicherzustellen.  

Abb. 6 zeigt schematisch die Anordnung des Versuches auf den Transwell-

platten. 

 

 

 

 

 

WT 

 

 

Btk-KO 

 

ohne 
Stimulans 

MIP3 β SDF1 α Input  ohne 
Stimulans 

MIP3 β SDF1 α Input 

ohne 
Stimulation 

        

Poly I:C          

LPS          

Imiquimod         

ODN         
 

Abb. 6: Anordnung des Migrationsversuches auf den T ranswellplatten 

Mit dem Migrationsversuch sollten mögliche Unterschiede zwischen wildtypischen DC und Btk-Knockout DC in ihrer 

Fähigkeit zur Chemotaxis verdeutlicht werden. Die DC der beiden Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) migrierten in fünf 

TLR-Stimulationsarten (ohne Stimulation / Poly I:C / LPS / Imiquimod / ODN) auf jeweils drei verschiedene Chemokin-

stimulationen (ohne Stimulans / Mib-3 β / SDF-1 α). Die Anordnung erfolgte jeweils zweifach in Dubletts (●●/oo). Für jede 

Stimulationsart stellte der entsprechende Input die Referenz zur Zahl der migrierten Zellen dar.  

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, DC = dendritische Zellen, Btk-KO = Btk-Knockout, LPS = Lipopolysaccharid, MIP-3 β = Mouse 

macrophage inflammatory protein-3 beta, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, 

SDF-1 α = Stromal cell-derived factor-1 alpha, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = Wildtyp. 
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Nach 4 h Migrationszeit im Brutschrank wurden die Siebeinsätze mit einer 

Pinzette aus den Transwellkammern herausgehoben und das Medium (450 µl) mit 

den migrierten Zellen sorgfältig aus der unteren Kammer in FACS-Röhrchen 

überführt, ebenso wurde mit den jeweiligen Inputs verfahren. Abhängig davon, wie 

viele Zellen durch die Siebeinsätze in die untere Kammer des Transwellsystems 

migriert waren, befanden sich in dem Volumen von 450 µl eine jeweils unter-

schiedliche Anzahl an Zellen. Diese Zellzahl wurde ermittelt, indem die Sus-

pensionen am FACS-Gerät 60 s lang gezählt wurden, in dieser Zeit wurde von den 

einzelnen Ansätzen ein immer gleiches Volumen Flüssigkeit auf die darin in 

unterschiedlicher Konzentration enthaltenen Zellen analysiert. Danach wurde im 

FSC/SSC-Plot aus allen gemessenen Werten die Fraktion der lebenden Zellen 

markiert und dieser Wert für die Auswertung herangezogen. Für jeden Zelltyp 

(Wildtyp und Btk-Knockout) in jeder der fünf Stimulationsarten (ohne Stimulation / 

Poly I:C / LPS / Imiquimod / ODN) und für jede der drei chemotaktischen Stimu-

lationen (ohne Stimulans (Medium) / MIP-3 β / SDF-1 α) ergab sich so ein Wert.  

Jeder dieser Werte wurde prozentual ins Verhältnis zum jeweiligen Input gesetzt. 

Entsprechend der Versuchstheorie repräsentierte der Input die Menge an Zellen, 

welche in die obere Migrationskammer gegeben wurde, es galt daher: Wert des 

Inputs = 100%. So konnte von allen in die obere Kammer gegebenen Zellen der 

prozentuale Anteil der Zellen ermittelt werden, die in die untere Kammer migrieren 

konnten. Für die Gesamtauswertung wurden aus den Werten der Einzelex-

perimente der Mittelwert und der SEM (standard error of the mean) ermittelt. 
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2.2.10 Durchführung der Kokultivierung dendritische r Zellen mit T-Zellen 

Eine wesentliche Funktion der DC ist es, Antigene aufzunehmen, diese naiven 

TC zu präsentieren und die TC in einer Zell-Zell Interaktion zu Proliferation und 

Differenzierung anzuregen. Diese Aktivierung der TC durch DC ist Voraussetzung 

für eine adäquate Immunantwort. In dem Versuch der Kokultivierung wurde die 

Fähigkeit der DC zur Aktivierung von TC untersucht. Analysiert wurden dazu 

unstimulierte und mit verschiedenen TLR-Liganden stimulierte DC beider 

Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout). Die Generierungszeit der DC für dieses 

Experiment betrug zehn Tage, stimuliert wurde jeweils eine Zellzahl von 3x105 in 

RPMI-Medium (Komplettmedium mit FCS) in einer 24-Well Gewebekulturplatte 

(zur Gewinnung der TC und Stimulation der DC siehe 2.2.6 und 2.2.7). 

Die Höhe der Aktivierung der TC wurde anhand ihrer Zellteilungsrate gemessen. 

Dazu wurde den Zellen Tritium-markiertes Thymidin zugegeben. Thymidin dient 

als Pyrimidin-Nucleosid der Neusynthese der DNA bei der Zellteilung. Wird der 

Wasserstoff dieses Moleküls durch das Wasserstoffisotop Tritium (3H) ersetzt, 

kann die Radioaktivität dieses β-Strahlers detektiert werden. Nach Zugabe eines 

Szintillationreagens wird die β-Strahlung des Tritiums von einem Szintillator 

erfasst, die Höhe der gemessenen Strahlung korreliert dabei mit der Menge an 

eingebautem Tritium und damit der Proliferationsrate der Zellen. 

 

Die am Vortag stimulierten DC wurden sorgfältig aus den Wells der Platten 

heraus pipettiert, zentrifugiert in 600 µl RPMI-Medium (Komplettmedium mit FCS) 

auf eine Konzentration von 0,5x105 / 100 µl eingestellt. Die aus Lymphknoten und 

Milz isolierten TC wurden gezählt, zentrifugiert und je nach Zellzahl in einem 

entsprechenden Volumen RPMI-Medium (Komplettmedium mit FCS) auf eine 

Konzentration von 1x105 / 100 µl eingestellt. Zur Kokultivierung der Immunzellen 

wurden daraufhin für jede TLR-Stimulationsart 100 µl (entsprechend 0,5x105 

Zellen) der DC mit 100 µl (entsprechend 1x105 Zellen) der TC in ein Well einer 

nunclon surface 96-Well-platte in einem Endvolumen von 200 µl zusammen-

gebracht.  
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Der negativen Kontrolle dienten Ansätze, die nur TC ohne jegliche Aktivierung 

enthielten. Hierfür wurden 100 µl der TC-Zellsuspension (entsprechend 1x105 

Zellen) und 100 µl RPMI-Medium (Komplettmedium mit FCS) in die Wells 

pipettiert.  

Die positive Kontrolle erfolgte durch Ansätze, welche TC enthielten, die mit CD3- 

und CD28-Antikörpern (αCD3 bzw. αCD28) maximal aktiviert wurden. Für die drei 

Wells der positiven Kontrolle erfolgte am Vortag ein Coating mit dem 

CD3-Antikörper. In jedes Well wurden dazu 50 µl PBS-Puffer mit dem Antikörper 

(αCD3) in einer Endkonzentration von 2 ng/ml pipettiert und inkubiert (4 °C für 

mind. 12 h). Am Folgetag wurde die Flüssigkeit des αCD3-Coatings abgesaugt 

und 100 µl der TC-Zellsuspension (entsprechend 1x105 Zellen) in die Wells 

pipettiert. Zusätzlich wurde den drei Wells der CD28-Antikörper in 100 µl 

RPMI-Medium in einer Endkonzentration von 0,5 ng/ml zugegeben.  

Ferner erfolgten Ansätze, welche nur DC in jeder TLR-Stimulationsart enthielten, 

diese repräsentierten die Grundproliferation der DC. Hierfür wurden 100 µl 

(entsprechend 0,5x105 Zellen) der DC-Zellsuspension und 100 µl RPMI-Medium 

(Komplettmedium mit FCS) pipettiert. 

 

Der Versuch zur Kokultivierung enthielt damit folgende Ansätze: 

• TC allein (negative Kontrolle)  

• TC stimuliert mit αCD3/CD28 (maximale TC-Stimulation, positive Kontrolle) 

• WT-DC allein (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

• WT-DC kokultiviert mit TC (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

• Btk-KO-DC allein (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

• Btk-KO-DC kokultiviert mit TC (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

 

Alle Ansätze wurden jeweils dreifach in Triplets angeordnet und enthielten ein 

Endvolumen von 200 µl.  

Abb. 7 zeigt schematisch die Versuchsanordnung auf den 96-Well Platten. 
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WT 
 

 

Btk-KO 
 

DC DC + TC DC DC + TC 

ohne 
Stimulation 

    

Poly I:C      

LPS      

Imiquimod     

ODN     

     

 TC TC + 
αCD3/CD28 

  

Kontrollen     

 

 

Abb. 7: Versuchsanordnung der Kokultivierung von DC  mit TC in der 96-Wellplatte   

Mit dem Kokultivierungsversuch sollten mögliche Unterschiede zwischen wildtypischen DC und Btk-Knockout DC in ihrer 

Fähigkeit zur Aktivierung von TC verdeutlicht werden. Für beide Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) erfolgten in jeder 

Stimulationsart ein Ansatz nur mit DC und ein Ansatz von DC in Kokultivierung mit TC. Ein Ansatz nur mit TC stellte die 

negative Kontrolle dar, die positive Kontrolle einer maximalen TC-Stimulation erfolgte durch einen Ansatz, der TC mit 

αCD3/CD28 enthielt. Die Anordnung erfolgte jeweils dreifach in Triplets (●●●/ooo).  

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipopolysaccharid, Btk-KO = Btk-Knockout, ODN = CpG-

Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TC = T-Zelle, WT = Wildtyp, αCD3/CD28 = CD3- bzw. 

CD28-Antikörper.  
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Nach 48 h Kokultivierungszeit im Brutschrank wurden in jedes Well 20 µl 

Tritium-markiertes Thymidin pipettiert (1 µCi / µl in RPMI-Medium 1:10 verdünnt) 

und für weitere 24 h im Brutschrank inkubiert. Um die Zellen zu lysieren, wurde die 

Platte daraufhin kurz eingefroren (-20 °C, ca. 2 h) und wieder aufgetaut. 

Die Ausmessung der Tritium-Strahlung erfolgte mithilfe eines 96-MicroCell-

Harvester. Dieses Gerät saugt die flüssigen Inhalte der Wells durch eine Filter-

matte und überträgt so die lysierten Zellen auf die Matte. Jedem Well der Platte ist 

dabei ein markiertes Feld auf der Filtermatte zugeordnet. Die Filtermatte wurde für 

5 min in einer Mikrowelle getrocknet und in eine Folie gegeben. 4 ml Szintillations-

lösung wurden gleichmäßig mit einer Walze über der Filtermatte in der Folie 

verteilt und die Folie dann verschweisst. Mit einem Szintillationszähler wurde 

daraufhin die Intensität der β-Strahlung des Tritiums für jedes einzelne Feld der 

Filtermatte (entsprechend den einzelnen Wells der verschiedenen Ansätze) 

ausgelesen (in counts per minute, cpm) und so die Proliferationsraten der in den 

einzelnen Ansätzen enthaltenen Zellen ermittelt. 

 

Für jede TLR-Stimulationsart wurde der jeweilige Wert der Grundproliferation der 

DC (Ansätze DC allein) von dem Proliferationswert der Kokultivierung (Ansätze 

DC kokultiviert mit TC) subtrahiert. Dadurch konnte die Proliferationsrate der TC 

aus dem Kokultivierungsansatz ermittelt werden, nachdem diese durch die in dem 

Ansatz enthaltenen DC stimuliert und zur Proliferation angeregt wurden.  

 

2.2.11 Statistik 

Aus den Daten der Einzelexperimente wurden jeweils der Mittelwert, die 

Standardabweichung und der T-Test errechnet. Als statistisch signifikant galten 

dabei p-Werte unter 0,05. Die statistische Datenverarbeitung erfolgte mit Microsoft 

Office Excel 2010. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Die Entwicklung dendritischer Zellen aus Vorläu ferzellen 

Um DC zu generieren, wurden aus wildtypischen und aus Btk-Knockout Mäusen 

Femur und Tibia beider Hinterläufe präpariert und das Knochenmark aus den vier 

Röhrenknochen herausgespült. Die so isolierten Knochenmarkszellen wurden in 

einem GM-CSF–haltigen Nährmedium ausgesät und je nach darauf folgenden 

Versuch für neun oder zehn Tage kultiviert. Dadurch wurden myeloide DC 

generiert (siehe 2.2.4 und 2.2.5). Vor und nach der Kultivierungszeit wurde die 

Zellzahl bestimmt und die Vervielfachung der Zellzahl, d.h. die Generierungs-

effizienz der Zellen (= Anzahl der generierten Zellen / Anzahl der ausgesäten 

Zellen) errechnet. Dadurch sollte ein möglicher Einfluss der Btk auf die GM-CSF-

vermittelte Differenzierung der DC aus den Progenitorzellen des Knochenmarks 

verdeutlicht werden. Um zu untersuchen, ob aufgrund der X-chromosomalen Gen-

lokalisation der Btk das Geschlecht der Mäuse Einfluss auf das Ergebnis nimmt, 

erfolgte die Auswertung für männliche und weibliche Tiere getrennt. 

Die Anzahl an Knochenmarkszellen, die durchschnittlich pro Maus aus den vier 

präparierten Röhrenknochen gewonnen werden konnte, unterschied sich 

zwischen wildtypischen und Btk-Knockout Mäusen nicht wesentlich. Dies galt 

sowohl für die männlichen, als auch für die weiblichen Tiere. Die Bedeutung der 

Btk wurde jedoch nach Kultivierung der Knochenmarkszellen mit GM-CSF 

deutlich, denn die Zellen der Btk-Knockout Mäuse zeigten bei beiden 

Geschlechtern eine signifikant geringere Generierungseffizienz, d.h. aus 

derselben Anzahl ausgesäter Progenitorzellen des Knochenmarks entwickelte sich 

aus den Btk-Knockout Zellen im Vergleich zu den wildtypischen Zellen eine 

geringere Anzahl an myeloiden DC.  

Bei den Weibchen zeigten die DC der wildtypischen Mäuse eine Generierungs-

effizienz von 1,7, die der Btk-Knockout Mäuse dagegen eine Generierungs-

effizienz von 0,8 (p = 0,02).  

Bei den Männchen zeigten die DC der wildtypischen Mäuse eine Generierungs-

effizienz von 0,7, die der Btk-Knockout Mäuse dagegen eine Generierungs-

effizienz von 0,5 (p = 0,03). 
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Das Fehlen der Btk resultierte bei beiden Geschlechtern in einer signifikant 

verringerten Generierungseffizienz der DC.  

Abb. 8 zeigt das Ergebnis der Auswertung. 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Abb. 8: Zellzahlen / Maus (Femur und Tibia beider H interläufe) der beiden Mauslinien (Wildtyp und Btk- Knockout) 

nach Isolation der Zellen aus dem Knochenmark (A.),  sowie nach Kultivierung mit GM-CSF (B.) für Weibch en und 

für Männchen 

Sowohl aus wildtypischen, wie auch aus Btk-Knockout Mäusen wurden Femur und Tibia beider Hinterläufe präpariert und 

die Knochenmarkszellen aus diesen Röhrenknochen gespült und gezählt (A.). Danach wurden die Knochenmarkszellen 

ausgesät und differenzierten unter dem Einfluss des Wachstumsfaktors GM-CSF zu myeloiden dendritischen Zellen. Nach 

Ablauf der Generierungszeit wurden die Zellen erneut gezählt (B.). So konnte die Generierungseffizienz 

(= Anzahl der generierten Zellen / Anzahl der ausgesäten Zellen) der DC zwischen den beiden Mauslinien (Wildtyp und 

Btk-Knockout) verglichen werden. Bei beiden Geschlechtern zeigen die Btk-Knockout Zellen eine signifikant geringere 

Generierungseffizienz als die wildtypischen Kontrollen.  

A. Mittelwerte und SEM (standard error of the mean) der Zahl an Knochenmarkszellen, die pro Maus aus den vier 

Röhrenknochen (Femur und Tibia beider Hinterläufe) isoliert werden konnte. B. Mittelwerte und SEM der Zahl an myeloiden 

DC, die nach Aussäen und Kultivierung der isolierten Zellen pro Maus generiert werden konnte.  

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, DC = dendritische Zellen, GM-CSF = Granulozyten-/Makrophagen-

kolonie stimulierender Faktor, WT = Wildtyp, n = Anzahl der biologischen Replikate. 

A. Anzahl der aus dem Knochenmark isolierten Zellen  pro Maus 

B. Anzahl der unter GM-CSF generierten Zellen pro Ma us 
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Aufgrund der verminderten Generierungseffizienz der Btk-Knockout Zellen, 

wurden für jedes Experiment eine wildtypische Maus und zwei Btk-Knockout 

Mäuse präpariert. So konnte nach der Kultivierung mit GM-CSF für beide 

Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) eine ähnlich hohe Anzahl an myeloiden DC 

generiert werden. 

Die durch den Einfluss von GM-CSF generierten DC wurden vor Durchführung 

der Experimente durchflusszytometrisch auf ihre Reinheit anhand der Expression 

der für myeloide DC charakteristischen Oberflächenmarker CD11b, CD11c und 

MHC-II überprüft. Die Zellpopulationen bestanden dabei stets zu mind. 70 % aus 

Zellen, die eine hohe Expression an CD11b, CD11c und MHC-II aufwiesen, der 

Anteil lag jedoch meist über diesem Wert. Die Reinheit der wildtypischen und 

Btk-Knockout myeloiden DC war dabei stets vergleichbar.  

Abb. 9 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer durchflusszytometrischen Messung 

an wildtypischen (Abb.9 A), sowie an Btk-Knockout DC (Abb.9 B). 
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Abb. 9: Ergebnis  einer durchflusszytometrischen Messung von CD11b un d CD11c zur Kontrolle der Reinheit der 

Zellpopulation der myeloiden DC. A. Messung von Zel len einer wildtypischen Maus, B. Me ssung von Zellen einer 

Btk-Knockout Maus 

Vorläuferzellen des Knochenmarks wurden ausgesät und differenzierten unter dem Einfluss von GM-CSF zu myeloiden 

DC. Nach der Generierungszeit  wurde die Reinheit der Zellpopulation durchflusszytometrisch anhand der Expression von 

CD11b, CD11c und MHC-II überprüft. Exemplarisch sind die Ergebnisse einer Messung dargestellt. Die beiden 

dargestellten Plots beinhalten jeweils den Anteil der lebenden Zellen aus den FSC/SSC-Plots. Der Anteil der Zellen, die 

CD11b und CD11c in hohem Maße exprimieren, ist markiert und prozentual errechnet, er entspricht dem Anteil an 

myeloiden DC in der Zellpopulation.  

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, FSC = 

forward scatter (Vorwärtsstreuung), GM-CSF = Granulozyten-/Makrophagenkolonie stimulierender Faktor, SSC = side

scatter (Seitwärtsstreuung), WT = Wildtyp. 

 

  

 

 

Die Ergebnisse der bisher beschriebenen Analysen der Zellentwicklung lassen 

sich wie folgt zusammenfassen: 

• Die Gesamtzahl an Knochenmarkszellen scheint nicht wesentlich durch die 

Enzymfunktion der Btk beeinflusst zu sein. 

• Die Btk scheint eine bedeutende Rolle für die GM-CSF vermittelte 

Differenzierung der DC aus den Progenitorzellen des Knochenmarks zu spielen, 

was sich zunächst in einer signifikant verringerten Generierungseffizienz 

widerspiegelt. 

• Das Geschlecht der Mäuse hat keinen Einfluss auf diese Beobachtungen. 
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3.2 Analyse von charakteristischen Oberflächenmarke rn 

dendritischer Zellen 

Die DC exprimieren eine Vielzahl an Molekülen auf ihrer Oberfläche, zu denen 

die MHC-Moleküle, Chemokinrezeptoren und Integrine zählen. Diese Moleküle 

steuern und koordinieren die Aufgaben der DC und ermöglichen ihnen die 

Kommunikation und Interaktion mit anderen Zellen. Da diese Moleküle für eine 

intakte Funktion der DC von großer Bedeutung sind, wurde durchflusszytometrisch 

vor allem die Expression einiger wichtiger Integrine, Chemokinrezeptoren und des 

MHC-II Moleküls auf den DC untersucht (siehe 2.2.8). Analysiert wurden die 

Oberflächenmoleküle MHC-II, CD11a, CD11b, CD11c, CD18, CD43, CD44, CD54 

(ICAM-1), CD184 (CXCR4) und CD197 (CCR7). 

Ziel dabei war es, mögliche Unterschiede der Expression von Oberflächen-

markern zwischen wildtypischen und Btk-Knockout DC zu veranschaulichen. Viele 

dieser Oberflächenmoleküle werden verstärkt durch Stimulation der Zellen, zum 

Beispiel mit TLR-Liganden, exprimiert, da diese Stimulation zur Reifung der DC 

beiträgt. Um darüber hinaus die Beteiligung der Btk an den MyD88-abhängigen 

und MyD88-unabhängigen Signalwegen der TLR zu untersuchen, erfolgten die 

Messungen an unstimulierten und an stimulierten DC. Die Stimulation erfolgte mit 

den Liganden der TLR3 (Poly I:C), TLR4 (LPS), TLR7/8 (Imiquimod), sowie TLR9 

(ODN). 

Nach der durchflusszytometrischen Messung der Expression der Oberflächen-

moleküle erfolgte die prozentuale Aufteilung der DC in low, medium und high – je 

nachdem, ob sie eine geringe, eine mittlere oder eine hohe Expression des 

jeweiligen Moleküls aufwiesen. So konnte die Expression der Oberflächen-

moleküle zwischen wildtypischen und Btk-Knockout Zellen verglichen werden. 

Da die Expression der Oberflächenmoleküle in den Einzelmessungen quantitativ 

sehr unterschiedlich ausgeprägt war, konnten die Einzelergebnisse statistisch 

nicht zusammengefasst werden, für jede Messung erfolgte der Vergleich zwischen 

wildtypischen und Btk-Knockout Zellen daher separat. Die Ergebnisse werden im 

Folgenden einzeln für die verschiedenen TLR-Stimulationsarten aufgeführt. 
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3.2.1 Expression von MHC-II 

Auf dem MHC-II Molekül erfolgt die Präsentation von phagozytierten Antigenen 

für CD4-positive TC. Für die Funktion der DC als wichtige antigen-präsentierende 

Zellen hat dieses Molekül daher einen erheblichen Stellenwert. 

 

Die Messungen der Expression dieses Oberflächenmoleküls zeigten folgende 

Ergebnisse: 

• Ohne Stimulation (n=7): in allen sieben Einzelmessungen zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine höhere 

MHC-II Expression. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=5): in allen fünf Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine höhere MHC-II Expression. 

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=7): in allen sieben Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine höhere MHC-II Expression. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=6): in allen sechs Einzel-

messungen zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen 

Kontrollen eine höhere MHC-II Expression. 

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=6): in allen sechs Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine höhere MHC-II Expression. 

 

Btk-Knockout DC scheinen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte 

Expression des MHC-II Moleküls aufzuweisen, Unterschiede zwischen den 

einzelnen TLR-Stimulationsarten, insbesondere zwischen MyD88-abhängigen und 

MyD88-unabhängigen Signalwegen, gab es dabei nicht.  
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Abb. 10 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer für die erhöhte Expression des 

MHC-II Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen repräsentativen Messung: 
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Abb. 10: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der MHC-II Expression auf myeloiden dendritis chen 

Zellen 

Analysiert wurde die Expression des MHC-II Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (low). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen erhöhte 

Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin.   

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipopolysaccharid, ODN = CpG-

Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = Wildtyp. 
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3.2.2 Expression von CD11a 

CD11a assoziiert mit CD18 und bildet die α-Kette des CD11a:CD18-Komplexes 

(LFA-1). CD11a:CD18 vermittelt als kostimulierender Faktor der immunologischen 

Synapse die Adhäsion der DC mit TC und erfüllt weitere Funktionen wie die 

Adhäsion an und Transmigration durch Endothelzellen. 

 

Eine Einzelmessung der Expression dieses Moleküls zeigte folgendes Ergebnis: 

• Ohne Stimulation (n=1): in der Messung zeigten die Btk-Knockout Zellen 

gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte CD11a 

Expression. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=1): in der Messung zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte 

CD11a Expression. 

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=1): in der Messung zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte 

CD11a Expression. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=1): in der Messung zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD11a Expression. 

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=1): in der Messung zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte 

CD11a Expression. 

 

Btk-Knockout DC scheinen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte Expression des CD11a Moleküls aufzuweisen, Unterschiede zwischen 

den einzelnen TLR-Stimulationsarten, insbesondere zwischen MyD88-abhängigen 

und MyD88-unabhängigen Signalwegen, gab es dabei nicht.  

 



3 Ergebnisse 

   

 

 

52 

Abb. 11 zeigt das Ergebnis der Messung der Expression des CD11a Moleküls: 
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Abb. 11: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der CD11a Expression auf myeloiden dendritisc hen 

Zellen  

Analysiert wurde die Expression des CD11a Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (low). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

verminderte Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin.  

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipo-

polysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = 

Wildtyp. 

 

 

3.2.3 Expression von CD11b und CD11c 

Die beiden Oberflächenmoleküle CD11b und CD11c sind - neben dem MHC-II 

Molekül - Marker der myeloiden DC und dienten daher in erster Linie der Kontrolle 

und Markierung der dendritischen Zellpopulation nach der Zellgenerierung mittels 

GM-CSF. Der prozentuale Anteil an CD11b-/CD11c-positiven Zellen lag für beide 

Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) stets bei mind. 70% (siehe 3.1, sowie 

Abb. 9).  

Unterschiede in der Expression dieser Marker zeigten sich zwischen 

wildtypischen DC und Btk-Knockout DC nicht. 
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3.2.4 Expression von CD18  

Das CD18 Molekül bildet die β-Kette des CD11a:CD18-Komplexes (LFA-1) und 

assoziiert mit CD11a. CD11a:CD18 vermittelt als kostimulierender Faktor der 

immunologischen Synapse die Adhäsion der DC mit TC und erfüllt weitere 

Funktionen wie die Adhäsion an und Transmigration durch Endothelzellen. 

 

Die Messungen der Expression dieses Oberflächenmoleküls zeigten folgende 

Ergebnisse: 

• Ohne Stimulation (n=8): in allen acht Einzelmessungen zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte 

CD18 Expression. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=5): in vier Einzelmessungen zeigten 

die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD18 Expression, in einer Messung eine erhöhte. 

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=8): in sieben Einzelmessungen zeigten 

die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD18 Expression, in einer Messung eine erhöhte. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=7): in allen sieben Einzel-

messungen zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen 

Kontrollen eine erniedrigte CD18 Expression. 

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=6): in fünf Einzelmessungen zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD18 Expression, in einer Messung gab es zwischen den 

beiden Mauslinien keine Unterschiede. 

 

Trotz einzelner Abweichungen in wenigen Einzelmessungen lässt sich in den 

Experimenten insgesamt erkennen, dass Btk-Knockout DC gegenüber den 

wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte Expression des CD18 Moleküls zu 

zeigen scheinen. Unterschiede zwischen den einzelnen TLR-Stimulationsarten, 

insbesondere zwischen MyD88-abhängigen und MyD88-unabhängigen Signal-

wegen, gab es dabei nicht. 
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Abb. 12 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer für die erniedrigte Expression des 

CD18 Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen repräsentativen Messung: 
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Abb. 12: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der CD18 Expression auf myeloiden dendritisch en 

Zellen  

Analysiert wurde die Expression des CD18 Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (medium). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

verminderte Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin.   

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipo-

polysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = 

Wildtyp. 
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3.2.5 Expression von CD43 

Das CD43 Molekül (Leukosialin/Sialophorin) ist an der Migration der DC beteiligt 

und spielt darüber hinaus eine Rolle für die Aktivierung von TC.  

 

Die Messungen der Expression dieses Oberflächenmoleküls zeigten folgende 

Ergebnisse: 

• Ohne Stimulation (n=3): in zwei Einzelmessungen zeigten die Btk-Knockout 

Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte CD43 

Expression, in einer Messung gab es zwischen den beiden Mauslinien 

keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=2): in einer Messung zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte 

CD43 Expression, in einer Messung gab es zwischen den beiden 

Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=3): in allen drei Einzelmessungen zeigten 

die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD43 Expression. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=2): in beiden Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine erniedrigte CD43 Expression. 

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=3): in allen drei Einzelmessungen zeigten 

die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD43 Expression. 

 

Trotz einzelner Abweichungen in wenigen Einzelmessungen lässt sich in den 

Experimenten insgesamt erkennen, dass Btk-Knockout DC gegenüber den 

wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte Expression des CD43 Moleküls zu 

zeigen scheinen. Unterschiede zwischen den einzelnen TLR-Stimulationsarten, 

insbesondere zwischen MyD88-abhängigen und MyD88-unabhängigen Signal-

wegen, gab es dabei nicht. 
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Abb. 13 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer für die erniedrigte Expression des 

CD43 Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen repräsentativen Messung: 
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Abb. 13: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der CD43 Expression auf myeloiden dendritisch en 

Zellen  

Analysiert wurde die Expression des CD43 Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (low). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

verminderte Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin.  

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, Btk-KO = Btk-Knockout, LPS = Lipo-

polysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = 

Wildtyp. 

. 
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3.2.6 Expression von CD44 

Das Oberflächenmolekül CD44 ist an der Aktivierung und Kostimulation von TC 

beteiligt.  

 

Die Messungen der Expression dieses Oberflächenmoleküls zeigten folgende 

Ergebnisse: 

• Ohne Stimulation (n=8): in sechs Einzelmessungen zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte 

CD44 Expression, in zwei Messungen gab es zwischen den beiden 

Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=5): in allen fünf Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine erniedrigte CD44 Expression. 

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=8): in vier Einzelmessungen zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD44 Expression, in zwei Messungen eine höhere und in zwei 

Messungen gab es zwischen den beiden Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=7): in drei Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine erniedrigte CD44 Expression, in vier Messungen gab es zwischen 

den beiden Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=6): in vier Einzelmessungen zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erniedrigte CD44 Expression, in zwei Messungen eine erhöhte. 

 

Trotz einzelner Abweichungen in wenigen Einzelmessungen lässt sich in den 

Experimenten insgesamt erkennen, dass Btk-Knockout Zellen gegenüber den 

wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte Expression des CD44 Moleküls zu 

zeigen scheinen. Unterschiede zwischen den einzelnen TLR-Stimulationsarten, 

insbesondere zwischen MyD88-abhängigen und MyD88-unabhängigen Signal-

wegen, gab es dabei nicht.  
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Abb. 14 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer für die erniedrigte Expression des 

CD44 Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen repräsentativen Messung: 
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Abb. 14: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der CD44 Expression auf myeloiden dendritisch en 

Zellen  

Analysiert wurde die Expression des CD44 Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (low). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

verminderte Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin. 

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipo-

polysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = 

Wildtyp. 
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3.2.7 Expression von CD54 (ICAM-1) 

CD54 (ICAM-1) ist der Ligand des LFA-1 Komplexes und wie dieser beteiligt an 

der Adhäsion der DC mit TC.  

 

Die Messungen der Expression dieses Oberflächenmoleküls zeigten folgende 

Ergebnisse: 

• Ohne Stimulation (n=3): in zwei Einzelmessungen zeigten die Btk-Knockout 

Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte CD54 

Expression, in einer Messung eine erniedrigte. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=1): in der Messung zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte 

CD54 Expression. 

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=3): in zwei Einzelmessungen zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte 

CD54 Expression, in einer Messung gab es zwischen den beiden 

Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=2): in beiden Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine erhöhte CD54 Expression.  

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=3): in zwei Einzelmessungen zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte 

CD54 Expression, in einer Messung gab es zwischen den beiden 

Mauslinien keine Unterschiede. 

 

Trotz einzelner Abweichungen in wenigen Einzelmessungen lässt sich in den 

Experimenten insgesamt erkennen, dass Btk-Knockout Zellen gegenüber den 

wildtypischen Kontrollen eine erhöhte Expression des CD54 Moleküls zu zeigen 

scheinen. Unterschiede zwischen den einzelnen TLR-Stimulationsarten, 

insbesondere zwischen MyD88-abhängigen und MyD88-unabhängigen Signal-

wegen, gab es dabei nicht.  
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Abb. 15 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer für die erhöhte Expression des 

Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen repräsentativen Messung: 
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Abb. 15: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der CD54 (ICAM-1) Expression auf myeloiden 

dendritischen Zellen  

Analysiert wurde die Expression des CD54 (ICAM-1) Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (high). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

erhöhte Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin.    

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipo-

polysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR= Toll-like Rezeptor, WT = 

Wildtyp. 
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3.2.8 Expression von CD184 (CXCR4)  

CD184 (CXCR4) ist der Rezeptor für das Chemokin SDF-1 α (CXCL12). Dieses 

Rezeptormolekül ermöglicht den DC daher das Erkennen chemotaktischer Signale 

und eine zielgerichtete Migration. 

 

Die Messungen der Expression dieses Oberflächenmoleküls zeigten folgende 

Ergebnisse: 

• Ohne Stimulation (n=2): in einer Einzelmessung zeigten die Btk-Knockout 

Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte CD184 

Expression, in einer Messung gab es zwischen den beiden Mauslinien 

keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=1): in der Messung zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte 

CD184 Expression. 

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=2): in einer Einzelmessung zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte 

CD184 Expression, in einer Messung gab es zwischen den beiden 

Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=2): in einer Einzelmessung 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine erhöhte CD184 Expression, in einer Messung gab es zwischen den 

beiden Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=1): in der Messung zeigten die Btk-

Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine erhöhte 

CD184 Expression. 

 

Btk-Knockout Zellen scheinen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

erhöhte Expression des CD184 Moleküls aufzuweisen, Unterschiede zwischen 

den einzelnen TLR-Stimulationsarten, insbesondere zwischen MyD88-abhängigen 

und MyD88-unabhängigen Signalwegen, gab es dabei nicht.  
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Abb. 16 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer für die erhöhte Expression des 

CD184 Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen repräsentativen Messung: 
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Abb. 16: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der CD184 (CXCR4) Expression auf myeloiden 

dendritischen Zellen  

Analysiert wurde die Expression des CD184 (CXCR4) Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (low). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen erhöhte 

Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin.    

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipo-

polysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = 

Wildtyp. 
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3.2.9 Expression von CD197 (CCR7) 

CD197 (CCR7) ist der Rezeptor für das Chemokin MIP-3 β (CCL19). Neben 

CD184 (CXCR4) trägt auch dieses Molekül zur chemokin-vermittelten Fortbewe-

gung der DC bei.  

 

Die Messungen der Expression dieses Oberflächenmoleküls zeigten folgende 

Ergebnisse: 

• Ohne Stimulation (n=8): in vier Einzelmessungen zeigten die Btk-Knockout 

Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine niedrigere CD197 

Expression, in einer Messung eine erhöhte Expression und in drei 

Messungen gab es zwischen den beiden Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR3 mit Poly I:C (n=5): in drei Einzelmessungen zeigten 

die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

niedrigere CD197 Expression, in zwei Messungen gab es zwischen den 

beiden Mauslinien keine Unterschiede.  

• Stimulation des TLR4 mit LPS (n=8): in sechs Einzelmessungen zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

niedrigere CD197 Expression, in zwei Messungen gab es zwischen den 

beiden Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod (n=7): in fünf Einzelmessungen 

zeigten die Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

eine niedrigere CD197 Expression, in zwei Messungen gab es zwischen 

den beiden Mauslinien keine Unterschiede. 

• Stimulation des TLR9 mit ODN (n=7): in vier Einzelmessungen zeigten die 

Btk-Knockout Zellen gegenüber den wildtypischen Kontrollen eine 

niedrigere CD197 Expression, in drei Messungen gab es zwischen den 

beiden Mauslinien keine Unterschiede 

 

Trotz einzelner Abweichungen in wenigen Einzelmessungen lässt sich in den 

Experimenten insgesamt erkennen, dass Btk-Knockout Zellen gegenüber den 

wildtypischen Kontrollen eine erniedrigte Expression des CD197 Moleküls zu 

zeigen scheinen. Unterschiede zwischen den einzelnen TLR-Stimulationsarten, 
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insbesondere zwischen MyD88-abhängigen und MyD88-unabhängigen Signal-

wegen, gab es dabei nicht. 

 

Abb. 17 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer für die erniedrigte Expression des 

CD197 Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen repräsentativen Messung: 

 

 
Abb. 17: Ergebnis einer durchflusszytometrischen Me ssung der CD197 (CCR7) Expression auf myeloiden 

dendritischen Zellen  

Analysiert wurde die Expression des CD197 (CCR7) Moleküls auf DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation verschiedener TLR. Die Diagramme zeigen den Prozentsatz an DC mit dem für diese 

Messung höchsten Expressionslevel (medium). Die Ergebnisse weisen auf eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen 

verminderte Expression des Moleküls durch die Btk-Knockout Zellen für alle TLR-Stimulationsarten hin.    

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipo-

polysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = 

Wildtyp. 

 

 

Durch die durchflusszytometrische Analyse der Expression bestimmter 

Oberflächenmoleküle auf unstimulierten und auf mit TLR-Liganden stimulierten DC 

sollten mögliche Unterschiede zwischen wildtypischen und Btk-Knockout Zellen, 

sowie zwischen einzelnen TLR-Stimulationsarten verdeutlicht werden. Es wurden 

dafür sowohl TLR mit MyD88-abhängigem Signalweg (TLR4, TLR7/8, TLR9), 

sowie TLR mit MyD88-unabhängigem Signalweg (TLR3, TLR4) stimuliert. 
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Die Ergebnisse der Analyse der Expression von Oberflächenmolekülen lassen 

sich wie folgt zusammenfassen: 

• Eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen erhöhte Expression scheinen die 

Btk-Knockout DC für MHC-II, CD54 (ICAM-1) und CD184 (CXCR4) aufzuweisen. 

• Eine gegenüber den wildtypischen Kontrollen erniedrigte Expression scheinen 

die Btk-Knockout DC für CD11a, CD18, CD43, CD44 und CD197 (CCR7) 

aufzuweisen. 

• Die Unterschiede in der Expression verschiedener Oberflächenmoleküle 

zeigten sich unabhängig von den einzelnen TLR-Stimulationsarten, es gab keine 

durchgängigen Unterschiede zwischen TLR mit MyD88-abhängigem Signalweg 

und TLR mit MyD88-unabhängigem Signalweg. 

 

3.3 Analyse des Migrationsverhaltens 

Eine wesentliche Funktion der DC ist es, Antigene in den peripheren Geweben 

aufzunehmen und diese in die lymphatischen Organe zu transportieren, um sie 

dort Lymphozyten mithilfe von MHC-Molekülen zu präsentieren. Die Fortbe-

wegung der Zellen erfolgt über eine chemotaktisch gesteuerte, lymphogene 

Migration. Deshalb sollte durch das Experiment zum Migrationsverhalten 

untersucht werden, ob sich die DC aus Btk-Knockout Mäusen in ihrer Fähigkeit zu 

Transmigration und Chemotaxis von DC aus wildtypischen Mäusen unterscheiden. 

Um darüber hinaus die Beteiligung der Btk an den MyD88-abhängigen und 

MyD88-unabhängigen Signalwegen der TLR zu untersuchen, wurden die 

Versuche mit unstimulierten und mit stimulierten DC durchgeführt. Die Stimulation 

erfolgte mit den Liganden für TLR3 (Poly I:C), TLR4 (LPS), TLR7/8 (Imiquimod), 

sowie TLR9 (ODN). 

Unstimulierte und stimulierte Zellen beider Mauslinien (Wildtyp und 

Btk-Knockout) wurden in getrennten Ansätzen in die obere Kammer eines 

Transwellsystems gegeben und konnten entlang eines Chemokingradienten 

(MIP-3 β oder SDF-1 α) durch die Poren eines Siebeinsatzes in die untere 

Kammer des Transwellsystems wandern. Zusätzlich gab es einen dritten Ansatz 

ohne Zugabe eines Chemokins. Die Zahl der migrierten Zellen in der unteren 

Kammer wurde mit dem Input als Referenzwert verglichen. Ermittelt wurde 
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dadurch der prozentuale Anteil an Zellen, der in die untere Kammer migrieren 

konnte, von allen in die obere Kammer gegebenen Zellen (siehe 2.2.9). 

 

Für jede Stimulationsart (ohne Stimulation / Poly I:C / LPS / Imiquimod / ODN) 

wurden die Werte der beiden Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) für die 

jeweilige chemotaktische Stimulation (ohne Stimulans (Medium) / MIP-3 β / SDF-

1 α) verglichen. In die Auswertung konnten je nach Stimulationsart 1 bis 3 

Migrationsversuche miteinbezogen werden. Da die Ansätze pro Versuch jeweils 

doppelt waren, ergab sich abhängig von der Stimulationsart eine Versuchsanzahl 

von n = 2 (Imiquimod), n = 4 (ODN) bzw. n = 6 (ohne Stimulation, Poly I:C, LPS).  

Abb. 18 zeigt das Ergebnis der Migrationsversuche. 
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C. LPS (TLR4) D. Imiquimod  (TLR7/8) 

E. ODN (TLR9) 

 

Abb. 18: Ergebnisse der Migrationsversuche 

Für die Versuche wurden unstimulierte und mit verschiedenen TLR-Liganden stimulierte DC beider Mauslinien (Wildtyp und 

Btk-Knockout) in die obere Kammer eines Transwellsysteme gebracht, die untere Kammer enthielt entweder eines der 

beiden Chemokine MIP-3 β bzw. SDF-1 α oder kein Stimulans (nur Medium). Die Zellen konnten dann entlang eines 

Chemokingradienten in die untere Kammer migrieren. Die Diagramme stellen die Mittelwerte der Migrationsraten der DC (in 

Prozent des Inputs), sowie den SEM (standard error of the mean) für die Stimulationen mit Liganden verschiedener TLR 

dar. Für jede Stimulationsart (A-E) erfolgte die Migration der Zellen auf drei verschiedene chemotaktische Stimuli 

(ohne Stimulans (Medium) / MIP-3 β/ SDF-1 α). Erkennbar ist eine Reduktion der Migrationsfähigkeit der Zellen der 

Btk-Knockout Mäuse gegenüber den wildtypischen Kontrollen in allen Stimulationsarten. A. Migrationsrate ohne TLR-

Stimulation. B. Migrationsrate nach Stimulation des TLR3 mit Poly I:C. C. Migrationsrate nach Stimulation des TLR4 mit 

LPS. D. Migrationsrate nach Stimulation des TLR7/8 mit Imiquimod. E. Migrationsrate nach Stimulation des TLR9 mit ODN. 

Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipopolysaccharid, MIP-3 β = Mouse 

macrophage inflammatory protein-3 beta, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-polycytidylic acid, 

SDF-1 α = Stromal cell-derived factor-1 alpha, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = Wildtyp, n = Anzahl der Einzelexperimente. 

 

A. ohne Stimulation  B. Poly I:C (TLR3)  
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Ohne Stimulation durch einen TLR-Liganden unterschieden sich die DC der 

beiden Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) in ihrem Migrationsverhalten nur 

wenig voneinander (Abb. 18 A). Die Chemokinese der unstimulierten Zellen ohne 

einen chemotaktischen Reiz (Ansatz ohne Stimulans) betrug durchschnittlich nur 

ca. 9% der Zellen. Auf den chemotaktischen Stimulus durch MIP-3 β oder SDF-1 α 

erhöhte sich die Migrationsrate bei beiden Mauslinien dagegen auf durch-

schnittlich ca. 50%.  

Nach Stimulation der TLR3, 4, 7/8 und 9 durch entsprechende Liganden, erhöhte 

sich zum einen der Prozentsatz der migrierten Zellen, zum anderen wurden 

dadurch auch Unterschiede der Migrationsfähigkeit zwischen den wildtypischen 

und den Btk-Knockout Zellen deutlich (Abb. 18 A-E).  

Signifikant geringer zeigte sich die Migrationsrate der Btk-Knockout Zellen auf die 

chemotaktische Stimulation von SDF-1 α nach Stimulation des TLR3 (Signalweg 

MyD88-unabhängig, p = 0,02), TLR7/8 (Signalweg MyD88-abhängig, p = 0,03), 

sowie TLR9 (Signalweg MyD88-abhängig, p = 0,02). Trotz fehlenden Signifikanz-

niveaus war eine tendenziell reduzierte Migrationsfähigkeit der Btk-Knockout DC 

auch für die chemotaktische Stimulation durch SDF-1 α nach Stimulation des 

TLR4 durch LPS (Signalweg MyD88-ab und -unabhängig), sowie für die chemo-

taktische Stimulation durch MIP-3 β für alle TLR-Stimulationsarten erkennbar. 

Der Vergleich der Ansätze der verschiedenen chemotaktischen Stimuli 

(ohne Stimulans (Medium) / MIP-3 β / SDF-1 α) macht deutlich, dass die DC 

neben der Aktivierung durch einen TLR-Liganden auch einen chemotaktischen 

Stimulus benötigen, um effizient migrieren zu können. Ohne die Zugabe eines 

Chemokins (Ansatz ohne Stimulans) lag der Prozentsatz der migrierten Zellen mit 

TLR-Stimulation je nach Stimulationsart zwischen 10% - 30%. In den Ansätzen 

jedoch, die einen chemotaktischen Stimulus enthielten, erhöhte sich die 

Migrationsrate bei den wildtypischen Zellen um ein Vielfaches und lag meist über 

50%. Auch die Btk-Knockout Zellen zeigten auf den chemotaktischen Stimulus 

einen Anstieg der Migrationsrate, wenn auch weniger deutlich als die 

wildtypischen Kontrollen. 
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Durch die Versuche zu Chemotaxis und Migrationsverhalten sollte ein möglicher 

Einfluss der Btk auf diese Funktionen der DC verdeutlicht werden. Um mögliche 

Unterschiede zwischen verschiedenen TLR-Stimulationsarten zu untersuchen, 

wurden für die Experimente sowohl TLR mit MyD88-abhängigem Signalweg 

(TLR4, TLR7/8, TLR9), als auch TLR mit MyD88-unabhängigem Signalweg 

(TLR3, TLR4) stimuliert. 

 

Die Ergebnisse der Experimente zum Migrationsverhalten lassen sich wie folgt 

zusammenfassen: 

• Btk-Knockout DC scheinen eine verminderte, chemotaktisch gesteuerte 

Migrationsfähigkeit zu besitzen, eine intakte Enzymfunktion der Btk scheint für 

die volle Migrationsfähigkeit der DC erforderlich zu sein. 

• Das unterschiedliche Migrationsverhalten zwischen den beiden Mauslinien 

(Wildtyp und Btk-Knockout) zeigte sich sowohl nach Stimulation von TLR mit 

MyD88-abhängigen, als auch nach Stimulationen von TLR mit MyD88-unab-

hängigem Signalweg.  

 

3.4 Analyse der Kokultivierung dendritischer Zellen  mit T-Zellen 

Die DC stimulieren in den lymphatischen Organen TC, die einen spezifischen 

T-Zell Rezeptor zu den von den DC präsentierten Antigenen besitzen. Dadurch 

werden weitere immunologische Reaktionen initiiert. Das Experiment der Ko-

kultivierung sollte Aufschluss darüber bringen, ob sich die DC der Btk-Knockout 

Mäuse in ihrer Fähigkeit, TC zu aktivieren von den DC aus wildtypischen Mäusen 

unterscheiden.  

Um darüber hinaus die Beteiligung der Btk an den MyD88-abhängigen und 

MyD88-unabhängigen Signalwegen der TLR zu untersuchen, erfolgten die 

Versuche mit unstimulierten und mit stimulierten DC. Die Stimulation erfolgte mit 

den Liganden der TLR3 (Poly I:C), TLR4 (LPS), TLR7/8 (Imiquimod), sowie TLR9 

(ODN). 
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Für die Auswertung wurden die Proliferationsraten der Zellen aus folgenden 

Ansätzen ermittelt (siehe 2.2.10): 

• TC allein (negative Kontrolle)  

• TC stimuliert mit αCD3/CD28 (positive Kontrolle) 

• WT-DC allein (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

• WT-DC kokultiviert mit TC (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

• KO-DC allein (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

• KO-DC kokultiviert mit TC (für verschiedene TLR-Stimulationsarten) 

 

Durch die Subtraktion der Grundproliferation der DC (Ansatz DC allein) von dem 

Proliferationswert der Kokultivierung (Ansatz DC kokultiviert mit TC) konnte für 

jede Stimulationsart (ohne Stimulation / Poly I:C / LPS / Imiquimod / ODN) die 

Proliferationsrate der TC aus dem Kokultivierungsansatz ermittelt werden, 

nachdem diese durch die in dem Ansatz enthaltenen DC stimuliert wurden.  

In die Auswertung konnten für die Stimulationsarten Poly I:C und ODN ein 

Einzelexperiment, sowie für die Stimulationsarten ohne Stimulation, LPS und 

Imiquimod jeweils drei Einzelexperimente miteinbezogen werden. Da jedes 

Experiment in Tripletts angeordnet war, ergab sich eine Zahl an Einzelex-

perimenten von n=3 (Poly I:C, ODN) bzw. n=9 (ohne Stimulation, LPS, 

Imiquimod). 

Abb. 19 zeigt das Ergebnis des Versuchs der Kokultivierung von DC und TC. 
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Die Auswertung der Kontrollen bestätigt eine sehr hohe Proliferationsrate der 

Ansätze TC stimuliert mit αCD3/CD28 (positive Kontrolle) mit einem Mittelwert von 

41.485 cpm (counts per minute), sowie eine sehr niedrige Rate der Ansätze TC 

allein (negative Kontrolle) mit einem Mittelwert von 712 cpm.  

Ein signifikanter Unterschied zwischen wildtypischen DC und Btk-Knockout DC in 

ihrer Fähigkeit zur Stimulation von TC konnte für keine Stimulationsart beobachtet 

werden. Obwohl die Ergebnisse kein ausreichendes Signifikanzniveau erreichen, 

lassen die TC, welche mit DC aus Btk-Knockout Mäusen kokultiviert wurden, 

dennoch insgesamt eine höhere Proliferationsrate erkennen, als die TC, welche 

mit wildtypischen DC kokultiviert wurden. Dies galt für alle TLR-Stimulationsarten, 

mit Ausnahme der Stimulation des TLR9 durch ODN (Signalweg MyD88-ab-

hängig). Hier führte die Stimulation durch Btk-Knockout Zellen zu einer geringeren 

Proliferationsrate der TC, als die Stimulation durch wildtypische Zellen. 

Abb. 19: Ergebnisse  der Kokultivierungsversuche dendritischer Zellen mit T -Zellen  

Für die Versuche wurden DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) nach Stimulation mit Liganden verschiedener TLR 

für 48 h mit TC kokultiviert und die Proliferationsrate der TC nach Stimulation durch die DC gemessen. Dargestellt ist der 

Mittelwert (in cpm, counts per minute), sowie der SEM (standard error of the mean) der Proliferationsraten der TC in den 

Kontrollansätzen, sowie den Kokultivierungsansätzen mit DC. A. Proliferationsrate der TC in der positiven Kontrolle (nach 

maximaler Stimulation durch αCD3 und αCD28) und der negativen Kontrolle (ohne Stimulation). B. Proliferationsrate der TC

nach der Kokultivierung mit DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) ohne Stimulation, sowie nach Stimulation mit 

den Liganden verschiedener TLR. Mit Ausnahme der Stimulation des TLR9 durch ODN ließen die Btk-Knockout DC in allen 

Stimulationsarten ein tendenziell erhöhtes Potential zur Stimulation von TC erkennen, signifikante Unterschiede zeigten sich 

jedoch nicht. 

α = Zeichen für Antikörper, Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Btk-KO = Btk-Knockout, CD = Cluster of differentiation, cpm = counts 

per minute, DC = dendritische Zellen, LPS = Lipopolysaccharid, ODN = CpG-Oligodesoxynucleotid, Poly I:C = Polyinosine-

polycytidylic acid, TC = T-Zelle, TLR = Toll-like Rezeptor, WT = Wildtyp, n = Anzahl der Einzelexperimente. 
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Mit dem Experiment der Kokultivierung sollten wildtypische und Btk-Knockout DC 

in ihrer Fähigkeit zur Aktivierung von TC verglichen, sowie mögliche Unterschiede 

zwischen verschiedenen TLR-Stimulationsarten untersucht werden. Es wurden 

dafür sowohl TLR mit MyD88-abhängigem Signalweg (TLR4, TLR7/8, TLR9), als 

auch TLR mit MyD88-unabhängigem Signalweg (TLR3, TLR4) stimuliert. 

 

Die Ergebnisse der Experimente zur Kokultivierung lassen sich wie folgt 

zusammenfassen: 

• Btk-Knockout DC besitzen möglicherweise ein erhöhtes Potential zur 

Stimulation von TC. 

• Diese Beobachtung konnte sowohl nach Stimulation von TLR mit MyD88-ab-

hängigen (mit Ausnahme des TLR9), als auch nach Stimulation von TLR mit 

MyD88-unabhängigen Signalwegen gemacht werden.  
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4 Diskussion 

4.1 Der Einfluss der Btk auf die Entwicklung dendri tischer Zellen 

Um DC für die Versuche dieser Arbeit zu generieren, wurden pluripotente 

Vorläuferzellen aus dem Knochenmark von wildtypischen und von Btk-Knockout 

Mäusen gewonnen. Obwohl vorhergehende Untersuchungen aufgrund einer 

gesteigerter Granulopoese eine höhere Zahl an Knochenmarkszellen in 

Btk-defizienten Mäusen feststellen konnten [26], unterschied sich in dieser Arbeit 

die Zahl der Zellen, die sich aus dem Knochenmark der Mäuse isolieren ließ, 

zwischen den beiden Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) nicht wesentlich. 

Dies könnte darin begründet sein, dass in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur 

erwähnten Studie eine kleinere Kohorte analysiert wurde.  

Die Progenitorzellen des Knochenmarks wurden in GM-CSF-haltigen Zellmedium 

ausgesät und differenzierten unter dem Einfluss dieses Wachstumsfaktors nach 

einigen Tagen Kultivierungszeit zu myeloiden DC (siehe 2.2.5). Obwohl die 

Gesamtzahl an Progenitorzellen aus dem Knochenmark durch die Btk nicht 

wesentlich beeinflusst schien, zeigten sich deutliche Unterschiede bezüglich der 

Anzahl an myeloiden DC nach Kultivierung der Vorläuferzellen mit dem 

Wachstumsfaktor GM-CSF. Die Generierungseffizienz der Btk-Knockout DC war 

gegenüber den wildtypischen Kontrollen signifikant verringert. Das Geschlecht der 

Tiere hatte auf dieses Ergebnis keinen Einfluss (siehe 3.1). Diese Beobachtung 

steht im Einklang mit dem Ergebnis vorhergehender Studien unserer Arbeits-

gruppe, die ebenfalls einen Einfluss der Btk auf die Differenzierung der DC aus 

ihren Vorläuferzellen belegen konnten [123].  

 

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, welche Rolle der 

Btk für die Entwicklung und Differenzierung der DC zukommt. Der komplexe 

Entwicklungsweg einer DC aus ihrer Stammzelle des Knochenmarks wird von 

einer Vielzahl an Faktoren beeinflusst. Ausgehend von den CD34-positiven 

hämatopoetischen Stammzellen gibt es zwei große Entwicklungslinien. Aus 

lymphoiden Stammzellen (CLP, common lymphoid progenitor) entstehen alle 

Zellen der lymphoiden Zellreihe, aus myeloiden Stammzellen (common myeloid 
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progenitor, CMP) alle myeloiden Zellen. Aus den CMP gehen die 

Megakaryozyten-Erythrozyten Vorläuferzellen (megakaryocyte-erythrocyte pro-

genitor, MEP), sowie die Granulozyten-Monozyten Vorläuferzellen (granulocyte-

monocyte progenitor, GMP) hervor. Aus den GMP schließlich entwickeln sich 

Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, Granulozyten, sowie die DC [45]. Diese 

Entwicklungswege werden von vielzähligen Wachstums- und Transkriptions-

faktoren gesteuert. Für die myeloide Zellreihe spielen hier vor allem der 

Wachstumsfaktor GM-CSF, Signale über TLR [57, 78], die Transkriptionsfaktoren 

C/EBPα und PU.1 [45], sowie der Zytokinrezeptor Flt3 (FMS-like tyrosine 

kinase 3) [54] eine Rolle. Der Einfluss der Btk, welcher dem in dieser Arbeit 

beobachteten verminderten Entwicklungspotential bei Btk-Knockout DC zu Grunde 

liegt, kann jeden Entwicklungsschritt, sowie jeden der beteiligten Wachstums- oder 

Transkriptionsfaktoren betreffen. Es gibt jedoch bereits Untersuchungen, die auf 

ganz bestimmte Ursachen für diese Beobachtung hinweisen.  

Im Knochenmark Btk-defizienter Mäuse konnte beispielsweise ein verminderter 

relativer Anteil an GMP beobachtet werden [26]. Wenn konstitutionell bereits 

anteilig weniger Vorläuferzellen vorliegen, aus denen DC entstehen können, so 

könnte dies ein Grund für das beobachtete verminderte Entwicklungspotential 

sein. Da jedoch die absolute Zellzahl an GMP im Knochenmark Btk-defizienter 

Mäuse in dieser Studie wiederum vergleichbar mit den wildtypischen Kontrollen 

war, ist die Konsequenz dieser unterschiedlichen Zellverteilung fraglich.  

Andere Untersuchungen wiesen darüber hinaus einen reduzierten Stoffwechsel-

umsatz in Btk-Knockout Zellen nach [123]. Auch dies könnte Ursache der ver-

minderten Differenzierungsrate sein oder zumindest zu dieser Tatsache bei-

tragen. 

Die Grundlage für einen anderen Erklärungsansatz bietet die Beobachtung, dass 

in GMP aus Btk-Knockout Mäusen eine verminderte Expression der α-Kette des 

GM-CSF Rezeptors (GM-CSFRα) beobachtet werden konnte [26]. Wenn es den 

Btk-Knockout Zellen an intakten GM-CSF Rezeptoren fehlt, kommt es dadurch 

möglicherweise auch zu einer eingeschränkten Signalweiterleitung der 

aktivierenden Wachstumssignale durch GM-CSF an diesem Rezeptor. Dies 

könnte eine reduzierte Differenzierung der Zellen erklären.  



4 Diskussion 

   

 

 

75 

Die Expression des Gens für GM-CSFRα (Csf2ra) wird reguliert durch die 

Transkriptionsfaktoren PU.1 und C/EBPα [42]. Eine verminderte Expression von 

Csf2ra konnte neben Btk-defizienten GMP, auch an Makrophagen nachgewiesen 

werden, die keine Enzymfunktion der beiden Kinasen Btk und Tec besaßen [73]. 

Eine mögliche Ursache dafür könnte eine Interaktion der Btk und/oder Tec mit den 

erwähnten Transkriptionsfaktoren selbst oder den zu ihrer Aktivierung not-

wendigen Signalwegen sein. Ob dies aber auch der reduzierten Differenzierung 

der DC zu Grunde liegt, ist fraglich, denn Btk-/Tec-Knockout DC zeigten in dieser 

Untersuchung ein normal hohes Expressionslevel an GM-CSFRα [73]. Dennoch 

ist eine Beteiligung der Btk am Signalweg des GM-CSF Rezeptors als Ursache 

der verminderten Entwicklung denkbar. Darauf weisen auch Untersuchungen hin, 

die eine Phosphorylierung der Btk auf die Rezeptorsignale von GM-CSF bei 

wildtypischen neutrophilen Granulozyten belegen konnten. Auch bei diesen aus 

GMP entstehenden Zellen kam es durch das Fehlen der Btk zu einer verminderten 

Differenzierungsrate [26]. Ob sich diese Beobachtungen allerdings auch auf DC 

übertragen lassen, ist bisher noch unklar.  

Der Transkriptionsfaktor PU.1 reguliert neben der Genexpression von 

GM-CSFRα auch die Expression einer Vielzahl weiterer Gene. In DC sind dies 

unter anderem die Gene der Oberflächenmoleküle CD11b [87], CD11c [66], sowie 

CD18 [97]. Auch die Expression von Flt3, ein für die Entwicklung der DC 

wesentlicher Rezeptor, wird von PU.1 beeinflusst [12]. Die besondere Relevanz 

von PU.1 für die Entwicklung der DC wird auch durch die Beobachtung deutlich, 

dass PU.1-defiziente Vorläuferzellen in vitro nach Gabe von GM-CSF nicht in der 

Lage sind, zu DC auszudifferenzieren [12]. Die Einbindung des Transkriptions-

faktors PU.1 in diese Vielfalt von Regulationsmechanismen, die für die 

Entwicklung der DC wesentlich sind, macht ihn für die Erklärung der beobachteten 

Entwicklungsreduktion interessant. Dabei könnten die Effekte der PU.1-Aktivität 

von einer Aktivierung der Btk abhängig sein. Hinweise darauf gibt auch die 

Beobachtung, dass das Fehlen von PU.1 bei Mäusen zu einer vermehrten 

Granulopoese zu führt [16]. Eine solche Erhöhung der Granulozytenzahl konnte 

sowohl in der Milz, als auch im Knochenmark von Btk-Knockout Mäusen 

beobachtet werden [26, 55]. Beachtenswert in diesem Zusammenhang ist auch 

die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Reduktion der Expression des Ober-
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flächenmoleküls CD18 in Btk-Knockout Mäusen, dessen Genexpression ebenfalls 

durch PU.1 reguliert wird [97] (siehe 3.2.4). 

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen in Verbindung mit vorher-

gehenden Beobachtungen auf einen Einfluss der Btk auf die Vorgänge der 

Differenzierung der DC aus ihren Vorläuferzellen des Knochenmarks hin. Wenn 

auch einige Anhaltspunkte bereits auf bestimmte Gründe für diese Tatsache 

hinweisen, sind die genauen ursächlichen Mechanismen noch unklar und bieten 

interessante Ausgangspunkte für weitergehende Untersuchungen. Aufschluss-

reich für die Beantwortung der Frage, welche Bedeutung der Btk für die Ent-

wicklung der DC zukommt und welche Mechanismen für die verminderte 

Differenzierungsrate verantwortlich sind, wären beispielsweise spezifische Unter-

suchungen einer Interaktion der Btk mit dem Transkriptionsfaktor PU.1 oder mit 

anderen regulierenden Faktoren der GMP-Zelldifferenzierung. Auch eine weitere 

Aufschlüsselung des GM-CSF Rezeptor Signalwegs, sowie der daran beteiligten 

Moleküle könnte zum Verständnis einer möglichen Involvierung der Btk in diesem 

Signalweg beitragen. 

 

4.2 Die Bedeutung der Btk für die Chemotaxis dendri tischer Zellen 

DC phagozytieren in den peripheren Geweben des Körpers pathogene und 

körpereigene Antigene und transportieren diese dann gebunden auf dem 

MHC-Komplex an Orte hoher Lymphozytendichte. Dies geschieht über eine 

chemotaktisch gesteuerte, lymphogene Migration, durch welche die Information 

einer Infektion oder Gewebsschädigung an immunkompetente Zellen weiter-

getragen und eine adäquate Immunantwort initiiert wird. Die Bedeutung der Btk für 

diese zentrale Fähigkeit der DC wurde in der vorliegenden Arbeit funktionell in 

Migrationsversuchen analysiert. Dafür wurde die chemotaktische Fortbewegung 

unstimulierter und stimulierter DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) 

auf die chemotaktischen Signale von MIP-3 β und SDF-1 α untersucht. Darüber 

hinaus sollte die durchflusszytometrische Analyse der Expression der beiden 

Chemokinrezeptoren CD184 (CXCR4) und CD197 (CCR7), des CD11a:CD18-
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Komplexes (LFA-1), sowie des Galectin-1 Rezeptors CD43 weitere Hinweise auf 

einen möglichen Einfluss der Btk auf die Migrationsfähigkeit der DC geben.  

In den Migrationsversuchen zeigten die Btk-Knockout DC in allen 

TLR-Stimulationsarten eine geringere Migrationsaktivität als die wildtypischen 

Kontrollen (siehe 3.3). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Untersuchungen, die 

bereits einen Einfluss der Btk auf die MIP-3 β- und SDF-1 α-vermittelte 

Chemotaxis von DC [55], sowie die SDF-1 α vermittelte Chemotaxis von B-Zellen 

[17] belegen konnten. Auch Btk-defiziente Mastzellen zeigten gegenüber den 

wildtypischen Kontrollen eine geringere, antigen-vermittelte chemotaktische 

Migration [58]. Andere Untersuchungen konnten bei Btk-Knockout Mäusen 

gegenüber wildtypischen Kontrollen darüber hinaus eine reduzierte Zahl an DC im 

Zellpool der Milz belegen [123]. Auch diese Beobachtung unterstreicht eine 

möglicherweise verminderte Migrationsfähigkeit der DC, die in einem 

Btk-defizienten Organismus vielleicht in verminderter Zahl in die Organe des 

lymphatischen Systems gelangen könnten. 

 

Welche Mechanismen der Verminderung der Chemotaxis zu Grunde liegen 

könnten, ist bislang unklar. Aus dem Aufbau der durchgeführten Versuche lassen 

sich grundsätzlich zwei mögliche Ursachen für das beobachtete Defizit in der 

Migrationsfähigkeit der Btk-Knockout Zellen ableiten.  

Zum einen könnte das Erkennen oder die Weiterleitung der Signale der beiden 

Chemokine (MIP-3 β bzw. SDF-1 α) an ihren Rezeptoren (CD197 bzw. CD184) 

auf den DC beeinträchtigt sein. In diesem Fall wären die Btk-Knockout Zellen zwar 

zur Migration fähig, es würde ihnen jedoch funktionell an aktivierenden 

chemotaktischen Signalen mangeln. Der verminderte Anreiz zur Chemotaxis wäre 

so der Grund für die verminderte Migrationsaktivität. Dafür spricht, dass sich die 

Unterschiede zwischen Btk-Knockout DC und den wildtypischen Kontrollen in den 

Versuchen zumeist erst nach Zugabe der jeweiligen chemotaktisch wirkenden 

Stimulanzien (MIP-3 β bzw. SDF-1 α) zeigten, die ungerichtete Migration der 

Zellen (Chemokinese) in den Ansätzen ohne Chemokin (ohne Stimulans) 

zwischen den beiden Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) dagegen meist 

vergleichbar hoch war. Auf die Chemotaxis der DC hatte die Enzymfunktion der 
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Btk also einen erheblichen Einfluss, während die Chemokinese der Zellen 

dagegen nicht wesentlich beeinflusst war. 

Die durchflusszytometrische Analyse der Expression der beiden Chemokin-

rezeptoren CD184 (CXCR4) und CD197 (CCR7) auf unstimulierten und auf 

stimulierten DC beider Mauslinien (Wildtyp und Btk-Knockout) zeigte eine 

tendenziell verminderte Expression des MIP-3 β Rezeptors CD197 (CCR7) auf 

den Btk-Knockout Zellen (siehe 3.2.9). Die Expression des SDF-1 α Rezeptors 

CD184 (CXCR4) war in einer der durchgeführten Messungen dagegen bei den 

Btk-Knockout Zellen leicht erhöht (siehe 3.2.8). Die Migrationsaktivität der 

Btk-Knockout Zellen reduzierte sich in den durchgeführten Experimenten jedoch 

auf die Signale beider Chemokine um einen ähnlichen Prozentsatz. Die 

Ergebnisse der Integrinmessung sind in diesem Punkt daher eher kritisch zu 

bewerten und bieten keine vollständige Erklärung für die beobachtete 

Verminderung der Migrationsaktivität. Eine eindeutig verringerte Expression der 

Chemokinrezeptoren als Ursache für die bei Btk-Knockout beobachtete verringerte 

Chemotaxis konnte nicht festgestellt werden. Doch auch bei intakter Rezeptor-

expression von CD184 (CXCR4) und CD197 (CCR7) auf den DC könnte das 

Fehlen der Btk zu einer Störung der Signalweiterleitung an diesen Rezeptoren 

führen und die Migrationsaktivität der Btk-Knockout DC verringern. 

Eine zweite mögliche Ursache für die reduzierte Chemotaxis könnte ein 

intrinsischer Defekt an Strukturen oder Vorgängen sein, welche die zelluläre 

Fortbewegung ermöglichen. In diesem Fall erhielten die Btk-Knockout DC die 

aktivierenden Signale der Chemokine zwar, es wäre ihnen jedoch nicht möglich, 

die chemotaktischen Signale an ihren Rezeptoren mit einer entsprechend 

gesteigerten Migrationsaktivität zu beantworten. Grundlage der zellulären 

Fortbewegung ist die dynamische Umgestaltung bestimmter zellulärer Proteine 

(Aktine). Fibrilläre Aktingerüste werden dabei durch Polymerisation in 

Bewegungsrichtung aufgebaut. Dies führt zu Ausbildung von Zellfortsätzen 

(Lamellipodien und Filopodien) und Ortsverschiebung der Zelle. Interessant in 

diesem Zusammenhang sind Studien, die bereits Unterschiede im Aktin-Phänotyp, 

sowie eine verminderte Ausbildung von Filopodien an DC aus Btk-Knockout 

Mäusen feststellen konnten [123]. Dies weist auf eine beeinträchtigte Organisation 

des Zytoskeletts als Ursache für die verminderte Migrationsfähigkeit hin. Bekräftigt 
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wird diese Vermutung auch durch Untersuchungen, die eine reduzierte Migrations-

fähigkeit auf chemotaktische Signale bei Btk-defizienten Mastzellen nachweisen 

konnten. Ursache hierfür war eine Beeinträchtigung der Ca2+-vermittelten Signal-

kaskade, sowie der Organisation des F-Actins aufgrund der fehlenden Enzym-

funktion der Btk [58]. Darüber hinaus konnte auch in B-Zellen ein Einfluss der Btk 

auf die aktin-vermittelten, zytoskelettalen Strukturierungsvorgänge beobachtet 

werden [61, 107]. Auch die Funktion der Btk als Bindungspartner für das auf 

myeloide Zellen chemotaktisch wirkende HIMF-Molekül (hypoxia induced 

mitogenic factor) unterstreicht ihre Rolle für die Zellmigration [115]. 

Die Organisation des Zytoskeletts in DC wird von einer Vielzahl an Molekülen 

reguliert. Unter anderem gehören dazu die beiden GTPasen Rac und Rho, sowie 

PI3Kγ (Phosphoinositid-3-kinase) und WASP (Wiskott-Aldrich syndrome 

protein) [10, 18, 19]. Auch Vav1, ein Protein der Vav-Familie, trägt zu einer 

intakten Migration bei. Vav1 fungiert dabei als Guanosin-Austauschfaktor für die 

Moleküle Rac1, Rac2 und RhoA. Interessanterweise konnte eine Interaktion der 

Btk mit einem weiteren Mitglied der Vav-Familie (Vav2) [35, 107, 135], sowie mit 

WASP [107] in B-Zellen nachgewiesen werden. Auch in Mastzellen scheint die Btk 

für die Funktion von WASP Bedeutung zu besitzen [122]. Hätte die Enzymfunktion 

der Btk auch in den DC einen Stellenwert für die Funktion von Vav1 und WASP, 

so könnte dies ein Grund für den beobachteten Defekt der Migrationsfähigkeit von 

DC aus Btk-Knockout Mäusen sein. Diese Vermutung entkräften jedoch Studien, 

in denen Vav1-defiziente DC sogar eine erhöhte Migrationsaktivität zeigten [112]. 

 

Um ein tieferes Verständnis für den Einfluss der Btk auf die Migration der DC zu 

erhalten, wurde neben den funktionellen Versuchen zur Chemotaxis in dieser 

Arbeit auch die Expression des Oberflächenmoleküls CD43, sowie des 

CD11a:CD18-Komplexes (LFA-1) durchflusszytometrisch ermittelt. Signale von 

Galectin-1 an CD43 führen zu einer verstärkten Expression von Genen, die für die 

Zellmotilität eine Rolle spielen und die Zellmigration verstärken [30]. In allen 

TLR-Stimulationsarten gab es Hinweise auf eine weniger starke Expression dieses 

Moleküls auf den Btk-Knockout Zellen (siehe 3.2.5). CD11a:CD18 (LFA-1) ist Teil 

der immunologischen Synapse zwischen DC und TC, der Komplex vermittelt 

darüber hinaus auch die Adhäsion an und die Transmigration durch lymphatische 
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Endothelzellen und ermöglicht es den DC, in lymphatische Gewebe zu ge-

langen [98, 104]. Die durchflusszytometrische Analyse der Expression dieser 

Moleküle gab starke Hinweise auf eine verringerte Expression des 

CD11a:CD18-Komplexes (LFA-1) auf den Btk-Knockout Zellen (siehe 3.2.2 und 

3.2.4).  

 

Wenn auch die genauen zu Grunde liegenden Mechanismen noch unklar sind, 

so wird durch die in dieser Arbeit festgestellten Beobachtungen, in Verbindung mit 

vorhergehenden Untersuchungen an B-Zellen und Mastzellen, sowie den 

Zellanalysen der Milz dennoch deutlich, dass der Btk eine bedeutende Rolle für 

die chemotaktische Fortbewegung zukommt. Es scheint möglich, dass die 

verminderte Chemotaxis, sowie die möglicherweise reduzierte Expression des 

Galectin-1 Rezeptors CD43 und des CD11a:CD18-Komplexes (LFA-1) eine 

Reduktion der Fortbewegungsfähigkeit der DC zur Folge hat. In einem 

Btk-defizienten Organismus hätte dies grundlegende funktionelle Folgen. Sind die 

DC des Körpers nicht oder nicht ausreichend in der Lage, sich in den peripheren 

Geweben zu verteilen, so können sie dort ihre Funktion als immunologische 

Wächter nicht erfüllen. Auch die Information einer Gewebsinfektion oder 

-schädigung würde die immunkompetenten Zellen der lymphatischen Organe nur 

eingeschränkt erreichen, wenn den DC die lymphogene Migration aus der 

Peripherie nicht möglich wäre. Ein wichtiger Pfeiler immunologischer Prozesse für 

die Bekämpfung von Erregern wäre dadurch limitiert. Möglicherweise ist dies Teil 

der Ursache der bei XLA-Patienten beobachteten Infektionsanfälligkeit. 
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4.3 Die Rolle der Btk in der Aktivierung von T-Zell en durch 

dendritische Zellen 

Neben der Bedeutung der Btk für die Migration der DC, wurde in der 

vorliegenden Arbeit auch der Einfluss dieses Enzyms auf die Fähigkeit der DC zur 

Aktivierung von TC untersucht. Dies wurde funktionell in Kokultivierungs-Assays, 

sowie anhand der durchflusszytometrischen Bestimmung der Expression der 

Moleküle CD11a:CD18 (LFA-1), CD44, CD54 (ICAM-1), sowie MHC-II untersucht. 

 

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigten die Btk-Knockout Zellen eine 

erhöhte Expression des für die Antigenpräsentation wesentlichen MHC-II Moleküls 

(siehe 3.2.1). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit vorhergehenden Studien, die 

neben einer erhöhten, LPS-induzierten Expression von MHC-II auch eine 

gesteigerte Expression kostimulatorischer Moleküle wie CD40, CD80 und CD86 

bei den Btk-Knockout Zellen nachweisen konnten [53, 123]. Diese Moleküle sind 

Zeichen der Immunkompetenz und der Reifung der DC. Als Ursache für diese 

Beobachtung wurde die bei Btk-Knockout Mäusen verminderte, TLR-vermittelte 

Sekretion des immunsuppressiven IL-10 angesehen [53]. Unter physiologischen 

Bedingungen dient die durch NF-κB und Btk-Beteiligung vermittelte Sekretion von 

IL-10 der Kontrolle und Eindämmung immunologischer Reaktionen als Schutz vor 

Autoimmunität [82]. Die beobachtete Erhöhung der Expression der oben er-

wähnten immunstimulatorischen Moleküle auf Btk-Knockout DC könnte aus der 

reduzierten Sekretion von IL-10 resultieren und weist der Btk eine mögliche 

Funktion als negativer Regulator der Immunkompetenz und der Reifung der DC 

zu. Die kürzlich belegte Beteiligung der Btk an der durch den hepatic growth factor 

(HGF) induzierten Inhibierung der Aktivität der DC unterstreicht diese Funktion des 

Enzyms. Die Aktivität der Btk erwies sich dabei als unerlässlich für die HGF-

induzierte Sekretion von IL-10 durch die DC [108].  

 

Wie sich die mögliche Erhöhung kostimulierender und antigen-präsentierender 

Moleküle auf den Btk-Knockout DC auf die Stimulation von TC auswirken könnte, 

ist bislang unklar. Einige Untersuchungen konnten an Btk-Knockout DC neben der 

erhöhten Expression von kostimulatorischen Molekülen auch eine gesteigerte 
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Stimulation von TC beobachten [53]. Andere Studien kamen dagegen zu dem 

Schluss, dass ein Fehlen der Btk-Enzymfunktion die Fähigkeit der DC zur 

Aktivierung von TC beeinträchtigt [55]. Analog dazu konnte auch eine verminderte 

Sekretion von IL-12 und IL-18 durch murine Btk-defiziente DC nach Stimulation 

durch LPS beobachtet werden, was wiederum zu einer verringerten Interleukin-

vermittelten Produktion von IFN-γ durch natürliche Killerzellen führte [80].  

In den Kokultivierungs-Assays der DC mit TC dieser Arbeit, ergaben sich je nach 

TLR-Stimulationsart unterschiedliche Tendenzen (siehe 3.4). Die TC, welche von 

Btk-Knockout DC aktiviert wurden, zeigten eine leicht höhere Proliferationsrate 

nach Stimulation mit den Liganden der TLR3 (Signalweg MyD88-unabhängig), 

TLR4 (Signalweg MyD88 abhängig oder MyD88-unabhängig) und TLR7/8 (Signal-

weg MyD88-abhängig). Das Fehlen der Btk schien in diesen Fällen die Kompetenz 

der DC zur Stimulation von TC zu erhöhen. Nach Stimulation der DC mit dem 

Liganden des TLR9 (Signalweg MyD88-abhängig), zeigten die durch Btk-Knockout 

DC aktivierten TC dagegen eine leicht geringere Proliferationsrate. Lag keine 

Stimulation durch einen TLR-Liganden vor, so ergaben sich keine wesentlichen 

Unterschiede. Bei sehr hohen Werten der Standardabweichung, müssen diese 

Ergebnisse jedoch eher kritisch gewichtet werden.  

Es scheint aber durchaus möglich, dass DC ohne die Enzymfunktion der Btk 

- möglicherweise aufgrund fehlender inhibierender Signale - nach TLR-Stimulation 

eine höhere Kompetenz zur Stimulation von weiteren Immunzellen, insbesondere 

den TC, besitzen. Dafür spricht auch, dass die Expression des an der Stimulation 

von TC beteiligten Moleküls CD54 (ICAM-1) auf den Btk-Knockout DC in den 

Versuchen dieser Arbeit tendenziell erhöht war (siehe 3.2.7). Für die übrigen 

analysierten Moleküle CD11a:CD18 (LFA-1), sowie CD44 zeigte sich dagegen 

eine eher verringerte Expression auf den Btk-Knockout DC (siehe 3.2.2, 3.2.4 und 

3.2.6). Anhand der Ergebnisse zur Expression von Oberflächenmolekülen lassen 

sich somit keine eindeutigen Schlussfolgerungen zu einer möglicherweise 

gesteigerten oder verringerten Kompetenz der DC zur Stimulation von TC 

ableiten. Es muss dabei aufgrund der zum Teil geringen Zahl an Einzelmessungen 

- insbesondere für die Expression von CD11a -, sowie der teils von Messung zu 

Messung variierenden Ergebnisse, auch bedacht werden, dass sich aus den 

Ergebnissen dieser Versuche der vorliegenden Arbeit lediglich Tendenzen für die 
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Expressionsweise dieser Moleküle ableiten lassen können. Auch stehen diese 

Daten teils im Widerspruch zu vorhergehenden Untersuchungen zur Expressions-

weise dieser Moleküle auf Btk-Knockout DC [55]. Eine weiterführende Analyse zu 

dieser Fragestellung wäre daher ein interessanter Ansatzpunkt. 

 

Die Ergebnisse der Kokultivierung von DC mit TC der vorliegenden Arbeit weisen 

auf eine möglicherweise gesteigerte Stimulation von TC durch Btk-Knockout DC in 

vitro hin. Ob sich die Beobachtung allerdings auch auf DC in vivo übertragen 

lassen ist unklar, denn das komplexe Zusammenspiel der an einer Immunantwort 

beteiligten Faktoren lässt sich schwerlich auf die vereinfachten Versuchs-

bedingungen reduzieren. So muss beispielsweise beachtet werden, dass die 

Interaktion zwischen DC und TC in den Versuchen dieser Arbeit ohne die 

Präsentation eines Antigens, sondern nur auf Stimulation der TLR stattfand. Zwar 

kommt es auch in diesem Fall zur Ausbildung einer immunologischen Synapse 

zwischen DC und TC, jedoch fällt die Bindung der beiden Zellarten aneinander 

meist weniger stark aus. Da diese Bedingung aber für die Zellen beider Mauslinien 

(Wildtyp und Btk-Knockout) gleichermaßen galt, dürfte dies die Unterschiede 

zwischen den beiden Zelllinien nicht verzerren. Dennoch muss bei der 

Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden, dass die Versuchs-

durchführung nicht den eigentlichen, MHC-II-vermittelten Aktivierungsweg in vivo 

repräsentiert.  

Die Auswirkungen der möglicherweise gesteigerten Aktivierung von TC durch 

Btk-Knockout DC in vivo müssen auch vor dem Hintergrund der in dieser Arbeit 

beleuchteten, scheinbar reduzierten Migrationsaktivität der Btk-Knockout DC 

betrachtet werden. Möglicherweise hätte so auch eine theoretisch gesteigerte 

Potenz der DC zur Aktivierung von TC in vitro keine funktionellen Folgen, wenn 

die DC in einem Btk-defizienten Organismus aufgrund eines vorhandenen 

Migrationsdefekts nicht effizient an die Orte einer Infektion oder in die sekundär 

lymphatischen Organe einwandern und auf TC treffen könnten. 
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4.4 Die Beteiligung der Btk an der Signalweiterleit ung der Toll-like 

Rezeptoren 

Eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit war es, die Rolle der Btk in den 

Signalwegen der TLR zu beleuchten. Um dies zu untersuchen, wurden die 

einzelnen Versuche mit unstimulierten und mit stimulierten DC durchgeführt. Die 

Stimulation erfolgte mit den Liganden der TLR3 (Poly I:C), TLR4 (LPS), TLR7/8 

(Imiquimod), sowie TLR9 (ODN). Die Auswahl der stimulierten TLR-Liganden 

deckte dabei alle Möglichkeiten der MyD88-abhängigen und MyD88-unab-

hängigen Signaltransduktion ab. Vollständig MyD88-unabhängig ist der Signalweg 

des TLR3. Die TLR7/8 und 9 leiten ihr Signal MyD88-abhängig weiter. Der TLR4 

ist in der Lage, die Rezeptorsignale sowohl MyD88-abhängig, als auch MyD88-

unabhängig zu vermitteln. Damit sollte eine mögliche Beteiligung des Enzyms an 

der MyD88-abhängigen und/oder MyD88-unabhängigen Signaltransduktion der 

TLR verdeutlicht werden. 

In den durchflusszytometrischen Messungen der Oberflächenmoleküle auf den 

DC wiesen die Btk-Knockout DC gegenüber den wildtypischen Kontrollen für 

MHC-II, CD54 (ICAM-1), sowie CD184 (CXCR4) eine tendenziell erhöhte Ex-

pression dieser Oberflächenmoleküle auf, für CD11a, CD18, CD43, CD44, sowie 

CD197 (CCR7) dagegen eine tendenziell verminderte Expression (siehe 3.2). Da 

sich diese unterschiedliche Expressionsweise der Oberflächenmoleküle auf den 

Btk-Knockout DC jedoch zumeist für alle TLR-Stimulationsarten zeigte und es 

keine durchgehenden Unterschiede zwischen den einzelnen TLR-Stimulations-

arten gab, scheint die Btk an den Signalwegen aller stimulierter TLR beteiligt zu 

sein.  

In den Versuchen zur Chemotaxis zeigten die Btk-Knockout Zellen eine 

verminderte Migrationsaktivität auf die chemotaktischen Signale von Mib-3 β und 

SDF-1 α (siehe 3.3). Für alle TLR-Stimulationsarten konnte eine - zumindest 

tendenziell - verringerte Chemotaxis beobachtet werden, was ebenso eine Be-

teiligung der Btk an den Signalwegen aller stimulierten TLR vermuten lässt.  

Die Ergebnisse der Kokultivierungs-Assays der DC mit TC deuten auf eine 

möglicherweise gesteigerte Kompetenz der Btk-Knockout DC zur Aktivierung von 

TC hin (siehe 3.4). TC, die von Btk-Knockout DC stimuliert wurden, zeigten etwas 
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höhere Proliferationsraten als TC, die von wildtypischen DC stimuliert wurden. 

Dies galt für alle TLR-Stimulationsarten mit Ausnahme der Stimulation des TLR9 

mit ODN (Signalweg MyD88-abhängig). In diesem Fall verhielten sich die 

Proliferationsraten der TC umgekehrt, Btk-Knockout DC stimulierten TC weniger 

stark als die wildtypischen Kontrollen.  

 

Zusammenfassend gibt die Analyse der verschiedenen TLR-Stimulationsarten in 

den Versuchen an den DC zu Expression von Oberflächenmolekülen, Chemotaxis 

und Stimulation von TC keine Hinweise auf eine Beteiligung der Btk an nur 

bestimmten TLR Signalwegen. Denn trotz einzelner Abweichungen in Einzel-

experimenten (Stimulation des TLR9 in den Kokultivierungs-Assays, siehe oben) 

zeigten sich die Unterschiede zwischen den beiden Mauslinien (Wildtyp und Btk-

Knockout) in den Experimenten unabhängig davon, welcher der TLR vorher 

stimuliert wurde. Hinweise darauf, dass die Btk nur in ganz bestimmten TLR 

Signalwegen involviert ist und einige TLR Signalwege dagegen Btk-unabhängig 

verlaufen, gab es also nicht. Aufgrund dieser Ergebnisse lässt sich vermuten, dass 

die Btk sowohl an MyD88-abhängigem Signalwegen, als auch an den MyD88-

unabhängigem Signalwegen der TLR beteiligt ist.  

Diese Beobachtung deckt sich mit vorhergehenden Untersuchungen, die bereits 

eine Vielzahl an Interaktionspartner der Btk nachweisen konnten. Für die 

Signalwege der TLR gehören dazu MAL im Signalweg der TLR2 und 4, die 

TIR-Domäne der TLR6, 8 und 9, das Adaptermolekül MyD88 im Signalweg der 

TLR1, 2, 4, 5, 6, 7/8 und 9, sowie intrazelluläre MHC-II Moleküle und CD40 in den 

Signalwegen der TLR3, 4 und 9 [21, 34, 47, 63, 68]. Damit gibt es für die 

Signalwege aller in den Versuchen dieser Arbeit stimulierten TLR bereits Hinweise 

für eine Beteiligung der Btk. Diese Beobachtungen unterstreichen zusammen mit 

den Ergebnissen dieser Arbeit die essentielle Funktion dieses Enzyms für eine 

vollständige und intakte Aktivierung sowohl der MyD88-abhängigen, als auch der 

MyD88-unabhängigen, TRIF-vermittelten TLR Signalwege. 
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4.5 Der Stellenwert dendritischer Zellen für die Ag ammaglobulinämie 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit veranschaulichen die nicht unbe-

deutende Rolle der Btk für die Entwicklung und die Funktion der murinen 

myeloiden DC. Insbesondere der Stellenwert der Btk für Wachstum und 

Entwicklung, sowie für die Chemotaxis der DC wurde deutlich. 

Obwohl Untersuchungen dahingehend noch ausstehen, liegt der Schluss nahe, 

dass sich diese an isolierten DC in vitro gemachten Beobachtungen auch auf die 

Funktion der Zellen in vivo übertragen lassen. Ob und inwiefern sich die 

Beobachtungen an den murinen Zellen auch auf die humane Form der 

Erkrankung, die Agammaglobulinämie, übertragen lassen, ist jedoch unsicher. 

Klinische Untersuchungen an XLA-Patienten weisen in diesem Punkt bisher 

unterschiedliche Ergebnisse vor. Es liegen einerseits klinische Daten vor, die eine 

verminderte Entwicklung der DC in XLA-Patienten belegen [24], andere 

Untersuchungen beobachteten dagegen keine Unterschiede bezüglich der 

Differenzierung, der phänotypischen Erscheinung oder der Fähigkeit zu 

Zytokinproduktion und Aktivierung von TC zwischen DC aus XLA Patienten und 

gesunden Kontrollen [31, 49, 110]. Weitere Studien wiesen kürzlich wiederum eine 

erhöhte Produktion von IL-6, TNFα und IL-10 durch DC aus XLA-Patienten ohne 

Stimulation, sowie nach Stimulation durch LPS nach [70]. Analog zu der in den 

Versuchen dieser Arbeit beobachteten Reduktion der Differenzierung der DC 

konnte ein vermindertes Kompartiment an myeloiden DC im Blut von 

XLA-Patienten nachgewiesen werden. Dabei waren sowohl die absolute Zellzahl, 

als auch der prozentuale Anteil an myeloiden DC an der Gesamtzahl der 

Blutleukozyten verringert [136]. 

In den durchflusszytometrischen Analysen dieser Arbeit wiesen die DC der 

Btk-Knockout Mäuse eine erhöhte Expression des MHC-II Moleküls auf. Aus 

Monozyten generierte DC aus dem Blut von XLA-Patienten zeigten nach 

Stimulation mit dem Influenzavirus H1N1 dagegen ein gegenüber den gesunden 

Kontrollen vergleichbares Level an MHC-I, MHC-II und CD83, die Expression von 

CD86 dagegen war erniedrigt. Da auch die Level an IFNα und IL-12 gegenüber 

den gesunden Kontrollen nicht reduziert waren, lässt dies auf eine normale 
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Reifung und Funktion der DC aus XLA-Patienten als Reaktion auf das Influenza-

virus schließen [64].  

Auch bezüglich der Rolle der Btk für die Signalweiterleitung der TLR in humanen 

DC kamen klinische Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen. Einige 

Beobachtungen weisen auf eine Bedeutung der Btk für die TLR2, 3, 4 und 7/8 hin. 

Hier hatte das Fehlen der Btk-Enzymfunktion nach Stimulation der genannten TLR 

eine verminderte Expression von CD83 als Marker der Zellreifung, sowie eine 

reduzierte Produktion von Zytokinen zur Folge, wobei die Expressionslevel dieser 

TLR nicht reduziert waren [120]. Andere Studien konnten hingegen eine intakte 

Funktion der TLR 1-6, jedoch eine reduzierte Produktion von IL-6 und TNFα nach 

Stimulation des TLR8 mit ssRNA feststellen [110]. In weiteren Untersuchungen 

wiederum wiesen die TLR2, 3, 4, 6 und 7/8 auf DC der XLA-Patienten keine 

Unterschiede zu gesunden Kontrollen auf [49].  

 

Die Studienlage zur Funktion der DC in XLA-Patienten weist insgesamt sehr 

variable Ergebnisse auf. Aufgrund der großen Zahl verschiedener Mutationen, die 

der Agammaglobulinämie zugrunde liegen können, weisen vermutlich auch die 

klinischen phänotypischen Erscheinungsbilder eine hohe Variabilität auf. DC aus 

XLA-Patienten unterliegen darüber hinaus einer sehr viel größeren genetischen 

Heterogenität als die der murinen Versuchstierslinien. Dies macht die Erforschung 

ihrer Funktion beim Menschen weitaus diffiziler und könnte den unterschiedlichen 

Ergebnissen der klinischen Studien zu Grunde liegen.  

Die Rolle der Btk für die Entwicklung und Funktion von humanen myeloiden DC 

könnte anhand generierter humanisierter Mäuse untersucht werden. Immun-

supprimierte Mäuse werden dafür subletal bestrahlt und nachfolgend mit humanen 

hämatopoetischen Stammzellen rekonstituiert. Die Stammzellen werden vorher 

gentechnisch dahingehend manipuliert, dass sie beispielsweise eine konstitutiv 

aktive oder dominant negative Mutation des Btk Gens exprimieren. Solche 

systematischen Analysen könnten klären, inwieweit Mutationen im humanen Btk 

Gen neben der Beeinträchtigung des B-Zell Kompartiments auch das myeloide 

System beeinflussen und somit die Pathogenese der XLA mitbestimmen.  
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Die in dieser Arbeit an murinen myeloiden DC erhobenen Daten bieten für diese 

Fragestellung sicherlich einen interessanten Ausgangspunkt für weiterführende 

Untersuchungen.  
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5 Zusammenfassung 

5.1 Zusammenfassung (deutsch) 

Die Bruton-Tyrosinkinase (Btk) besitzt aufgrund ihrer Beteiligung am Signalweg 

des B-Zell-Rezeptors eine essentielle Bedeutung für die Entwicklung und Funktion 

von B-Zellen, welche ohne intakte Funktion der Btk in einem frühen Entwicklungs-

stadium verbleiben. Ein Verlust der Btk-Enzymfunktion führt beim Menschen zur 

Agammaglobulinämie (X-linked Agammaglobulinemia, XLA) und bei der Maus zu 

Xid (X-linked immunodeficiency), wobei die phänotypische Erscheinung dieser 

Krankheitsbilder vorrangig durch den Verlust reifer B-Zellen und einer damit 

verbundenen Infektionsanfälligkeit gekennzeichnet ist.  

Auch der bedeutende Stellenwert der Btk für das myeloide Zellkompartiment 

zeichnet sich inzwischen immer deutlicher ab. Da insbesondere die dendritischen 

Zellen (DC) als antigen-präsentierende Zellen und Initiatoren einer adäquaten 

Immunantwort eine herausragende Bedeutung für die Verknüpfung von 

angeborener und erworbener Immunantwort spielen, wurde mit der vorliegenden 

Arbeit die Bedeutung der Btk für myeloide DC beleuchtet. Analysiert wurde der 

Einfluss der Btk auf Wachstum und Entwicklung der DC, die Expression 

bestimmter Oberflächenmoleküle, sowie die Fähigkeit zu Chemotaxis und 

Stimulation von T-Zellen (TC). 

Die DC wurden aus Vorläuferzellen aus dem Knochenmark wildtypischer und 

Btk-Knockout Mäuse unter dem Einfluss von GM-CSF (Granulozyten-/ 

Makrophagenkolonie stimulierender Faktor) generiert und für die Versuche mit den 

Liganden der Toll-like Rezeptoren (TLR) 3 (Poly I:C), TLR4 (LPS), TLR7/8 

(Imiquimod) und TLR9 (ODN) stimuliert.  

Die Ergebnisse der Versuche ließen ein vermindertes GM-CSF-vermitteltes 

Differenzierungspotential der Btk-Knockout DC aus den Vorläuferzellen des 

Knochenmarks erkennen. Darüber hinaus wiesen Btk-Knockout DC gegenüber 

den wildtypischen Kontrollen eine tendenziell erhöhte Expression von MHC-II, 

CD54 (ICAM-1), sowie CD184 (CXCR4) auf. Eine tendenziell verminderte 

Expression durch die Btk-Knockout DC konnte für CD11a, CD18, CD43, CD44, 

sowie CD197 (CCR7) beobachtet werden. Btk-Knockout DC zeigten ferner eine 
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verminderte Chemotaxis auf die Signale von MIP-3 β und SDF-1 α, sowie eine 

möglicherweise erhöhte Potenz zur Aktivierung von TC in Kokultivierungs-Assays.  

Zusätzlich ließ sich aus der Analyse der verschiedenen TLR-Stimulationsarten 

ableiten, dass die Btk sowohl an den MyD88-abhängigen, als auch in den 

MyD88-unabhängigen TLR Signalwegen beteiligt zu sein scheint. 

Die vorliegende Arbeit konnte die nicht unbedeutende Rolle der Btk für die 

Entwicklung und die Funktion von murinen myeloiden DC veranschaulichen, wobei 

insbesondere der Einfluss der Btk auf Wachstum und Entwicklung, sowie auf die 

Chemotaxis der DC deutlich wurde.  

Diese Ergebnisse bieten sicherlich einen interessanten Ausgangspunkt für 

weiterführende Untersuchungen bezüglich des Stellenwerts der DC für XLA und 

Xid. 
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5.2 Summary (english) 

Bruton´s tyrosine kinase (Btk) is mainly involved in B cell-receptor signaling and 

therefore plays a critical role for B cell development and function. Without Btk, 

B cells arrest in an early pre-B cell state. Mutations in the Btk gene cause XLA 

(X-linked Agammaglobulinemia) in humans and Xid (X-linked immunodeficiency) 

in mice, both mainly characterized by the loss of mature B cells, which leads to a 

severe immunodeficiency. It became evident that Btk-deficiency also affects the 

myeloid cell compartment. Especially, antigen presenting dendritic cells (DC) play 

a critical role for the function of immunity as they initiate appropriate immune 

responses to pathogens and link innate and adaptive immunity. Therefore, we 

evaluated the effect of Btk on myeloid DC with emphasis to their development, 

expression of surface-marker and ability to chemotaxis and T cell stimulation. 

Bone marrow-derived myeloid DC where generated in the presence of GM-CSF 

(granulocyte macrophage colony-stimulating factor) and stimulated by the ligands 

of Toll-like receptor (TLR) TLR3 (Poly I:C),TLR 4 (LPS), TLR7/8 (Imiquimod) and 

TLR9 (ODN).  

Our data indicate, that generation-efficiency of bone marrow-derived myeloid DC 

is impaired without Btk function. Furthermore, Btk-Knockout DC showed potentially 

reduced expression-levels of MHC-II, CD54 (ICAM-1) and CD184 (CXCR4), but 

potentially increased expression-levels of CD11a, CD18, CD43, CD44 and CD197 

(CCR7). Also chemotactic migration stimulated by the signals of MIP-3 β und 

SDF-1 α was impaired in Btk-Knockout DC. We further demonstrated that DC 

might show enhanced stimulation of T cells without Btk-function. Analysis of 

different TLR-stimulations revealed a role for Btk in MyD88-dependent as well as 

in MyD88-independent TLR-signaling pathways. 

In summary, we provided evidence that Btk plays an important role for the 

development and function of myeloid DC. Especially, the impact of Btk on the 

generation-efficiency and chemotaxis could be demonstrated. Our results may 

provide a basis for further investigation to evaluate the physiological con-

sequences of potentially impaired DC in XLA and Xid. 
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